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Patogenicidade de isolados de Escherichia coliprovenientes de fezes de

galinhas ou bovinos e resisténcia a antibioéticos

Resumo

Escherichia coli ¢ uma bactéria Gram negativa que pertence a familia £nterobacteriaceae. Faz parte
da microbiota intestinal do homem e animais, podendo ser encontrada em fezes. Possui uma capacidade
de vida livre, apresentando-se com caracteristicas bastantes distintas. De acordo com o seu grupo
filogenético (A,B1, B2, C, E,D,F) e a sua patogenicidade (EPEC, EIEC, ETEC, EHEC/STEC e EAEC) podera
ou nao causar danos ao hospedeiro. A principal diferenca entre os isolados patogénicos e comensais de
E. coli estd associado & presenca de elementos genéticos especificos (cromossomais ou
extracromossomais). Para o combate destas infecdes, sdo utilizados diferentes antibioticos. Contudo a
eficacia dos agentes antibacterianos foi rapidamente superada pela capacidade que as bactérias tém de
se opor a sua accdo, principalmente pelo uso abusivo e intensivo dos mesmos, favorecendo a sua
selecdo. Este trabalho foi desenvolvido no Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria e teve
por objetivo inicial caracterizar fenotipicamente e genotipicamente isolados de £. co/i provenientes de
fezes de bovinos e de galinhas, verificando a sua diversidade genética pela determinacao e identificacdo
dos seus grupos filogenéticos, avaliar se pertenciam a um dos seis patotipos diarreicogénicos e
finalmente verificar a resisténcia aos diferentes antimicrobianos selecionados e pesquisar a existéncia de
genes de resisténcia associados as [-lactamases de largo espetro. Dos 140 isolados em estudo
provenientes de fezes de bovino e de fezes de galinhas, o grupo filognético predominantemente
identificado foi B1 para ambos os grupos de animais. Ao nivel dos genes de patogenicidade DEC em
estudo, em nenhum dos isolados foram identificados. Quanto a exibicao de resisténcia a antimicrobianos
verificou-se que os isolados de galinhas apresentaram percentagens de resisténcia superiores aos
isolados de bovinos. Quase metade dos isolados em estudo, apresentaram-se multirresistentes, havendo
diferencas quando se analisou o0s isolados provenientes de bovinos com uma margem de 20% e isolados
provenientes de galinhas com uma margem de 55%. Para ambos os grupos de animais foram detetados

genes de resisténcia -lactamases de largo espetro.

Palavras-chaves: £scherichia coli, galinhas, grupos filogenéticos, patotipos, antimicrobianos,

multirresisténcia, £SBL., bovinos.
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Pathogenic potential of Escherichia coliisolates from chicken or cattle faeces

origin and its resistance to antibiotics
ABSTRACT

Escherichia coliis a Gram-negative bacterium that belongs to the Enferobacteriaceae family. It is part
of the intestinal microbiota of man and animals, and can be found in faeces. According to its phylogenetic
group (A, B1, B2, C, E, D, F) and its pathogenicity type (EPEC, EIEC, ETEC, EHEC / STEC and EAEC) it
may cause injury to the host. The main difference between pathogenic and commensal £. colf is
associated with the presence of specific genetic elements - chromosomal or extrachromosomal. To
combat infections of the pathogen, different antibiotics are used. However, the effectiveness of
antibacterial agents was quickly overcome by the ability of bacteria to oppose their action. This work was
developed at the National Institute of Agrarian and Veterinary Research and its initial goal was to
characterize phenotypically and genotypically the isolates of £. coli from faeces of cattle and chickens,
verifying their genetic diversity by determining and identifying their phylogenetic groups, assess whether
they belonged to one of the six decotypes diarrhogenic and finally check the resistance to the different
selected antimicrobials and research the existence of resistance genes associated with Extended
spectrum beta-lactamases. This work was developed at the National Institute of Agrarian and Veterinary
Research and its initial objective was to characterize phenotypically and genotypically isolates of £. colf
from cattle and chicken faeces origin, verifying their genetic diversity by determining and identifying their
phylogenetic groups, assessing whether they belonged to one of the six diarrhogenic pathotypes and
finally to assess the resistance to the different selected antimicrobials and to investigate the existence of
resistance genes associated with extended-spectrum f -lactamases. Of the 140 isolates under study
from bovine and chicken faeces, the predominantly identified phylogenetic group was B1 for both groups
of animals. Level of DEC pathogenicity genes under study, in none of the identified cases. As for the
display of resistance, it was found that chickens had higher percentages than cattle. Aimost half of the
gains under study, if separated multi-resistant, with differences when analysing the gains obtained from
cattle with a margin of 20% and obtaining proof from chickens with a margin of 55%. ESBL resistance

genes were detected for both groups of animals.

Keywords: Phylogenetic groups, pathotypes, antimicrobials, multiresistant, ESBL, cattle.
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1. Enquadramento

Os alimentos de origem animal sdo uma fonte importante de nutrientes na dieta humana.
Entre estes, o leite sempre teve uma figura central na evolugcado humana, sendo que o inicio do
seu consumo data de a 8000 - 10000 anos, ainda que, algumas populaces sé popularizaram o
seu consumo ha algumas décadas. A presenca deste alimento nas dietas alimentares denota a
sua importancia na alimentacao humana. Contudo, nas ultimas décadas, o consumo de leite apos
o desmame tem sido alvo de diversas controvérsias (Lima, 2012).

Juntamente com o leite, a partir do século XX, a avicultura também passou a ser encarada
como uma industria altamente produtiva. A carne de frango tornou-se um produto de consumo
em massa em todas as regides do mundo, em paises com muitas diferencas de desenvolvimento,
e em diversas formas. O setor da producdo de ovos teve inicio na india e na China, onde se
domesticaram algumas espécies de galinaceos. Nas ultimas décadas, a melhoria da produtividade
das galinhas poedeiras comercial tem sido muito significativa, devido a uma combinacao de fatores
como o melhoramento genético, alimentacédo animal, praticas de maneio e prevencao de doencas.
Os ovos sao alimentos que potencialmente podem transportar perigos alimentares bacterianos
para a saude publica, gracas a contaminacao fecal a qual sdo sujeitos durante a postura, bem
como qualquer traumatismo na casca do ovo podendo provocar fissuras e entrada de bactérias
(Damerow, 1995; Regulamento (CE) n° 853/2004).

De acordo com o relatério de Estatisticas Agricolas de 2018 (INE, 2019), verificou-se que
comparando os resultados obtidos em 2017, a producdo de carne de animais de capoeira
decresceu em 1,7%, sendo que a producdo de carne de frango decresceu em 3,6%. A producao
de ovos de galinha aumentou 1,1% face a 2017, sendo que de 143 mil toneladas de ovos, 120
mil foram para consumo humano e 23 mil para incubacao para assinalar a manutencao da
producdo para os galinaceos. Relativamente as vacas e novilhas verificou-se que houve um
aumento de abate de novilhas e vacas (tendo assim de forma global um aumento de 3,1% de
producdo de carne bovina) assim como um aumento de producdo na categoria de novilhas. O
abate deveu-se a seca e a falta de alimentos para os animais que existiam nas pastagens, no
primeiro quadrimestre. Também se registou um aumento na categoria de vacas e novilhas, para
que houvesse uma compensacao para os produtores de leite que pretendiam abandonar a
producéo. Relativamente ao leite de vaca, foi registado um aumento de 1% face a 2017, sendo o

principal leite produzido (95%).
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As doencas de origem alimentar tém-se revelado um enorme problema para o ser
humano, acarretando significativa morbilidade, mortalidade e custos econdémicos para a
sociedade. Os fungos, os parasitas e as bactérias sdo os contaminantes biologicos com maior
relevo em doencas alimentares. Bactérias como a Salmonella sp., Campylobacter sp., Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum sado, no panorama atual, algumas das
bactérias com maior relevo e importancia, sendo a causa de muitas das ocorréncias de doencas
alimentares (infecdes/intoxicacdes alimentares). Isto ocorre devido nao so6 a falhas de seguranca
e qualidade do alimento ao longo do ciclo de vida do mesmo (cultivo, distribuicdo, preparacao),
como também devido a praticas incorretas, nomeadamente no uso inadequado de antibacterianos
em humanos e animais (Alves, 2012).

As bactérias resistentes, que sobrevivem a acao dos antibioticos, representam uma séria
ameaca para a saude humana e animal. Se ndo se travar o seu desenvolvimento, num futuro
préximo, a medicina tera grande dificuldade em tratar as doencas bacterianas por ineficacia dos
medicamentos (DECO, 2016).

Este estudo teve como objetivo inicial caracterizar fenotipicamente e genotipicamente os
isolados de E. coli provenientes de fezes de bovinos e de galinhas, verificando a sua diversidade
genética pela determinacéo e identificacdo dos seus grupos filogenéticos, avaliar se pertenciam a
um dos seis patotipos diarreicogénicos (DEC) e finalmente verificar a resisténcia aos diferentes
antimicrobianos selecionados e pesquisar a existéncia de genes de resisténcia associados a [3-

lactamases de largo espectro (ESBL).
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2. Estado da Arte
2.1. Escherichia coli
Em 1885, Theodor Von Escherich foi o primeiro a descrever esta bactéria, designando-a

como Bacterium coli commune. Contudo, em 1958, recebeu a denominacéo atual, £scherichia

coliem sua homenagem (Berchieri e Macari, 2000).

2.1.1. Morfologia
Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa que pertence a classe Proteobacteria,
subclasse Gamma e familia Enferobacteriaceae. Apresenta-se em forma de bastonete curto
(bacilo), nao esporulado, e podem ser imoveis ou mdveis (maioria) por flagelos peritricos. As
estirpes de £. coli diferenciam-se com base nos antigénios somaticos (O), flagelares (H) e
capsulares (K). Adicionalmente, a presenca de fimbrias e de outras estruturas relacionadas
desempenham um papel importante na viruléncia da bactéria (Stackebrandt ef a/, 1988; Quinn

et al., 2005; ASAE, 2019).
E uma bactéria produtora de indol, ndo utiliza o citrato como fonte de carbono, ndo
apresenta a enzima urease, ndo fermenta o adonitol, sdo fermentadoras de glicose e outros
acucares, sdo catalases positivas, oxidases negativas e reduzem o nitrato a nitrito (Edwards e

Ewing, 1986, Murray et a/,,1999; Kaneman et a/., 2006).

2.1.2. Ecologia

As bactérias simbiontes presentes nos intestinos dos seres humanos apresentam varios
beneficios desde nutricionais, como na defesa contra os organismos patogénicos. O controlo de
agentes patogénicos no intestino é conseguido através da presenca de uma camada impenetravel
de muco. Ou seja, para que um agente patogénico consiga manifestar os seus fatores de viruléncia
necessita de atravessar esta barreira, ou entdo serdo excretados com o muco. Aquelas que
conseguem atravessar o muco e aderir as células epiteliais, o organismo elabora um processo
inflamatorio como mecanismo de defesa, para a sua eliminacao (Brooks e Carroll, 2011).

A E. coli é encontrada normalmente na microbiota entérica (intestino) de aves e
mamiferos. Nos seres humanos, normalmente colonizam o trato gastrintestinal algumas horas
apos o nascimento, quando bactérias presentes na mucosa vaginal e na pele da mae, além das
provenientes de fontes ambientais, sdo adquiridas pelo recém-nascido. Algumas estirpes sao

denominadas residentes uma vez que podem persistir por muitos meses na microbiota do

5



CAPITULO I
ESTADO DA ARTE

individuo, enquanto outras sdo estirpes transientes, tém baixa capacidade de colonizacdo e
desaparecem em algumas semanas (Sears et al., 1956, Tenaillon et al.,, 2010; Kaper et al., 2004).

E. coli é o simbionte anaerdbio facultativo mais abundante no intestino humano. Esta
bactéria ¢ muitas vezes encontrada em fezes de varios animais de sangue quente e répteis,
variando o seu tamanho populacional de acordo com o tipo de hospedeiro. Nesse sentido, pode
ocorrer a disseminacdo da mesma no meio ambiente conseguindo sobreviver nas particulas fecais,
poeiras e agua por semanas ou meses. Assim, a £. coli faz parte do grupo de coliformes fecais
sendo considerada o indicador de contaminacao fecal mais especifico e de eventual presenca de
bactérias patogénicas (Berg, 1996; Oliveira et a/.; 2004 Andrade, 2005; Saviolli, 2010; Tenaillon
etal., 2010).

Com o enorme numero de hospedeiros, e a sua capacidade de vida livre, esta bactéria
possui varias linhagens com caracteristicas bastantes distintas. Dentro dessas linhagens ha
linhagens que colonizam o hospedeiro nao causando danos e podendo ou nao fornecer beneficios
(comensalismo e mutualismo), como haver a colonizacdo de estirpes altamente virulentas,
resistentes a antibidticos, causando danos ao hospedeiro (parasitismo). Também pode ocorrer o
contacto entre diferentes estirpes de £. coli havendo transformacdes das mesmas. Ou seja, pode
ocorrer troca de material genético ou Quorum sensing tornando as estirpes mais virulentas, ou
entdo a transformacao de estirpes patogénicas em comensais ou mutualistas. A principal diferenca
entre os patotipos e as linhagens comensais de £. coli é a presenca de elementos genéticos
especificos nos primeiros, tanto cromossomais como extracromossomais (Berg, 1996; Tinaz,
2003; Kaper et al., 2004; Leatham et a/., 2009; O'Reilly et al/., 2010; Tenaillon et a/., 2010;
Momeni et al, 2011; Fukuda et a/, 2011).

2.1.3. Condicoes de crescimento e sobrevivéncia
De acordo com a Autoridade de Seguranca Alimentar e Econdémica (ASAE, 2019), os
fatores que estao associados as condicdes de crescimento e sobrevivéncia sao a temperatura, pH,

disponibilidade da agua, a relacao com o oxigénio e a radiacao, descritos na tabela 1.
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Tabela 1: Descricdo dos fatores que afetam o crescimento e a sobrevivéncia da Escherichia coli
(ASAE, 2019)

Fatores Descricao

- Intervalo de sobrevivéncia: 8 °C e 45 °C

- Intervalo étimo de crescimento: 35 °C a 40 °C

Temperatura - Valor étimo de crescimento: 37 °C

* N&o ocorre qualquer reducao quando os produtos sdo armazenados a temperatura de
refrigeracédo e congelagao (- 20 °C)

- O efeito do pH no crescimento depende do tipo de acido presente (Ex: sobrevive num pH de

pH 4,5 na presenca de acido cloridrico, mas ndo consegue na presenca de acido lactico)
- Limite minimo: 0,95
Aw * Pode ocorrer o crescimento com concentracdes de NaCl de 6,5%, e concentracdes de 8,5%
séo consideradas inibitorias.
Oxigénio - Anaerabia facultativa
- Destruida por irradiacao
Radiacao * Presenca de oxigénio aumenta o efeito letal por irradiacdo, que é maximo a temperaturas

entre os 45 °C e 0s 55 °C

2.2. Grupos Filogenéticos

0 estudo da diversidade de £. coli antecede o surgimento da era molecular, e por isso a
sua diferenciacao era feita por sorotipagem. Contudo esse método nao era o mais correto, pois
estirpes com o mesmo serotipo poderiam se apresentar geneticamente distantes, ou entéo,
estirpes estreitamente relacionadas com diferentes serotipos. Os primeiros passos de
conhecimento genético de £. coli foi através da técnica do MLEE (Multi-locus enzyme
electrophoresis), e progrediu com o surgimento do MLST (Multi-locus sequence typing e
acumulacao de dados de sequéncias nucleotidicas (Chaudhuri e Henderson, 2012).

No ano de 2000, Clermont ef a/. desenvolveram uma técnica de PCR multiplex que visava
caracterizar as estirpes de £. coli em diferentes grupos filogenéticos (A, B1, B2 e D), de acordo
com a presenca ou auséncia de dois genes (chuA — gene necessario para o transporte de heme
em pacientes enterohemorragicos e yjaA — gene encontrado no genoma completo da £. colik-12
e esta envolvido na resposta celular ao perdxido de hidrogénio e stresse ao acido) e um fragmento
de DNA (75PE4.C2), caracterizado mais tarde como um gene putativo de lipase esterase. Esta
caracterizacao permitiria dividir as estirpes estudadas em comensais ou patogénicas DEC (A e B1)
ou as mais altamente patogénicas ExpPEC (B2 e D), como pode ser verificado na figura 1. Contudo,

usando este método, alguns isolados nado podiam ser claramente classificados, pois nao
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pertenciam a nenhum dos grupos existentes, ou entdo poderiam estar mal classificados, tendo em
conta que o método apresentava uma percentagem de classificacdes corretas dos isolados de
85%. A evolucao destes estudos ao longo do tempo permitiu reconhecer mais grupos filogenéticos,
nomeadamente o grupo E (ao qual pertence a 0157:H7); o grupo F (caracterizado por ser um
grupo irmao do grupo B2); e o grupo C (contendo estirpes intimamente relacionadas, mas distintas
do grupo B1) (Picard et al, 1999; Johnson e Stell, 2000, Gordon et a/, 2008, Tenaillon et a/.,
2010; Chaudhuri e Henderson, 2012).
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Figura 1: Determinacao dos grupos filogenéticos de Escherichia coli de acordo com a presenca ou
auséncia dos genes chuA, yjaA e TspE4.C2 (Retirada de Clermont et a/. 2000)

Para determinar os novos grupos filogenéticos pela técnica de PCR, foi necessario alterar
0 método base, utilizando os mesmos alvos genéticos, mas melhorando a performance dos
mesmos, e acrescentando um novo alvo genético, o arpA (funcionando como um controlo interno
da qualidade do DNA). Com base no genétipo determinado pelo PCR multiplex inicial, & possivel a
determinacdo mais geral dos grupos filogenéticos e a distincdo entre £. colie clades, contudo nao
permite a distincao entre o grupo A e o C, assim como entre o grupo D e o E. Em 2009, foram
descritos cinco clades de Escherichia, referidos como “enigmaticos” devido a incapacidade de
distingui-los de isolados de £. coli através de testes bioquimicos. Este tem sido um tema muito
explorado para permitir uma melhor distincao filogenética e explorar a diversidade genémica (Walk,
2015).

Assim, é proposto por Clermont et a/., 2013 o uso de um teste adicional por PCR simplex
para esses isolados, utilizando outros iniciadores. A distincao do grupo A e C consiste na auséncia
(A) ou presenca (C) do #pA. Ja para a distincao entre o grupo E e D, é a presenca (D) ou auséncia

do (E) do arpAgpE, permitindo assim a classificacdo do grupo filogenético de £. coli A nao



CAPITULO I
ESTADO DA ARTE

atribuicdo do grupo filogenético de uma pequena fracdo de E£. coli pode ocorrer devido a
recombinacdes entre amostras de grupos filogenéticos diferentes ou devido a alta variabilidade do
conteudo genético de £. coli, que ocorre através de ganhos e/ou perdas de genes. Outros fatores,
tais como a dieta, a morfologia intestinal, a massa corporal, e a localizacdo geografica podem
interferir na frequéncia dos filogrupos detetados (Gordon et a/,, 2008; Clermont ef a/,, 2013).

Os estudos de tipagem filogenética mostraram que as estirpes pertencentes aos diferentes
filogrupos podem estar associadas com a origem do isolado. Os filogrupos A e B2 sdo os mais
comuns em isolados de seres humanos, sendo o B1 e D os menos prevalentes. Os filogrupos B1
seguido de A, B2 e, em menor grau, de D sdo os mais comummente isolados de animais

(Chaudhuri e Henderson, 2012; Clermont ef a/., 2013).

2.3. Patotipos

Os isolados de £. coli sao divididos em trés categorias principais compostas por: estirpes
comensais, estirpes patogénicas intestinais ou diarreiogénicas (DEC) e estirpes patogénicas
extraintestinais (EXPEC) (Russo e Johnson, 2000; Clermont ef a/., 2013).

Na generalidade, os microrganismos patogénicos de £. colisao classificados em patotipos,
definidos por uma variedade de caracteristicas como o0 modo de transmissao, caracteristicas do
hospedeiro afetado, serotipos e sorogrupos, fendtipos de interacdo com as células epiteliais
intestinais, mecanismos de patogenicidade e determinantes genéticos de viruléncia. Atualmente
sao conhecidos os seguintes patotipos de DEC: EPEC (£scherichia coli enteropatogénica), ETEC
(Escherichia coli enterotoxigénica), EIEC (Escherichia coli enteroinvasiva), EAEC (£Escherichia coli
enteroagregativa), STEC (Escherichia coli produtora de toxina) /EHEC (Escherichia coli
enterohemorragica) e DAEC (Escherichia coli de adesao difusa), figura 2 (Russo e Johnson, 2000;

Kapper et a/.,2004).
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Figura 2: Interacao dos diferentes patotipos DEC de £scherichia coli com as células do
intestino (Retirado de Kapper et a/. 2004)

Além destes patotipos DEC, sdo reconhecidos outros patotipos como a UPEC (£. coli
uropatogénica), NMEC (£. coli causadora de meningite neonatal), e APEC (£. coli patogénica
aviaria), que pertencentes ao grupo EXPEC. Inicialmente, os patotipos EXPEC eram reconhecidos
apenas pelo sitio de isolamento onde provocava infecdo e o seu hospedeiro e ndo pelas suas
caracteristicas que definem um patotipo, em particular os seus marcadores de viruléncia (Russo
e Johnson, 2000; Johnson et a/., 2001; Johnson e Russo, 2002; Rendon et a/,, 2007).

Os patotipos de £. coli DEC causam gastroenterite, mas raramente alguma doenca fora
do trato intestinal. Por outro lado, as estirpes de ExXPEC mantém a capacidade de colonizar o
intestino sem causar doenca, porém sao capazes de se disseminar e colonizar outros nichos no
hospedeiro, incluindo a corrente sanguinea, sistema nervoso central e trato urinario, resultando

em doencas, figura 3 (Wiles et a/., 2008).
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Brain: NMEC

Bloodstream:
UPEC and NMEC

Large bowel:
EHEC, EIEC and EAEC

Kidney: UPEC

Small bowel: EPEC,
ETEC, DAEC and EAEC

Bladder: UPEC

Figura 3: Local de atuacao dos diferentes patotipos de £scherichia coli Retirado de: Croxen e Finlay,
2010)

2.3.1. Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) e
enterohemorragica (EHEC)

0 reconhecimento de STEC como uma classe de £. coli patogénica distinta foi o resultado
de duas linhas de estudo convergentes: a primeira iniciou-se quando se verificou a capacidade de
certas estirpes produzirem toxinas que causavam efeito citopatico irreversivel em células Vero
(células de rim de macaco verde africano). Foi descrita pela primeira vez por Konowalchuk, Speirs
e Starvic em 1977, surgindo o termo verotoxina ou verocitotoxina. As nomenclaturas “VTEC /
verotoxina” passaram a ser utilizadas, principalmente, por investigadores canadianos, enquanto
os termos “SLTEC / SLT / Shiga-like toxin’ foram adotados por investigadores americanos. Em
1996, Calderwood et a/ propuseram a nomenclatura toxina Shiga / £. coli produtora de toxina
Shiga (stx / STEC), devido ao alto grau de homologia estrutural e funcional da toxina de £. coli
com a toxina de Shigella dysenteriaetipo 1. Atualmente, o termo STEC ¢é utilizado para caracterizar
estirpes de £. coli produtoras de stx, enquanto EHEC caracteriza estirpes que produzem stx e
causam uma lesao histopatologica (affaching and efiacing, A/E). A caracteristica mais importante
de viruléncia ¢é a producao de uma ou mais toxinas Shiga (stx1 e / ou stx2). Para causar doenca

€ necessario a existéncia de outros fatores tais como: a presenca do plasmideo pO157, que

11
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codifica a enterohemolisina e a producao de adesinas fimbriais e afimbriais. Englobando esses
fatores, a ligacdo de stx aos recetores causa morte das células por inibicdo de sintese proteica,
causando enterocolite hemorragica e faléncia renal (Nataro e Kaper, 1998; Paton, 1998).

STEC e EHEC estao relacionadas com um amplo espectro de doencas humanas, que
compreende desde diarreias leves a colite hemorragica (HC) e ao sindrome hemolitico urémico
(SHU), cuja sequela mais grave é, possivelmente, a faléncia renal e a purpura trombocitopénica
trombotica (TTP) em seres humanos. Estas bactérias aderem ao epitélio intestinal e colonizam o
tubo digestivo, de forma assintomatica ou ocasionando diarreia. Bebés e criancas sao os principais
pacientes afetados e, embora a incidéncia de infecao varie de regido para regido, os impactos na
saude publica sdo imensos, sendo a principal causa de insuficiéncia renal aguda em criancas em
muitos paises. O serotipo £. coli 0157: H7 foi o primeiro a ser ligado a casos de HC e SHU no
inicio dos anos 80. Contudo centenas de outros serotipos podem abrigar os genes stx. Os mais
frequentes nas infecdes humanas, para além do 0157 sdo o 026, 045, 0103, 0111, 0121 e
0145 (Griffin e Tauxe, 1991; Nataro e Kaper, 1998; Garcia-Aljaro et a/., 2005; Biscola et a/., 2011;
Gould et al, 2013; Kaper e 0'Brian, 2014; Majowicz et a/,, 2014).

A distribuicdo de EHEC / STEC no trato gastrointestinal de uma grande variedade de
animais indica o carater zoondtico de suas infecdes. Além do gado bovino que é o reservatorio
natural mais comum, verificou-se também a presenca destes patotipos nas fezes de bufalos
leiteiros, ovinos, porcos, passaros e peixes. Assim, € necessario assegurar a seguranca alimentar
em toda a producao e processamento, uma vez que podera haver a transmissao por carne mal
cozinhada e produtos nao pasteurizados. A presenca de EHEC / STEC no meio ambiente é outro
motivo de preocupacao, pois estas bactérias podem sobreviver no solo, estrume, pastagens e
agua, que representam importantes veiculos de transmissao. A capacidade de aderir, colonizar e
formar biofilmes em alimentos e varios tipos de superficies pode ser uma fonte importante e / ou
veiculo de transmissdo de EHEC / STEC. Além disso, o biofilme também pode atuar como protecao
bacteriana contra condicdes ambientais adversas (Borges ef a/., 2012; Lascowski ef a/., 2013;

Beraldo et a/, 2014; Maluta et a/., 2014).

2.3.2. ESCHERICHIA cOLI ENTEROTOXIGENICA (ETEC)
Foi na década de 70, apds uma infecao por parte da estirpe ETEC, causando diarreia
endémica na Asia, que se estabeleceu a sua importancia clinica na infecdo humana. As estirpes

deste patotipo sdo as mais frequentemente causadoras da “diarreia dos viajantes”. No caso dos
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viajantes, a probabilidade de adquirirem imunidade aumenta com o niimero de viagens as areas
endémicas. A doenca tem inicio repentino com um periodo de incubacdo de 14 a 50 horas e pode
ser moderada e autolimitada (1-3 dias). Porém, pode causar sintomas severos semelhantes aos
da cdlera, sendo caracterizada por ser uma doenca muito séria em recém-nascidos. Produz febre
baixa, os vomitos sdo raros e a diarreia é aquosa e tem uma aparéncia semelhante a agua de
arroz, normalmente sem sangue. Foi descoberto que a amamentacao no primeiro ano de vida
proporciona um efeito protetor contra infecdes entéricas severas por ETEC e por outros
patogénicos (Sack, 1975; Levine, 1987; Nataro e Kaper 1998; Forsythe, 2002a; Forsythe, 2010).

As ETEC s&o caracterizadas por colonizarem a superficie da mucosa do intestino delgado,
a partir de fatores de colonizacéo (CFs), fimbriais ou ndo fimbriais, e por produzirem enterotoxinas
termoestaveis (ST) e termolabeis (LT). Estas alteram as funcdes dos enterdcitos, sem induzir
alteracdes morfologicas significativas no intestino, aumentando a secrecéo e reduzindo a absorcéo
de liquidos. Uma caracteristica da biologia da ETEC é a expressao de enterotoxinas, que também
exibem uma heterogeneidade antigénica com relevancia. Aproximadamente um terco das estirpes
isoladas de pacientes com diarreia expressam apenas LT e outro terco apenas ST. Finalmente o
outro terco expressa os dois tipos de toxinas. As toxinas termoestaveis sao denominadas STaP
(produzida por ETEC de animais e seres humanos), STaH (produzida por ETEC de seres humanos)
e STb (encontra-se em isolados de suino). Quanto as toxinas termolabeis existem dois tipos: LTI
(LTIh — ETEC de seres humanos e LTIp — ETEC de suinos e seres humanos) e LTIl (LT-lla e LT-lIb
- isolados de seres humanos, e com menor frequéncia de bovinos e bubalinos) (Yamamoto e

yokota, 1983, Nataro e Kaper 1998; Nagy e Fekete 2005; Croxen e Finlay, 2010; Mainil, 2013).

2.3.3. ESCHERICHIA cOLI ENTEROPATOGENICA (EPEC)

A EPEC foi descoberta em 1945 e ainda hoje é considerada a mais versatil entre as
categorias diarreicogénicas. Este patotipo foi o primeiro a ser associado a diarreia num surto que
ocorreu huma enfermaria pediatrica em Londres. Estas, sao caracterizadas pela presenca da ilha
de patogenicidade Locus of Enterocyte Effacement (LLE) e auséncia do gene six que codifica as
toxinas Shiga. Em 1995, a EPEC foi classificada em duas subcategorias, nomeadamente a EPEC
tipica (tEPEC) e atipica (aEPEC). Ambas sao identificadas pela presenca do gene eae (EPEC
attaching and effacing). A diferenca entre elas consiste na presenca (EPEC-t) ou auséncia (EPEC-
a) do plasmideo EAF (EPEC adherence factor), que é responsavel pela codificacdo de genes

necessarios para a formacao e expressao de fimbrias do tipo IV (bundle-forming pilus — BFP),
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importantes tanto para a autoagregacao, aderéncia localizada e também pela dispersao deste tipo
de patotipo (Levine ef al., 1985; Albert ef a/, 1995; Albert, 1996; Fagundes-Neto e Scaletsky,
2000; Vieira et al., 2001; Trabulsi et a/., 2002; Hazen et al., 2013).

A EPEC- representa a categoria original de EPEC com comportamento epidemiologico
restrito aos seres humanos e patogenia bem definida. A EPEC-a esta associada a diarreia humana
e pode ser encontrada em diversos animais, alimentos, podendo estar distribuida em diferentes
ambientes (Vidal et a/., 2007; Morato et a/, 2009; Moura, 2009).

Atualmente os surtos por esta categoria de £. coli sdo raros em paises desenvolvidos,
contudo continua a ser das maiores causas de mortalidade infantil em paises em desenvolvimento

(Nataro e Kaper, 1998).

2.3.4. ESCHERICHIA cOLI ENTEROINVASIVA (EIEC)

A primeira descricao desta bactéria ocorreu em 1947, por Ewing e Gravatti em fezes de
soldados americanos com diarreia durante a Segunda Guerra Mundial. Causou assim a doenca
denominada de disenteria bacilar. Normalmente o quadro clinico é caracterizado pela presenca
de diarreia liquida e possibilidade de ser também sanguinolenta, podendo ter a presenca de
leucocitos e muco, acompanhada de cefaleia, dores abdominais severas, febre, mau estar e
calafrios (DuPont et a/., 1971; Faundez ef a/., 1988; Moreno et al., 2010).

As infecdes por EIEC sdo mais usuais em paises subdesenvolvidos, principalmente em
criancas, sendo também associadas a diarreia de viajante. O seu maior reservatorio & o trato
gastrointestinal humano (Fratamico e Smith, 2006).

Estas estirpes sao capazes de colonizar células do colon intestinal humano, que por sua
vez desencadeia uma infecdo semelhante a provocada pela Shigella spp. A diferenca de infecéo
entre estes organismos, consiste na dose infetante, sendo necessario uma dose maior de EIEC,
na ordem de 10¢, em relacdo a Shigella. O processo de invasdo, multiplicacdo e disseminacao leva
a destruicdo da monocamada do epitélio intestinal (DuPont et a/., 1971; Parsot, 2005).

O processo de invasdo esta associado a presenca do plasmideo (pLNV), mais
concretamente ao fragmento ial, o0 que permite também a diferenciacao deste tipo de organismos

com outras categorias de £. coli (Small e Falkow, 1988; Nataro e Kapper, 1998).
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2.3.5. ESCHERICHIA COLIENTEROAGREGATIVA (EAEC)

Em 1979, foram identificadas estirpes de £. coli que aderiam a monocamadas celulares,
sendo observado posteriormente que a adesdo ocorria em dois padrdes distintos: Adesao
localizada (AL) e Adesao difusa (AD). Mais tarde, foi ainda proposta a diferenciacao da AD e Adesao
agregativa (AA), sendo esta Ultima caracterizada pela aglutinacdo das células bacterianas e a sua
disposicao em camadas em “tijolos empilhados” (Scaletsky ef a/, 1984; Nataro ef al., 1985;
Nataro et af., 1987).

Estas estirpes sao caracterizadas por ndo excretarem as enterotoxinas ST e LT, e
formarem um padrao agregativo quando associadas as células Hep-2 e Hela. Este padréo
agregativo ocorre por fimbrias e fatores de aderéncia (Nataro ef al., 1992; Czeczulin et al,, 1997).

A patogenicidade dos isolados de EAEC compreende a colonizacao da mucosa intestinal
seguida pela secrecao de enterotoxinas e citotoxinas, provocando uma diarreia secretdria, assim
como lesdo da mucosa. EAEC alberga um plasmideo de viruléncia designado pAA, sendo que
alguns genes codificados no pAA séo as fimbrias de aderéncia agregativa (AAF-I, II, lll e IV) e 0
ativador transcricional aggR, sendo este empregado para diferenciar o patotipo EAEC em tipica e
atipica, baseado na presenca ou auséncia deste gene, respetivamente (Nataro ef a/,1994;
Czeczulin et al, 1997; Nataro ef al., 1998; Harrington et a/., 2006).

Os alimentos contaminados parecem ser a principal fonte de infecao por EAEC e tém sido
implicados em varios surtos de diarreia transmitidos por alimentos (Hedberg et al., 1997; ltoh ef
al., 1997).

As EAEC causam diarreia persistente (dura mais de duas semanas). Sao também
associadas a ma nutricao e crescimento retardado em criancas, quando nao ocorre diarreia. Os
surtos ocorrem tanto em paises em desenvolvimento como em paises desenvolvidos (Forsythe,

2002b; Torres et al., 2005; Forsythe, 2010; Donnenberg, 2013).

2.3.6. ESCHERICHIA COLIDE ADESAO DIFUSA (DAEC)
As estirpes que englobam este patotipo séo definidas pelo seu padrdo de AD a células
HEp-2, onde se distribuem de forma uniforme sobre toda a superficie celular. O padrao de
aderéncia difusa ocorre pela presenca de adesinas codificadas por afa /dra / daa que levam a
producao de adesinas fimbrias (FI845 e Dr) e nao fimbriais (Afak-l e AfaE-ll). O gene que codifica

a F1845 é o daaE e estd presente tanto no cromossoma da bactéria como no plasmideo e
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apresenta homologia com os membros da familia de adesinas afa / Dr (Scaletsky ef a/., 1984;
Bilge et a/,1989; Nowicky et a/.,1990; Nataro e Kaper, 1998; Le Bouguénec; Servin, 2006).

As DAEC induzem um efeito citopatico caracterizado por lesdes nas microvilosidades e
desenvolvimento de extensdes celulares longas, as quais envolvem a bactéria aderente. Também
sao capazes de provocar reacdo inflamatoria nas células intestinais através da inducao de secrecao
de IL-8, citocina capaz de estimular migracdo de leucocitos polimorfonucleares. No entanto,
algumas estirpes de DAEC nado induzem esta secrecdo em culturas de células de epitélio humano.
Isto provavelmente deve-se ao fato do grupo de DAEC ser composto por organismos heterogéneos
que diferem entre si quanto a sua patogenicidade (Bernet-Camard et a/.,1996; Betis et a/., 2003;
Arikawa et al., 2005).

As infecdes por DAEC causam diarreia aquosa sem sangue / muco. O grupo mais
suscetivel sdo as criancas entre 4-5 anos de idade em paises subdesenvolvidos, sendo que as
criancas amamentadas tém imunidade passiva, uma vez que o leite materno humano contém
proteinas que impedem a aderéncia das DAEC aos enterdcitos (Nataro e Kaper,1998; Fratamico

e Smith, 2006).

2.3.7. ESCHERICHIA COLI PATOGENICA AVIARIA (APEC)

Uma das primeiras bactérias a colonizar o intestino das aves € a £. coli, sendo que apos

0 nascimento é possivel encontrar concentracdes mais elevadas que 1,0 x 10° UFC / g de fezes.

Esta colonizacao é desejavel, uma vez que a presenca deste agente no intestino permite exercer
um efeito protetor contra a colonizacado de bactérias patogénicas como Sa/monella spp., assim
como auxiliar em processos de digestao de alimentos e absorcao de alguns nutrientes sendo,
portanto, designadas de AFEC (Avian Fecal E. colj) (Zanatta ef al., 2004; Ferreira e Kndbl, 2009).

A manifestacdo de APEC, que exibe fatores de viruléncia ao contrario da AFEC, leva a
ocorréncia de varias manifestacdes clinicas através de diferentes tipos de processos infeciosos
que sao denominados por colibacilose aviaria. Nas aves, a colibacilose inicia-se no epitélio
traqueal, em contraste com a maioria das enfermidades causadas por £. coliem mamiferos, que
tém afetado inicialmente o epitélio intestinal e urinario. A interacdo da bactéria com o hospedeiro
e 0 ambiente podem assim estar associados a quadros de colisepticemia, peritonite, aerossaculite,
pericardite, perihepatite, coligranuloma, salpingite, onfalite, celulite, doenca respiratoria crénica,
pleuropneumonia, sindrome da cabeca inchada, sinovite, osteomielite e panoftalmia. O tratamento
da colibacilose tradicionalmente é feito com antimicrobianos tais como ampicilina,
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espectinomicina, quilononas, cloranfenicol, neomicina, tetraciclina, trimetropim. Contudo, além da
administracao de antibidticos, & necessario corrigir o processo de criacao das aves aplicando boas
praticas de higiene, com o objetivo de diminuir o sfress e prevenir novas infecdes, uma vez que a
superpopulacao, ventilacao precaria, acumulacao excessiva de amonia no ambiente, alimentacao
inadequada, avitaminoses e hipovitaminoses, presenca de coccidioses e verminoses em geral,
micoplasmas e viroses respiratdrias, manuseio incorreto dos ovos férteis e incubadoras, sdo
fatores que podem predispor a colibacilose aviaria. Quando o produtor ndo inicia o seu tratamento
ocorre a morte da ave por septicemia (Vidotto ef a/.,1997; Dho-Moulin e Fairbrother, 1999; Kaper
et al., 2004; Dziva e Stevens, 2008; Knébl et al, 2012).

0 controlo da infecéo provocada pelas estirpes APEC é dificil devido a falta de um método
confiavel para as identificar, bem como devido a falta de vacinas eficazes. Contudo, esta falha de
método deve-se a grande variedade e diversidade das linhagens de APEC, que mesmo pertencendo
claramente ao grupo filogenético ExPEC apresentam uma ampla diversidade sorolégica (Blanco et
al.,1998; Moulin-Schouler et al., 2007; Moriel et al,, 2010).

Varios genes de viruléncia estdo ligados a colibacilose aviaria, incluindo as adesinas,
fatores de defesa anti-hospedeiro, sistemas de aquisicdo de ferro, autotransportadores, sistemas
de transporte de fosfato, metabolismo do aclicar e a proteina IbeA. Diferentes isolados podem te
diferentes associacoes, codificadas por varios genes, e cada um induzir colibacilose aviaria (Babai
et al,1997; Cortes et al, 2008; Dziva e Stevens, 2008; Rouquet ef a/,, 2009; Antao et a/., 2009;
Li et al, 2010)

Johnson et a/. (2008) estudaram a epidemiologia molecular dos genes de viruléncia em
isolados de £. colide aves com doenca clinica e isolados de aves sadias e verificaram que 5 genes
de viruléncia transportados por plasmideos (/wtA, hlyF, iss, iroNe ompT) eram comuns as estirpes
de APEC com alta patogenicidade. Através da presenca desses marcadores, chamados de
preditores minimos de viruléncia para aves, as estirpes comensais foram distinguidas de isolados
de APEC altamente patogénicos.

Em 2012, Schouler et a/., conduziram os seus estudos tendo por base a serotipagem e
genotipagem de viruléncia em isolados que originaram colibacilose aviaria e isolados de animais
saudaveis. Verificaram que 6 serogrupos (01, 02, 05, 08, 018 e O78) eram predominantes em
57% dos isolados APEC e 13 genes de viruléncia surgiam com maior frequéncia, mas que nenhum
deles de forma individual podera transmitir informacéo relativamente a estirpe de APEC. Com

estes resultados, foi elaborado um teste estatistico, método de modelo em arvore, que permitiu
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validar um teste de diagnéstico de PCR com base em quatro associacoes diferentes de fatores de
viruléncia. Este método permite uma identificacdo de 70,2% das estirpes de APEC com uma
margem de erro de 4,3%. O método de genotipagem descrito permite identificar com maior
confianca os APEC do que os métodos classicos de serotipagem usados.

Alguns estudos de fatores de viruléncia apontam para uma grande semelhanca genética
entre algumas estirpes do patotipo APEC e os restantes patotipos do grupo das ExPEC, o que
reune ainda estirpes de £. coli uropatogénicas (UPEC) e de meningite neonatal (NMEC) (Smith ef

al.,2007).

2.4. Predominancia dos patotipos DEC

De acordo com o boletim epidemiologico mais atualizado nimero especial 1, do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (Silveira ef af., 2013), entre 2002 e 2012, em Portugal,
foram detetadas as prevaléncias de patotipos identificados em 497 amostras de 1038 analisadas,

sendo identificadas as suas percentagens na figura 4.

“eer ETEC/VTEC

Figura 4: Percentagem total dos varios patotipos (DEC) de £scherichia coli detetados (Silveira
etal., 2013)

Inicialmente, nos anos 2002 e 2003, o patotipo mais comum era EAEC, seguido dos
patotipos STEC (VTEC) e ETEC. Essa tendéncia inverteu em 2004 e manteve-se até 2012, sendo
o patotipo mais frequente o ETEC, com excecao dos anos 2003 e 2008, como pode ser verificado

nas figuras 5 e 6.
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Figura 5: Numero de casos confirmados dos varios patotipos de £scherichia coli; durante o periodo de
2002 e 2012 (Silveira et al., 2013)

Figura 6: Numero de casos confirmados dos varios patotipos de £scherichia coli, durante o periodo
de 2002 e 2012 (Silveira et al., 2013)

2.5. Surtos

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as Doencas Transmitidas por Alimentos
(DTA) sao definidas como aquelas usualmente de natureza infeciosa ou tdxica causada por agentes
que invadem o organismo através da ingestao de alimentos. Existem aproximadamente 250 tipos
de doencas alimentares, muitas sdo causadas por microrganismos patogénicos, 0s quais Sao
responsaveis por sérios problemas de saude publica e expressivas perdas econémicas (Buzby e
Robert 2009).

De acordo com o Centro De Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), quando duas
pessoas tém a mesma doenca provocada pelo mesmo alimento ou bebida contaminada, o evento
¢ designado de surto. Em 2006, o ECDC era a principal agéncia de saude publica, investigando
0s surtos com a finalidade de os controlar, assim como de fornecer informacao para impedir o
seu surgimento no futuro. Analisando a tabela 2, é possivel verificar os surtos descritos pela ECDC
entre 2016 e 2019 (FDA, 2019).

De acordo com o ECDC, os fatores que contribuem para a ocorréncia das DTA podem ser

agrupados como: a) aqueles que influenciam na contaminacao dos alimentos, b) os que permitem
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a proliferacdo dos patogénicos e c¢) os que permitem a sobrevivéncia dos patogénicos nos

alimentos.

Tabela 2: Surtos provocados por Escherichia colientre 2016 e 2019 (FDA, 2019)

Ingrediente Patotipo Casos N® de N® de Ano
g P reportados hospitalizacoes Mortes
Produtos de carne de STEC 33 18 0 2019
bezerro
Farinha STEC 21 3 0 2019
Carne picada STEC 209 29 0 2019
Alface Romana STEC 62 25 0 2018
Carne picada STEC 18 6 1 2018
Alface Romana STEC 25 9 1 2018
Lealy greens STEC 25 9 1 2018
Manteiga de soja STEC 32 12 0 2017
Produtos dg carne de STEC 11 7 0 2016
bovino
Farinha STEC 63 17 0 2016
Brotos de alfafa STEC 11 2 0 2016

2.6. Prevencao das doencas de origem alimentar

Existem trés importantes linhas de defesa contra doencas de origem alimentar,
nomeadamente melhorar a qualidade higiénica dos alimentos crus, utilizar tecnologias de
processamento de alimentos e, a educacao de todos os manipuladores de alimentos, incluindo os
consumidores em casa. Apesar dos surtos ocorridos em casa serem menos notificados do que os
gue acontecem a nivel comercial e coletivo, e serem também menos investigados pelos servicos
de saude, na Europa a FAO/WHO (2002) concluiu que “as casas privadas sdo o local onde a
maior parte das toxinfecdes alimentares ocorrem” (Viegas, 2014).

Os erros mais comuns na manipulacdo e preparacdo de alimentos em casa estdo
relacionados com a temperatura e tempos incorretos utilizados na conservacao e confecao dos
alimentos e todas as acdes que resultam na contaminacao cruzada. Durante a preparacao de
alimentos crus, os microrganismos patogénicos sao espalhados a partir dos alimentos

contaminados para as superficies de contacto na cozinha durante a preparacdo da refeicao,
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aumentando o risco de doencas de origem alimentar. Se estes microrganismos persistirem vivos
podem levar a um aumento de risco de contaminacao cruzada entre manipuladores, alimentos
prontos a comer e outras superficies de contato com alimentos. As boas praticas do consumidor

podem influenciar o impacto da alimentacao na saude (Viegas, 2014).

2.7. ANTIBIOTICOS

Em 1928, Alexander Fleming descobriu uma substancia natural (penicilina) produzida por
um fungo dotada de propriedades antibacterianas, foi uma grande descoberta da altura, uma vez
que permitiu erradicar muitas das doencas causadas por bactérias. Estas substancias naturais
apenas em 1942 é que tiveram uma designacao de antibiético por Waksman (Sousa, 2006; Ribeiro
et al., 2009).

Os antibidticos e agentes antimicrobianos sao medicamentos que matam ou retardam o
crescimento das bactérias, de forma a tratar as infecoes. Existem mais de 15 classes diferentes
de antibioticos que se diferenciam entre si pela sua estrutura quimica e pelo seu modo de acéo
contra as bactérias, figura 7. Os modos de acdo para as diferentes classes de antibidticos
estudadas sao diferentes, como ¢ possivel verificar na tabela 3. Cada antibidtico tem um espectro
de atividade que define quais 0s microrganismos que sao combatidos eficazmente. Quanto mais
amplo for o seu espectro mais espécies de microrganismos ele consegue atingir. A sua acao pode
ser bactericida no caso dos antibioticos que matam o microrganismo e bacteriostatico quando
impedem o desenvolvimento / crescimento dos microrganismos. A selecao do antibiético no
tratamento das infecdes deve seguir alguns critérios tais como o seu espetro de acdo, os 6rgaos e
tecidos onde a sua difusao é facilitada, as limitacdes do organismo do animal ou pessoa, assim
como o seu grau de toxicidade e a facilidade na utilizacdo do antibiotico (Sousa, 2006; Kester et

al., 2008; Gumz et al., 2015).
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Figura 7: Principais modos de acao de antimicrobianos sobre as bactérias (Retirada de
Canto, 2010)

Tabela 3: Exemplos de familias de antibidticos e o seu modo de acdo (adaptado de
INFARMED, 2019)

Beta Amin Tet Mac Clor Quin Piri Sul

Inibidores da parede cellular + - - - - - B ;

Inibidores de sintese proteica - + + + + - - -

Inibidores de sintese de acidos nucleicos - - - - - + - -

Inibidores de processos metabolicos - - - - - - + +

*Beta (B-lactdmicos); Amin (Aminoglicosideos); Tet (tetraciclinas); Mac (Macrolidos); Clor (Cloranfenicol); Quin
(Quinolonas); Piri(Pirimidinas); Sul (Sulfonamidas).
* (+) Modo de acéo; (-) Nao associado ao modo de acéo

De acordo com os diferentes grupos de antimicrobianos os [-Lactdmicos séo os
antibioticos que tém uma importancia elevada, uma vez que sao bastantes eficientes e apresentam
uma baixa toxicidade para os animais, incluindo o Homem. Estes antibioticos atuam na fase final
da sintese do peptidoglicano, inibindo a transpeptidacao. Neste grupo de antibioticos incluem-se
as penicilinas, cefalosporinas (17, 2%, 3% e 4° geracao), monobactamicos e carbapenemos. Os
aminoglicosideos constituem um grupo bastante heterogéneo quanto a sua composicao quimica,
propriedades antibacterianas e propriedades farmacoldgicas. De forma geral estes antibiéticos
interferem na sintese proteica. Entre os representantes deste grupo destacam-se a neomicina, a
gentamicina, tobramicina, amicacina e a estreptomicina. As tetraciclinas apresentam um espetro
alargado atuando sobre bactérias Gram positivas e Gram negativas. Este antibidtico liga-se a

subunidade ribossomal 30S e inibe a ligacdo do aminoacyl-tRNA ao local A do ribossoma. O seu
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baixo custo faz com que seja bastante usado em medicina humana e animal, contudo, é
necessario algum cuidado na sua administracéo devido a sua capacidade de quelatar o ido calcio,
assim como apresenta outros efeitos adversos a nivel de reacdes de hipersensibilidade,
fototoxicidade, irritacdes gastricas, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade. As tetraciclinas impedem o
crescimento dos microrganismos, atuando como bacteriostaticas. Quanto aos macrolidos, sao
antibioticos inibidores da sintese proteica, ligam-se de forma reversivel & subunidade 50S dos
ribossomas. De acordo com o seu nimero de atomos, estes sdo caracterizados em diferentes
familias. Podem atuar como bacteriostaticos e bactericidas, de acordo com sua concentracao,
densidade populacional bacteriana e a fase de crescimento. Sao antibioticos mais usados para
bactérias Gram-positivas, contudo, podem também ser usados em bactérias Gram-negativas. Entre
os fenicois, o cloranfenicol foi utilizado na terapéutica como um antibidtico de largo espectro,
atuando sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Este & um antibiético inibidor da sintese
proteica bacteriostatico, atuando na subunidade 50S. As quinolonas, sdo antibidticos de sintese
guimica que derivam do acido nalidixico. Inibem a topoisomerase IV e a DNA girase interferindo
assim com o enrolamento do DNA bacteriano, impedindo a replicacao e a transcricao do DNA.
Sendo assim, a estrutura quimica das quinolonas determina o seu modo de acdo bacteriano.
Existem quatro geracdes de quinolonas: 1* geracdo que apresenta moderada atividade contra
bactérias Gram negativas, mas praticamente baixa atividade para as bactérias Gram-positivas, que
¢ 0 exemplo do acido nalidixico; 2 # geracdo com boa atividade para bactérias Gram-negativas ,
contra patogénicos atipicos intracelulares e com acao limitada para bactérias Gram-positivas,
como por exemplo, ciprofloxacina; 3% geracdo ¢ constituida por antibiéticos com boa atividade
contra bactérias Gram negativas, contra patogénicos atipicos intracelulares e uma boa acéo contra
bactérias Gram-positivas, como por exemplo, levofloxacina; finalmente, a 47 geracéo é constituida
por moléculas com boa atividade contra bactérias Gram negativo, com muita boa acao contra
bactérias Gram-positivas, contra bactérias atipicas e com boa atividade contra anaerdbios estritos,
como por exemplo, trovafloxacina. As quinolonas apresentam efeito prolongado, permitindo assim,
intervalos de dose de 12 horas, o que favorece a adesdo ao tratamento. Para o grupo das
pirimidinas, encontra-se o trimetropim, que impede a conversao do acido di-hifrofélico em acido
tetra-hidrofélico. E utilizado em infecdes urinarias, disenteria bacilar e infecées de trato respiratorio
inferior, e atua tanto em bactérias Gram-negativas como Gram-positivas. Finalmente, relativamente
as sulfonamidas, € dos grupos mais utilizados devido ao seu baixo custo e a sua relativa eficacia

em algumas doencas bacterianas comuns, As sulfonamidas sdo analogos estruturais do acido p
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aminobenzoico (PABA) e impedem a sua incorporacao na molécula de acido folico, dificultando assim,
a sua biossintese que € essencial para o crescimento e multiplicacdo bacteriana. Assim, as
sulfonamidas tém um efeito bacteriostatico, impedindo o crescimento bacteriano por caréncia do
acido félico. Estas inibem tanto as bactérias Gram-positivas como as Gram-negativas (Chopra et
al., 2001; Marin et al,, 2003; Mascaretti et a/., 2003; Jain e Danziger, 2004; Sousa, 2006; Robles
et al., 2008)

2.7.1. RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Define-se uma bactéria resistente a um determinado antibiotico, quando a bactéria
mantém as suas funcdes e divide-se, dando origem a novas geracdes de bactérias, na presenca
do mesmo antibiodtico (Castanheira, 2013).

Sendo a resisténcia aos antibioticos uma realidade nos animais da cadeia alimentar, sdo
0s agricultores, os médicos veterinarios, os trabalhadores das exploracdes e dos matadouros, bem
como 0s seus coabitantes, os grupos mais expostos a colonizacao por bactérias resistentes. A
consequente disseminacao da resisténcia a comunidade e a ambientes hospitalares, e posterior
propagacdo as bactérias patogénicas, torna a resisténcia aos antibiéticos um fenomeno que flui
entre o homem, os animais e 0 meio ambiente. (Amaro et a/,, 2019).

De acordo com o relatério Surveillance of antimicrobial resistence in Europe de 2018
descrito pelo ECDC (2019) sobre a resisténcia aos diferentes grupos de antibioticos por diferentes
bactérias, foi possivel verificar que na Unido Europeia, mais da metade (58,3%) dos isolados de £.
colf relatados em 2018 apresentaram resisténcia a pelo menos um dos grupos antimicrobianos
sob vigilancia regular (aminopenicilinas, fluoroquinolonas, cefalosporinas de terceira geracao,
aminoglicosideos e carbapenemes). A maior percentagem média de resisténcia da populacao foi
relatada para aminopenicilinas (57,4%), seguida por fluoroguinolonas (25,3%), cefalosporinas de
terceira geracdo (15,1%) e aminoglicosideos (11,1%). Ja a resisténcia aos carbapenemos
permaneceu rara. Além disto, foi detetado também resisténcias a multiplos grupos
antimicrobianos. As tendéncias entre 2015 e 2018 na Unidao Europeia, apresentaram-se
favoraveis, uma vez que houve um ligeiro decaimento, mas significativo, para as aminopenicilinas,
aminoglicosideos e carbapenemos, mas para as fluoroguinolonas e cefalosporinas de terceira
geracao as resisténcias aumentaram significativamente durante 0 mesmo periodo. Relativamente
a Portugal, a tendéncia a nivel dos grupos antibioticos sob vigilancia regular entre 2015 e 2018

esta com uma representatividade favoravel, uma vez que as percentagens encontradas estao a
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decrescer, com excecdo dos carbapenemos, que apesar de variar entre os 0% e os 0,5%, esta esta
a subir. Apesar destes valores, o problema ainda estd em voga, pois as questdes de saude publica
continuam a aparecer, e com isto é necessaria uma reducao das infecées causadas por esta

bactéria (ECDC, 2019).

2.7.2. MULTIRRESISTENCIA

Diferentes definicdbes para bactérias multirresistentes (MDR) estdo a ser usadas na
literatura médica para caracterizar os diferentes padrdes de resisténcia encontrados em bactérias.
Assim, um grupo de especialistas internacionais reuniu-se por meio de uma iniciativa conjunta do
ECDC e do Centros de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), para criar uma terminologia
internacional padronizada com a qual descrever perfis de resisténcia. Categorias de
antimicrobianos epidemiologicamente significativas foram construidas para cada bactéria de
acordo com documentos e breakpointsdo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), do Comité
Europeu de Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana (EUCAST) e da Food and Drug Administration
(FDA) dos Estados Unidos. MDR foi definido como suscetibilidade nao adquirida a pelo menos um

agente em trés ou mais categorias de antimicrobianos (Magiorakos et a/,, 2011).

2.7.3. MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS

Os mecanismos de resisténcia bacterianas sdo um fendmeno que pode ser intrinseco
(natural) do microrganismo ou adquirido por transmissdo de material genético ou mutacdo. A
capacidade natural de resisténcia € uma capacidade inata de determinada espécie bacteriana,
gue ocorre sem a exposicao prévia ao antibiotico. Ja a resisténcia adquirida esta associada a
mecanismos de aquisicao de genes através de dois grandes mecanismos: mutacao num /oc/ do
cromossoma (reposicdo, delecdo. insercdo ou inversdo) ou por aquisicdo de genes por
transferéncia horizontal de genes (transformacao, transducéo, conjugacao e transposicao) (Veiga,
1984; Neihardt, 2004; Rice e Bonomo, 2005; Dzidic et a/, 2008).

De acordo com o tipo de antibiotico utilizado, os mecanismos de resisténcia vao variando,

de acordo com a tabela 4.
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Tabela 4: Mecanismos de resisténcia para as diferentes classes de antibiético (Batista,

2013)

Beta Amin Tet Mac Clor Quin Piri Sul

Alteracdo das PBP + - - - - - . _

Producao enzimatica + + + + + + - +

Alteracdo da permeabilidade + + + + + + - +

Bombas de efluxo + - + + + + + R

Alteracéo do alvo - + + + + - + +

Protecao do alvo - - - - - + R R

*Beta (B-lactamicos); Amin (Aminoglicosideos); Tet (tetraciclinas); Mac (Macrolidos); Clor (Cloranfenicol); Quin
(Quinolonas); Piri (Pirimidinas); Sul (Sulfonamidas).
* (+) Associado; (-) Nao associado

As ESBL associadas a agentes patogénicos tornam-se um grande problema para a saude
publica. Nos ultimos tempos, a sua disseminacao na comunidade, € uma realidade que pode
condicionar a terapéutica empirica. A colonizacdo fecal de pessoas saudaveis com bactérias
produtoras ESBL é uma realidade que pode comprometer o controlo de infecdo nos cuidados de
salde hospitalares e na prestacdo cuidados continuados. Os animais domésticos e selvagens
poderao contribuir para esta disseminacao assim como produtos alimentares (Lima e Ferreira,
2013).

A producgdo de B-lactamases é o mecanismo de resisténcia a antibiéticos dentro dos [3-
lactamicos em bactérias Gram-negativas. As principais enzimas desta subclasse sdo as TEM e
SHV, codificadas pelos genes b/aTem e b/iaSHY, veiculados por plasmideos. Estes sdo suscetiveis
aos antibidticos inibidores de B-lactamases, como acido clavulanico. (Drawz e Bonomo, 2010).

Para caracterizar as [-lactamases mediadas por plasmideos capazes de hidrolisar
cefalosporinas de largo espetro, surgiu o termo ESBL. A enzima responsavel é a SHV-2, derivada
da TEM e SHV por mutacdo. Em £. coli também foi identificado o gene CTX-M que nao deriva
desses genes, e ¢ caracterizado pela sua alta capacidade de hidrolisar a cefotaxima (Harada et a/,
2008).

Duas estratégias tém sido utilizadas para superar a resisténcia dos B-lactamicos a [3-
lactamase. A primeira ¢ a modificacao da estrutura do antibiético de forma que ndo haja mais
substrato para a enzima hidrolisar, e a segunda pela inibicdo da enzima por um composto que
seja estruturalmente relacionado ao substrato beta-lactamico. Os inibidores de [-lactamase s&o
estruturalmente semelhantes as penicilinas, retendo a ligagdo amida do grupo [-lactamico, mas
possuem uma cadeia lateral modificada. Tais aspetos estruturais permitem aos inibidores ligar-se

irreversivelmente as [3-lactamases como substratos suicidas, mantendo-as inativas. Atualmente,
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trés inibidores de B-lactamase sdo frequentemente usados na clinica médica, sulbactam,

tazobactam e acido clavulanico (Moosdeen, 1996; Williams, 1999).

2.7.4. BACTERIAS HETERORRESISTENTES

A heterorresisténcia é reconhecida desde pelo menos 1947 e pode ocorrer tanto em
bactérias Gram-positivas como Gram-negativas. Este termo ao longo dos tempos foi usado de
forma inadequada devido a falta de métodos ndo padronizados, devido a elevada mao de obra e
custo, para definir bactérias heterorresistentes. De forma mais global, uma bactéria
heterorresistente descreve um fendmeno onde subpopulacdes de bactérias aparentemente
isogénicas exibem uma gama de suscetibilidades a um determinado antibiotico. O estudo destas
bactérias ¢ importante, uma vez que no tratamento clinico de infecées podera haver uma selecao

de subpopulacdes mais resistentes aos antibioticos administrados (El-Halfawy e Valvano, 2015).
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3.  MATERIAL E METODOS
3.1. AMOSTRAGEM

Os isolados estudados neste trabalho provém de fezes de galinhas poedeiras e
reprodutoras, e fezes de bovinos armazenadas na colecao de culturas do INIAV.

Relativamente aos isolados de galinhas reprodutoras e poedeiras, num estudo anterior das
amostras recolhidas das fezes ou botas dos produtores, em 61 amostras foram selecionadas
aquelas que em meio TBX apresentavam coldnias de £. coli e seguidamente apresentavam na
fase inicial resisténcia a ampicilina e resisténcia a enrofloxacina. As que apresentaram resisténcia
nesses meios, foram as estirpes selecionadas para conduzir este estudo, num total de 79 isolados
(37 isolados apresentaram resisténcia a ampicilina (Amp) e 42 isolados apresentaram resisténcia
para enrofloxacina (Enro), sendo 30 isolados provenientes de fezes de galinhas poedeiras e 50
isolados de fezes de galinhas reprodutoras. Os isolados foram obtidos de amostras enviadas para
0 Laboratorio de Microbiologia dos Alimentos do INIAV - Polo de Vairdo para controlo de
Salmonella spp., de diferentes locais: Viseu, Aveiro, Gouveia, Coimbra, Leiria, Castelo Branco,
Tomar, Caldas da Rainha e Lishoa e Vale Tejo. As amostras obtidas correspondem a periodos de
recolha entre o final de marco até ao final de maio de 2019.

Os isolados de fezes de bovino predominantemente da raca Holstein Frisia foram
recolhidos em 4 exploracdes leiteiras de Barcelos (L1, L2 e L4) e de Ponte de Lima (L3). Com
excecao da L2, todas as amostras foram recolhidas de vacas de lactacéo. A L2 foi de novilhas com
idades entre os 6 e 24 meses. A colheita foi realizada em periodos diferentes: a exploracao L1 em
novembro, a L2 em dezembro, a L3 em janeiro e a L4 em fevereiro (L1 e L2 de 2017 e L3 e L4
de 2018). Num estudo anterior, estas amostras foram rastreadas relativamente a presenca de
STEC. Todos os isolados conservados que nao foram considerados STEC, foram utilizados neste
estudo (14 isolados de L1, 11 isolados de L2, 19 isolados de L3 e 17 isolados de L4).

A identificacdo dos isolados de fezes de bovinos e fezes de galinha encontram-se descritos

COM maior pormenor No anexo A
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3.2. REAGENTES, MEIOS DE CULTURA E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS
Na tabela 5 estdo listados os meios de cultura, utilizados para a realizacao do trabalho

experimental.

Tabela 5: Meios de cultura, marca e referéncia e finalidade de utilizacéo

Meio Marca e referéncia Finalidade de utilizacao

Repicagem e armazenamento das culturas

Heart Infusion Agar (HIA) Difco, BD, Ref: 24400 conservadas em crioviais
MacConkey Sorbitol (SMac) Liofilchem, Ref: 610108 Verficar a ocoriéncia da fermentacao do
Columbia 5% sangue Carneiro Biogerm, Ref: MP020.1276 Verificar a presenca ou auséncia de hémolise
Caldo triptofano Liofilchem, Ref: 620197 Verificar a producgo de Indol

Biokar Diagnostics, Ref:

Tritotone bile X-glucuronide (TBX) Pesquisa de B - glucoronisase

BK146HA
MacConkey (MAC) Biolife, Ref: 4016702 Verificar se ocorre a fermentacao da lactose
SIM Medium BD, Ref:211578 Aferir a ocorréncia de~ mobilidade, producao
de Indol e producao de H.S
Simmons Citrate Agar BD, Ref:211620 IA.fenr 5 o'co.r re a utilizagdo do citrato de
sédio como unica fonte de carbono
) : Aferir se ocorre a fermentacdo da glicose,
Triple Sugar Iron Agar (TSI) OXOID, Ref:CM0277 glucose, lactose e producao de H.S,
Tryptic Soy Agar (TSA) Merck, Ref: VM856858844 Repicagem dos isolados para extracao
Tryptic Soy Broth (TSB) Biolife, Ref: IB6601 Crescimento dos isolados para extracdo
Mueller-Hinton Broth (VWR,
. Ref: 84648.0500) Elaborar os testes de suscetibilidade aos
Muller-Hinton Agar - .
Agar Granulated (nzytech, antimicrobianos

Ref: MB02902)

Todos os meios foram preparados seguindo as instrucdes do fabricante, e foram
autoclavados (Trade RAYPA) com a finalidade de esterilizar os meios de cultura a 121 °C durante

15 min.

3.3. CRESCIMENTO DOS ISOLADOS DE ESCHERICHIA COLI CONSERVADOS A - 80 C

As culturas de £. colidos crioviais armazenados a — 80 °C foram isoladas em meio HIA e
incubadas a 37 °C durante 20 + 4 h. Apds incubacao verificou-se a existéncia de coldnias isoladas
e a pureza das mesmas). Seguidamente, para preparar culturas de trabalho repicaram-se para
tubos com meio HIA inclinado, incubaram-se a 37 °C durante 20 + 4 h. Apods incubacao

conservaram-se em refrigeracao.
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3.4. TESTES BIOQUIMICOS PARA A CARACTERIZAGAO DOS ISOLADOS DE ESCHERICHIA
coLi
3.4.1. FERMENTAGCAO DO SORBITOL
Para verificar o comportamento dos isolados relativamente a fermentacao do sorbitol
repicou-se a cultura do tubo HIA para SMac. Incubou-se a 37 °C durante 20 + 4 h. Os isolados
gue nao fermentam sorbitol do meio, apresentam-se incolores, e 0s que fermentam o sorbitol do

meio apresentam-se com uma cor rosa.

3.4.2. ATIVIDADE HEMOLITICA

Para aferir o comportamento dos isolados quanto a sua capacidade hemolitica repicou-se
a cultura do tubo HIA para meio de gelose com sangue de carneiro. Incubou-se a 37 °C durante
20 + 4 h. Considerou-se um resultado positivo quando se obtinha uma zona cinza-esverdeada no

meio de cultura ao redor da coldnia, ou uma zona transparente ao redor da colonia.

3.4.3. PRODUCAO DE INDOL

Repicou-se uma coldnia de cada isolado para tubos com caldo triptofano e incubou-se a
37 °C durante 20 + 4 horas. Apos o tempo de espera, acrescentou-se uma gota de reagente de
Kovacs (OXOID, Ref: MB0209A) e leu-se os resultados. O aparecimento de um anel avermelhado

indica a presenca da enzima triptofanase.

3.4.4. PESQUISA DE B-GLUCORONIDASE

Apos o teste do Indol, quando se obteve resultado negativo para determinados isolados, e
aquando a repicagem elaborada para HIA a partir dos crioviais nao apresentava colénias puras,
repicou-se as estirpes em meio TBX, incubou-se a 37 °C durante 20 + 4 h e verificou-se se existiam,
e quais as colonias que se apresentaram tipicas de £. colineste meio (cor azul esverdeada), para

0s proximos passos do estudo. Depois deste procedimento realizou-se novamente o teste do Indol.
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3.4.5. FERMENTACAO DA LACTOSE MACCONKEY
Para as estirpes que continuaram a aparecer como Indol negativo, repicou-se em meio
MacConkey para verificar se fermentavam ou nao a lactose. As mesmas foram incubadas a 37 °C

durante 20 + 4 h. Um resultado positivo para £. coli corresponde a colonias avermelhadas.

3.4.6. IDENTIFICACAO BIOQUIMICA POR BBL™ CRYSTAL ™

Para complementar os resultados de MacConkey, bem como para caracterizar as estirpes
em duvida apds o PCR, realizou-se um teste de BBL Crystal (BD, Ref 245920) para aferir se as
estirpes isoladas sdo ou ndo £. coli. Assim, recolheu-se 3 a 4 coldnias da estirpe, colocou-se no
caldo salino triptona (diluente de recuperacdo maxima), espalhou-se sobre a galeria do BBL
CRYSTAL e incubou-se 37 °C durante 20 + 4 h. No fim, leram-se os resultados, conforme o cédigo

obtido.

3.4.7. TESTES ADICIONAIS EM MEIO SIM, CITRATO E TSI

Para a estirpe que continuou a aparecer como Indol negativo, procedeu-se a trés testes
bioquimicos: um por picada central no tubo com meio SIM para aferir a sua mobilidade, producao
de Indol e producéo de H,S; outro por repicagem em tubo inclinado com meio Citrato de forma a
aferir se ocorria a utilizacdo do citrato de sddio como Unica fonte de carbono juntamente com sais
de amonia como fonte de azoto; e finalmente outro por repicagem em tubo inclinado com meio
TSI, para aferir se ocorre a fermentacéo da glicose, glucose, lactose e producao de H.S. Incubou-
se todos os tubos com diferentes meios a 37 °C durante 20 + 4 horas. Um resultado positivo para
E. colino meio SIM corresponde a apresentacdo de mobilidade, indol positivo e ndo ocorrer a
producéo de H.,S; para o meio de Citrato, ndo ocorrer alteracdo de cor do meio e, finalmente no
meio de TSI, ocorre a fermentacao dos componentes descritos acima e também nao pode ocorrer

a producéao de H,S tal como no meio SIM.

3.5. CONSERVACAO DE CULTURAS EM CRIOVIAS
Para conservar os isolados inicialmente contaminadas, prepararam-se novos crioviais.
Inicialmente preparou-se tubos falcon com 5 ml de TSB. De seguida, extraiu-se uma colonia do

isolado puro em placa e incubou-se com agitacdo (SKI 4 Shaking Incubator) a 37 °C durante 20 +
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4 h. De seguida, colocou-se 20% glicerol esterilizado num eppendorf (210 pl) e 790 pl da solucao

anterior. Posteriormente conservou-se a -80 °C.

3.6. EXTRACAO DO DNA

A extracao de DNA utilizado para a determinacdo dos grupos filogenéticos, patotipos e
genes resisténcia a antibidticos por PCR foi realizada a partir da cultura obtida em TSB. Apos o
crescimento retirou-se 1 ml do tubo para um eppendorf e centrifugou-se (BIO RAD: Model 16
Microcentrifuge) a 14 rpm durante 5 min. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 1 ml de
H.O ultrapura esterilizada e colocou-se a 95 °C durante 15 minutos (VWR: Digital Healtblock),
seguidamente elaborou-se uma nova centrifugacdo. Finalmente, procedeu-se a separacado do
sobrenadante, retirando aproximadamente 800 pl para um novo eppendorf esterilizado. Por

ultimo, congelou-se o DNA dos isolados a — 20 °C, figura 8.

Figura 8: Processo de extracdo: a) Isolados apds crescimento em meio TSA; b) Crescimento de
uma colénia em meio TSB; ¢) 1 ml do isolado de TSB d) Centrifugacao; e) Descarte do
sobrenadante; f) tubo com H,O apoés 95 °C; g) centrifugacdo e h) armazenamento do

sobrenadante

3.7. RESSUSPENSAO E DILUICAO DOS PRIMERS
A cada tubo contendo o primer adicionou-se a quantidade de agua ultrapura estéril
indicada pelo fornecedor (Eurofins Genomics) por forma a obter uma concentracdo de 1000

pmol/pl. De seguida, diluiram-se conforme as concentracdes pretendidas para o PCR.

33



CAPITULO 1Nl
MATERIAL E METODOS

3.8. PCR

3.8.1. DETERMINACAO DOS GRUPOS-FILOGENETICOS DE ESCHERICHIA COLI
Para elaboracado e determinacdo dos grupos filogenéticos foram utilizados os primers
designados por Clermont et a/., 2013.
A solucédo de amplificacéo foi preparada com PCR master mix multiplex PCR NZTYtaq 2x
Green Master mix (NZYTech, Ref: MB335), e os seguintes primers. arpA (2 uM), chuA (1 uM), yjaA
(1 uM) e 7sp£4.C2 (1 uM) (Eurofins Genomics) (forward e reverse) descritos na tabela 6.

Tabela 6: FPrimers utilizados para a determinacdo dos grupos filogenéticos

Primer Alvo Sequéncia (5'-3’) Produto de PCR
(bp)
chuaA twd ATGGTACCGGACGAACCAAC
chuaA 288
chuaA rev TGCCGCCAGTACCAAAGAC
yjaA fwd . CAAACGTGAAGTGTCAGGAG
; YjaA 211
yjaA rev AATGCGTTCCTCAACCTGTG
TSPE4C2 fwd TopEd.C2 CACTATTCGTAAGGTCATCC 152
TSpEAC2 rev e AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
Acek fwd AACGCTATTCGCCAGCTTGC
arpA 400
ArpA rev TCTCCCCATACCGTACGCTA

Na preparacdo da mistura de PCR, considerou-se o numero de amostras a ser validadas,
trés controlos positivos para os genes a ser estudados (0O11; 0157:H7 e K12) e um controlo
negativo (sem DNA) por reacdo de PCR. O volume de reacao utilizado foi de 20 pl usando 2,4 pl
do DNA extraido como fempiate. As condicdes de PCR foram as seguintes: 3 minutos a 95 °C,
seguidamente 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 58 °C, 30 segundos a 72 °C, durante 39
ciclos, e finalmente, 5 min a 72 °C. A partir da elaboracdo deste PCR obteve-se os seguintes

filogrupos descritos na tabela 7.
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Tabela 7: Caracterizacdo dos filogrupos dos isolados de £scherichia coli (Clermont et a/., 2013).

arpA chuA yjaA TspE4.c2
A +
AouC + - +
Bl + - - +
B2 - + +
B2 - + - +
B2 - + + +
EouD + +
EouD + + - +
E ou Clade | + + +
F - +
(a) + - + +

(@)  Necessario recorrer ao MLST para identificacdo do grupo filogenético
(b)  (+) presenca de bandas e (-) auséncia de bandas

Para a separacéo dos grupos filogenéticos, onde poderiam ser do grupo A ou C, E ou D,
ou E ou clade utilizaram-se outros dois pares de primers.

Para a distincdo do grupo E ou D, ou E ou clade |, colocou-se PCR master mix multiplex
PCR NZTYtaq 2x Green Master Mix (nzytech, Ref: MB335), arpA (2 uM), tabela 8 e H,O ultrapura.
Para a preparacao da mistura de PCR, considerou-se o nimero de amostras a ser validadas para
estes grupos filogenéticos, um controlo positivo para o gene a ser estudado (0157:H7) e um
controlo negativo (sem DNA) por reacdo de PCR. Apds a preparacdo da mix de acordo com o
numero de amostras, os controlos e o branco, colocou-se 17,4 ul da mix preparada e 2,4 pl de
DNA extraido como femplate. Finalmente, amplificou-se as amostras de acordo com as condicdes
do ciclo de PCR (5 minutos a 95 °C, seguidamente 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 57 °C,

9 segundos a 72 °C, durante 30 ciclos, e finalmente, 5 min a 72 °C.

Tabela & FPrimers utilizados para a distincao do filogrupo E, D ou £scherichia clade |

Primer Alvo Sequéncia (5'-3’) Produto de PCR (bp)
ArpAgpE.f GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC
ArpAgpE.r arpA GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG 301

Para a distincao do grupo A ou C preparou-se a solucdo de amplificacdo de forma diferente
das restantes ja mencionadas, devido ao elevado cloreto de magnésio na master mix usada, pois
provoca a amplificacdo de bandas inespecificas. Assim, colocou-se Mgcl, (1,5 mM) Taq buffer (1x),

trpa fwd e rev (0,25 uM), Taqg (1U), (NZYTaq Il Dna polymerase, ref: MB354) dNTPs (NZYSet, ref:
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MB08701) (0,25 uM) e H,0O ultrapura. Para a preparacdo da mistura de PCR, considerou-se o
numero de amostras a ser validadas para este grupo filogenético, um controlo positivo para o gene
a ser estudado (FV19459) e um controlo negativo (sem DNA) por reacao de PCR, tabela 9. Apos
a preparacao do volume de reagente de acordo com o numero de amostras, os controlos e o
branco, colocou-se 19 pul da mix elaborada e 1 pl de DNA extraido como femplate. Finalmente,
amplificou-se as amostras de acordo com as condicdes do ciclo de PCR (5 minutos a 95 °C,
seguidamente 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 59 °C, 6 segundos a 72 °C, durante 30 ciclos,

e finalmente, 5 min a 72 °C.

Tabela 9: Primers utilizados para a distingao do grupo A ou C

Primer Alvo Sequéncia (5'-3’) Produto de PCR (bp)
trpAgoC. 1 fwd . AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 1o
1rDAGDC.2 rev rp TCTGCGCCGGTCACGCCC

3.8.2. Determinacao dos Patotipos de ESCHERICHIA COLI,
Para elaboracao e determinacao dos patotipos: ETEC, EIEC, EAEC, EPEC, EHEC/STEC
foram utilizados os primers designados por Schmidt ef a/. (1995) Aranda et a/. (2007) e a ISO/TS
13136 (2012), descritos na tabela 10. A determinacéo de EHEC corresponde a presenca do gene

eae e pelo menos um Stx.
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Tabela 10: Primers utilizados para a determinacao dos patotipos

Patotipo Primer Sequéncia (5'-3’) Autor
est (ST) fwd ATTTTTMTTTCTGTATTRTCTT Aranda et a/. (2007)
ETEC est (ST) rev CACCCGGTACARGCAGGATT Aranda et al. (2007)
elt (LT) fwd GGCGACAGATTATACCGTGC Aranda et a/. (2007)
elt(LT) rev CGGTCTCTATATTCCCTGTT Aranda et al. (2007)
EIEC jpaH fwd GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC Aranda et al. (2007)
jpaH rev GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC Aranda et al. (2007)
aggr fwd GTATACACAAAAGAAGGAAGC Aranda et al. (2007)
ager rev ACAGAATCGTCAGCATCAGC Aranda et al. (2007)
EAEC .
cva432 Fwd CTGGCGAAAGACTGTATCAT Schmidt ef al. (1995)
cvd432 rev CAATGTATAGAAATCCGCTGTT Schmidt et a/. (1995)
bipA fwd AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC Aranda et al. (2007)
EPEC bIDA rev GCCGCTTTATCCAACCTGGTA Aranda et al. (2007)
eae fwd GACCCGGCACAAGCATAAGC ISO 13136(2012)
eae rev CCACCTGCAGCAACAAGAGG ISO 13136(2012)
stxl fwd ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC ISO 13136(2012)
STEC stxl rev AGAACGCCCACTGAGATCATC ISO 13136(2012)
stx 2 fwd CGCACTGTCTGAAACTGCTCC ISO 13136(2012)
stx 2 rev TCGCCAGTTATCTGACATTCTG ISO 13136(2012)

De acordo com a tabela 11, todas as amplificacdes dos genes eae, sixl e stx2e STe LT
foram obtidas por multiplex PCR, os restantes foram feitos em simplex. Para todos os ensaios a
master mix utilizada foi a multiplex PCR NZTYtaq 2x Green Master mix (NZYTech, Ref: MB335).
Na preparacdo da mistura de PCR, considerou-se o nimero de amostras a ser validadas, controlo
positivo, um controlo negativo e um branco por reacao de PCR. Para todos os PCR’S apresentados,
o0 volume total de reacao é de 20 pl, com excecao do (eae + stxI + stx2) que corresponde a 25

ul, obtendo os seguintes resultados conforme a figura 9

Figura 9: Perfis obtidos em gel de 2% agarose dos produtos de genes de patogenicidade DEC por
PCR simplex ou multiplex. Linha 1 e 11- Marcador de Peso Molecular V (1000 bp): Linha 2- est;
Linha 3- este elt; Linha4- jpaH: Linha 5- aggh, Linha 6 CVD432; Linha 7- eae,, Linha 8 sixl, stx2
e eae, Linha 9- pp#4; Linha 10 - controlo negativo
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Tabela 11: Tabela resumo do produto de PCR para cada par de primers, as suas concentracoes iniciais, condicdes de amplificacdo e o volume por reacdo

Primers Produto do PCR (bp) Concentracao do primer Condicoes da reacao
95 °C - 5 min
Z;f fg }ég (2’:1 b‘;'\:) (95°C-30's; 55 °C - 60s; 72 °C- 14s) x 35
72 °C- 5 min
95 °C -5 min
IpaH 600 0,2 uM (95°C-30s;60°C-1min; 72 °C- 18s) x 30
72 °C- 5 min
95 °C -5 min
ager 254 0,2 uM (95°C-30s;60°C-1min; 72 °C-8s) x 30
72 °C- 5 min
95 °C -5 min
cvd432 630 0,2 uM (95°C-30s;55°C-1min; 72 °C- 19s) x 10 (95 °C - 30s; 60 °C - 1 min; 72 °C-19s) X 20
72 °C- 5 min
95 °C -5 min
bIpA 326 0,2 uM (95°C-30s;55°C-1min; 72 °C- 10s) x 10 (95 °C - 30s; 60 °C - 1 min; 72 °C-10s) x 20
72 °C- 5 min
95 °C-5min
eae 384 (95 °C-60s;65°C-120s; 72 °C-90s) x 9
oy 180 0,8 uM 95°C-60s;64°C-120s;72°C-90s;95 °C-605s;63°C-120s; 72 °C-90s; 95 °C -
52 055 2,4 uM 62s;64°C-1205s;72°C-90s;95°C-60s;61°C-120s;72°C-90s; (95°C-60s; 60
0,8 uM °C-120s; 72 °C-90s) x10 (95 °C-60s; 60 °C- 120 's; 72 °C- 150s) x 9

72 °C -5 min
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3.8.3. Detecao de genes de resisténcia para ESBL e AmpC

Procedeu-se a detecao de genes de resisténcia para ESBL e para AmpC. A detecédo de
genes foi feita em 2 multiplex’s: ESBL (6/aTEM, b/aSHV, b/aCTX-M), tabela 12, e AmpC (blaCMY-
2, blaDHA e chromosomal AmpC), tabela 13. Preparou-se a mistura do PCR com com Mgcl, (1,5
mM). 7aqg buffer (1x), primers (0,25 uM), 7aqg (1, 25 U), (NZYTaqg |l Dna polymerase, ref: MB354)
dNTPs (NZYSet, ref: MB0O8701) (0,25 uM) e H,0 ultrapura. Para a preparacao da mistura de PCR,
considerou-se o numero de isolados a ser estudados, controlos positivos e um controlo negativo
(sem DNA) por reacao de PCR. Ap6s a preparacao do volume de reagente de acordo com o niimero
de amostras, os controlos e o branco, colocou-se 18 pl do volume preparado e 2 pl de DNA.
Finalmente, amplificou-se as amostras de acordo com as condicdes do ciclo de PCR (5 minutos a
95 °C, seguidamente 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 60 °C, 40 segundos a 72 °C, durante

30 ciclos, e finalmente, 5 min a 72 °C.

Tabela 12: Primers utilizados para a determinacao de genes indicadores de [-lactamases de
largo espetro (Arlet et al,, 2006; Montsein et al, 2007; Dallene et af., 2010)

Primer Sequéncia (5'-3’) Produto de PCR (bp)
bIATEM fwd CATTTCCGTCGCCCTTATTC
bIGTEM rev CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC 800
ESBL blaSHV fwd AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC 13
bIaSHV rev ATCCCGCAGATAAATCACCAC
bIaCTX-M fwd ATGTGCAGYACCGTAARGTKATGC
bIaCTX-M rev TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG 593

Tabela 13: FPrimers utilizados para a determinacao de genes de resisténcia AmpC (Kojima ef
al., 2012; Dallene et al, 2010; Ozer et al, 2012)

Primer Sequéncia (5'-3’) Produto de PCR (bp)
bIaCMY-2 fwd ATGATGAAAAAATCGTTATGCT
blaCMY-2 rev TTATTGCAGCTTTTCAAGAATGCG 1145
blaDHA fwd TGATGGCACAGCAGGATATTC
AmpC bIZDHA rev GCTTTGACTCTTTCGGTATTCG 997
Chromosomal AmpC fwd CGGCTCGGTGAGCAAGACCTTC
Chromosomal AmpC rev AGTCGCGGATCTGTGCCTGGTC 218

3.9. Separacao por eletroforese dos fragmentos de DNA

Preparou-se um gele de agarose a 2% (nyztech, Ref. MB14402) — UltraPure ™ em TAE 1x
(TAE 50x: nyztech, Ref: MB20901). contendo 5ul/100ml de GreenSafe Premium (NZYTech, Ref:
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MB13201). O gel foi carregado com os produtos da reacdo: aos amplificados que ndo contém
loading dye, apos a amplificacdo foi adicionado 4 pl de 6x NZYDNA loading dye (NzyTech, ref:
MB13101). Carregou-se cada poco correspondente com 8 pl da reacao obtida apos a amplificacao
e com 5 pl marcador V (NZYTech, Ref. MB061) e marcador IV para ampC V (NZYTech, Ref.
MB089), e finalmente fez-se correr o gel em TAE 1x (TAE 50x: NZYTech, Ref. MB20901) a 90 volts
+ 10 volts durantel hora e visualizou-se o resultado usando UV ou luz led azul (Syngene®

GeneFlash system).

3.10. Sequenciacao
Inicialmente, preparou-se a solucao de amplificacao adicionando-se 25 pl de 2 x master
mix HIFI DNA Polymerase (VWR, Ref: 733-2619P), 1 ul de 27 forward e 1 pl del392 reverse
(euofins Geomics) (10 uM) especificado na tabela 14, 21 ul de H,0 ultrapura estéril e 2 pl de
DNA. Apos a preparacdo da mix de acordo com o numero de isolados adicionou-se a cada tubo
de PCR 48 pl do reagente preparado e 2 pl de DNA. Finalmente, amplificou-se as amostras de
acordo com as condicdes do ciclo de PCR (5 minutos a 95 °C, seguidamente 30 segundos a 95

°C, 30 segundos a 55 °C, 90 segundos a 72 °C, durante 30 ciclos, e finalmente, 5 mina 72 °C).

Tabela 14: Primers utilizados para a sequenciacdo dos isolados LO1V17 e LO3V12 (Lane, 1991)

Primer Sequéncia (5'-3’) Produto de PCR (bp)
27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG )
1392 R ACGGGCGGTGTGTRC 365

Seguidamente, apos a amplificacéo, verificou-se os resultados (aparecimento de banda)
através da separacao dos fragmentos de DNA por eletroforese. Aquando a confirmacao da
presenca das mesmas, recorreu-se a purificacdo do produto amplificado de acordo com as
instrucdes do KIT NZYGelpure (NZYTech, Ref: MB801101) utilizado, e foram enviados para a

Eurofins Genomic.

3.11. DISTINGAO DE ESCHERICHIA COLI, SHIGELLA SPP. E CITROBACTER FREUNDI/

Para a distincao de isolados de £. coli; Shigella spp. e Citrobacter freundii de acordo com
Pavlovic et al. (2010), utilizou-se os primers uidA e lacY. Para a E. colitem de haver a presenca
dos dois genes. Ja para Stigella spp e C. freundli, apenas ha a presenca de um dos genes, mais
especificamente, widA positivo para Shigella spp. e /acY positivo para C. freundii. Uma vez que o
produto de PCR é bastante pequeno provocando inespecificidades, utilizou-se Sybr Green,
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verificando se existia ou ndo curvas de amplificacdo. Inicialmente, preparou-se a solucdo de
amplificacao adicionando-se 10 pl de Itag ™ Universal SYBr Green Supermix (BioRad, Ref:
1725120) 1 pl de (widA ou JacYy fwd e 1 l (uidA ou lacY) rev (eurofins Geomics) (10 uM)
especificado na tabela 15, 4 ul de H,O ultra-pura estéril e 4 pl de DNA. Amplificou-se os isolados
de acordo com as condicdes do ciclo de PCR (6 minutos a 95 °C, seguidamente 20 segundos a

95 °C, 30 segundos a 58 °C, durante 30 ciclos, e finalmente leitura da placa.

Tabela 15: Primers utilizados para a distincdo de Escherichia coli, Shigella spp. e Citrobacter

freundii
Primer Alvo Sequéncia (5'-3’) Produto de PCR (bp)
uidA twd UidA GTGTGATATCTACCCGCTTCGC 89
uidA rev AGAACGGTTTGTGGTTAATCAGGA
EClpma (1) fwd LacY ACCAGACCCAGCACCAGATAAG 101
lacY_t_revl rev CTGCTTCTTTAAGCAACTGGCGA

3.12. DETERMINACAO DA SUSCETIBILIDADE A0S ANTIMICROBIANOS ATRAVES DO METODO

DE DIFUSAO DE DISCO

O método elaborado foi baseado em parametros de CLSI (2020) e EUCAST (2020), e
consistiu na verificacdo da presenca ou auséncia de uma zona de inibicdo de crescimento
bacteriano a volta do disco que contém antibidtico. Inicialmente, antes da verificacdo da
suscetibilidade antimicrobiana dos isolados em estudo, realizou-se um teste ao meio Muller Hinton
Agar e aos discos com antibidtico usando uma estirpe de referéncia de controlo: £. coli ATCC
25922, verificando se que os valores dos halos se encontram dentro dos limites de (CLSI e
EUCAST).

Para os isolados em estudo, procedeu-se a repicagem dos mesmos para placas de TSA e
incubaram-se a 37 ° C durante 20 + 4 h. Apo6s o crescimento, preparou-se uma suspensao 0,5
McFarland no densimat (SmartSpec~3000) em solucdo salina estéril, NaCl a 0, 85%, a partir de
colonias isoladas morfologicamente similares. Através de zaragatoa estéril inocularam-se placas
de Muller Hinton Agar por espalhamento. Deixaram-se secar por entre 3 a 5 min e colocaram-se
os discos com os antibioticos a superficie do meio distribuidos de forma a que a distancia de
centro a centro seja no minimo 24 mm e do bordo da placa de cada disco 15 mm (4 discos por
placa). Apds a aplicacdo dos discos as placas foram invertidas e incubadas a 35 ° C + 1 °C,
durante 18 a 20 h. Ao fim da incubacao procedeu-se a leitura das mesmas medindo os halos de

inibicdo com uma régua.
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Os antimicrobianos selecionados para o trabalho experimental foram os seguintes:
ampicilina (10 ug), azitromicina (15 pg), cefotaxima (5 pg), ceftazidima (10 pg), acido nalidixico
(30 pg), ciprofloxacina (5 pg), cloranfenicol (30 ug), gentamicina (10 pg), meropenem (10 pg),
sulfonamidas (300 pg), tetraciclina (30 pg) e trimetoprim (5 pg). A ampicilina, azitromicina,
cefotaxima, ceftazidima, cloranfenicol, gentamicina e trimetoprim pertencem a marca Bio Rad, os
restantes a Oxoid. A escolha de antibioticos foi baseada no relatério 7he European Union Summary
Report on Antimicrobial Resistance in zoonotic and indicator bacteria from humans, animals and

food'in 2017/2018 da EFSA (2020).

3.12.1. SUBPOPULACOES RESISTENTES A ANTIMICROBIANOS

O aparecimento de coloénias nas zonas do halo de inibicdo pode corresponder a
subpopulacdes resistentes a esse antimicrobiano. Nestas ocasides, procedeu-se a uma repicagem
das mesmas para TSA e incubou-se a 37 ° C durante 20 + 4 h. De seguida retirou-se uma coldnia
e colocou-se em BHI com 2 discos do antibiotico onde apareceu essas subpopulacoes e incubou-
se a 37 ° C durante 20 + 4 h. Finalmente procedeu-se novamente a elaboracao do método de

difusdo em disco.
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4. RESULTADOS
4.1. COMPORTAMENTO FENOTIPICO
Os resultados obtidos para todas as caracteristicas fenotipicas para todos os isolados

encontram-se em anexo A

4.1.1. Fermentacao do sorbitol

Considerando todos os isolados de £. coliprovenientes de fezes de galinha e bovinos (140
isolados) existentes na colecdo de culturas do INIAV, verificou-se que apenas um isolado de bovino
(LO1V3) e cinco isolados de galinhas (A26, A27, A28, A48 e A51) nao apresentaram capacidade
de fermentar o sorbitol. Os isolados que nao fermentam sorbitol, sdo incolores e os que fermentam

0 sorbitol produzem coloénias rosas, como é possivel verificar na figura 10.

ee—

e S Y

Figura 10: Comportamento dos isolados face a capacidade de fermentar o sorbitol.
(a)Estirpe que fermenta o sorbitol (b)Estirpe que nao fermenta o sorbitol

4.1.2. Hémolise

Verificou-se que todos os 140 isolados em estudo apresentavam hemolise, -hemolitica,
destacando-se (uma hemdlise maior) 7 isolados provenientes de fezes de bovinos da exploracao
L4 (LO4V1, LO4V2, L04V3, L04V13, L04V14, LO4V15, L04V16), como se pode verificar na figura
11.
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Figura 11: Comportamento dos isolados face a presenca de sangue de carneiro no meio:
estirpes destacadas com circunferéncia apresentam uma hemalise maior que as restantes

4.1.3. Indol
Inicialmente na producédo de indol a partir do triptofano, resultados positivos apresentam
uma cor rosa/ avermelhada, enquanto que resultados negativos ndo alteram a cor do caldo (figura
12 (a) apenas um isolado de fezes de bovino, LO1V17, e um isolado de fezes de galinha, A30, nédo
produziram indol. Apos repicar os isolados em meio TBX (coldnias que se apresentaram azuis
esverdeadas, figura 12 (b) e elaborado o teste do Indol, o isolado A30 deu resultado positivo,
contudo o LO1V17 voltou a dar negativo.

0 isolado de bovino foi colocado inicialmente em meio MAC (sendo positivo para £. coli
colonias avermelhadas, e testado em BD BBL™ CRYSTAL™, que consiste na degradacdo dos

substratos presentes pelo microrganismo submetido ao teste, resultando na alteracao do pH do
meio e mudanca da coloracdo dos substratos. O isolado fermentou a lactose figura 12 (c), e o
resultado obtido no segundo teste, apds a leitura visual e identificacéo utilizando o software Crystal
Mind, figura 12 (d) sugeriu a possibilidade da estirpe ser £. coliou C. frendii. Para permitir a sua
determinacéo recorreu-se a mais testes bioquimicos utilizando o meio de cultura SIM (resultado
para a £. coli: mobilidade positiva, Indol positivo e ndo existir producdo de H.S,), Citrato Simmons
(resultado para E£. coli ndo apresentar alteracdo do pH, ou seja, ndo pode ocorrer mudanca de
cor para azul) e TSI (resultado para £. cofi: fermentacdo da glicose, lactose e glucose e ndo haver
a producao de H,S ). Relativamente ao primeiro mencionado, verificou-se que LO1V17 apresentou
mobilidade, ndo produziu H.s e ndo metabolizou o triptofano em Indol, figura 12 (e). Para o Citrato
Simmons 0 meio manteve a sua cor, figura 12 (f) e finalmente para o TSI, apresentou capacidade
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para fermentar glicose, lactose, glucose e ndo houve a producdo de H.S, figura 12 (g). Assim,
permitiu afastar a ideia da possibilidade de C. freundii uma vez que esta tem de apresentar
producdo de H.S e citrato positivo, o que n&o foi o caso. Contudo, para uma fiabilidade de
aprovacao deste isolado recorreu-se a sua sequenciacdo, porém nao foi possivel obter resultados,
devido a ma qualidade do DNA. Através do método descrito por Pavlovic et a/. (2010), este isolado
amplificou ambos os genes em estudo (v/dA e /acY) concluindo-se assim que este isolado apesar

de ser indol negativo se trata de uma £. coli.

066
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Figura 12: Comportamento dos isolados: (a) controlo positivo e negativo face a presenca de
indol; (b) colonias tipicamente esverdeadas para Escherichia coli em meio TBX; (c) colonias
tipicamente avermelhadas para £scherichia coli em MacConkey, (d) Teste bioguimico BBL
Crystal (e) teste em SIM; (f) teste em citrato Simmons e (g) teste em TSI
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4.2. GRUPOS FILOGENETICOS

No anexo B contém a informacdo sobre a presenca ou auséncia de genes para a
caracterizacao dos filogrupo. Dos 140 isolados provenientes de fezes de galinhas e de bovino
estudados verificou-se a predominancia em percentagem de cada filogrupo detetado, conforme a
figura 15. A maioria dos isolados pertencem ao filogrupo Bl (68%), seguidamente com 23%
aparecem 0s isolados pertencentes ao filogrupo A. Ja para grupo D e E, as percentagens foram
de 1% e 2%, respetivamente. A percentagem de isolados ndo associados a nenhum dos filogrupos

correspondeu a 6%, pelo que seria necessario recorrer ao MLST., de acordo com a figura 13.

MLST  ——
Clade | 1
F
E mm
D 1
C
B2
Gy |

Grupo Filogenético

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Percentagem de isolados

Figura 13: Distribuicao dos isolados provenientes de fezes de galinhas e bovinos pelos grupos
filogenéticos encontrados e os nao associados

Pelos resultados encontrados o isolado LO1V13 pertence ao Clade |, como se pode ver
na figura 14. De acordo com a divisdo sugerida por Clermont et al, 2013, no grupo
predominantemente DEC e comensais foram incluidos 127 isolados (53 isolados de bovino e 74
isolados de galinhas) e no grupo onde predominam as mais patogénicas de ExPEC encontraram-
se 4 isolados (apenas provenientes de fezes de galinhas).

Numa distincdo entre isolados provenientes de fezes d galinha e isolados provenientes de
fezes de bovino verificou-se que a predominancia para ambos os isolados de diferentes origens
incide sobre o filogrupo B1, e destacou-se a caracterizacao de isolados D e E para isolados de

fezes de galinha, como se pode verificar na figura 14.
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Figura 14: Numero de isolados para cada filogrupo para isolados provenientes de fezes de
bovino e isolados provenientes de fezes de galinha
4.2.1. ISOLADOS PROVENIENTES DE FEZES DE GALINHA
Dos 79 isolados provenientes de fezes de galinhas, 18 pertencem a Leiria, 1 a Castelo
Branco, 30 a Viseu, 6 a NAV Oeste Caldas da Rainha, 1 a Lisboa Vale Tejo (Oeste), 8 a Coimbra,
9 a DAVR/NAVT Tomar, 3 a Gouveia, 2 a NAVG centro de Gouveia e 1 a Aveiro. Devido a um
numero reduzido de isolados provenientes dos diferentes locais mencionados, estes foram
agrupados em trés provincias Beira Litoral (Aveiro, Coimbra e Leiria), Beira Interior (Gouveia, NAVG
centro de Gouveia, Viseu e Castelo Branco), e Ribatejo e Estremadura (Lisboa Vale do Tejo Oeste,
DAVR/NAVT Tomar e NAV Oeste Caldas da Rainha). Analisando os dados apresentados na figura
15, verificou-se que para a Estremadura e Ribatejo apenas existiam isolados pertencentes ao
filogrupo A e Bl. Tanto para a Beira Litoral como para a Beira Interior, isolados foram
caracterizados no filogrupo E, contudo, so6 o filogrupo D foi encontrado na Beira Litoral. Todos os
isolados, onde nao foi possivel a obtencao de uma caracterizacao (recorrer ao MLST) provinham

da Beira Litoral.
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Figura 15: Numero de isolados de filogrupos detetados para os isolados de fezes de galinhas
conforme o seu local de recolha
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Dos 79 isolados provenientes de fezes de galinhas, 30 isolados sao provenientes de fezes
de galinhas poedeiras e 49 de isolados de fezes de galinhas reprodutoras. Analisando a figura 16,
verificou-se que mais de 80% dos isolados provenientes de fezes de galinhas reprodutoras
pertencem ao grupo filogenético B1, enquanto que nos isolados de fezes de galinhas poedeiras
apenas 60% sao identificados como grupo filogenético B1. Alguns isolados de galinhas poedeiras
como isolados de galinhas reprodutoras foram identificados no filogrupo A e E. Também houve
isolados que sao identificados como pertencentes no filogrupo D, mas apenas para isolados de
galinhas poedeiras. Apenas em isolados provenientes de fezes de galinhas poedeiras nao foi

possivel a caracterizacdo de 3% dos isolados num grupo filogenético.

Poedeiras Reprodutoras
7% 3% 2%
3% .
\‘ = Bl " m A
=D = Bl
E s E
= MLST

Figura 16: Percentagens de filogrupo detetados em isolados provenientes de fezes de galinha
de acordo com o seu tipo

Na tabela 16 sado apresentadas as percentagens de isolados face ao numero total de
isolados de cada filogrupo, verificou-se que quanto a caracterizacao do filogrupo A, os isolados
predominantes sao de galinhas poedeiras da Beira Litoral. Quanto ao filogrupo B1, os isolados
com maior destaque foi nas galinhas de reproducéo da Beira Interior. Quanto ao grupo D e a falta
de caracterizacao de filogrupo, incidiram sobre isolados de galinhas poedeiras da Beira Litoral e
finalmente, quanto ao filogrupo E, foi encontrado nas fezes de galinhas poedeiras da Beira Litoral

e nas fezes de galinha de reproducéo e poedeiras na Beira Interior.
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Tabela 16: Percentagens/numero de isolados provenientes de fezes de galinha de acordo com
0 seu local de recolha e o tipo de bando, em relacao ao total de isolados encontrados em cada
grupo filogenético

A B1 D E MLST TIPO
(%/n2) (%/n?)  (%/n2) (%/n?) (%/n2°)

40,0 (6) 136(8)  00(0 00(0) 00(0)  Reproducio
13,3 (2) 136(8)  100,0(1) 33,3(1) 100,0(1)  Poedeiras
67 (1) 305(18) 00(0) 333(1) 00(0)  Reproducdo

Beira Litoral

Beira Interior

333(5 169(10) 00(0) 333(1) 0,0/(0) Poedeiras
- 00(0  254(15) 00(0 00(0) 00(0)  Reproducio
Estremadura e Ribatejo 6,7 (1) 0,0 (0) 000 000  00(0) Poedeiras

Como foi inicialmente mencionado, os isolados obtidos para este estudo resultaram de
um estudo anterior de 61 amostras de fezes de galinhas em que se obteve isolados que conferiam
resisténcia a ampicilina (37 isolados) e a enrofloxacina (42 isolados). Dessas 61 amostras, apenas
em 26 se obtiveram isolados resistentes a ampicilina e a enrofloxacina e uma comparacédo do
grupo filogenético. Nao foi possivel a insercao de Aveiro, Gouveia, NAVG, Castelo Branco, e Lisboa
nas zonas selecionadas para o estudo, uma vez que nao existia isolados com 0 mesmo numero
de amostra a partir da selecéo feita inicialmente num estudo anterior. Das 26 amostras onde era
possivel uma comparacdo verificou-se que 12 amostras apresentavam isolados que ndo
pertenciam ao mesmo grupo filogenético, como se pode verificar na tabela 17. Também foi
possivel aferir que na Beira Litoral para a amostra 1 e 12, assim como para a Beira interior a

amostra 5 apresentavam diferencas nos grupos caracterizados por Clermont et al., 2013.
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Tabela 17: Resultados dos grupos filogenéticos dos isolados de £scherichia coli entre detetados
com o mesmo numero de amostra de acordo com o local e a tipo de bando

Provincia Local Amostra Galinha Ampicilina Enrofloxacina
Leiria 1 Poedeira A D
Leiria 12 Poedeira Bl E
Leiria 19 Reprodutora Bl Bl
Leiria 20 Reprodutora A B1
Leiria 21 Reprodutora A B1
ES:ZI Leiria 29 Poedeira Bl B
Leiria 39 Poedeira Bl Bl
Coimbra 25 Reprodutora A B1
Coimbra 26 Reprodutora A B1
Coimbra 27 Reprodutora A Bl
Coimbra 28 Reprodutora A B1
Viseu 4 Poedeira A Bl
Viseu 5 Reprodutora E B1
Viseu 8 Poedeira Bl Bl
Viseu 23 Poedeira A Bl
Viseu 41 Reprodutora Bl B1
Irizirrizr Viseu 42 Reprodutora Bl B1
Viseu 43 Reprodutora Bl B1
Viseu 44 Reprodutora Bl B1
Viseu 46 Reprodutora Bl B1
Viseu 47 Reprodutora Bl Bl
Viseu 51 Reprodutora A B1
NAV 15 Reprodutora Bl Bl
Estremadura DAVR 33 Reprodutora Bl Bl
Rib:tejo DAVR 34 Reprodutora Bl Bl
DAVR 37 Reprodutora Bl Bl

De acordo com o local verificou-se que para Estremadura e Ribatejo as amostras onde é
possivel uma comparacdo, apenas pertencem a isolados de fezes de galinhas poedeiras e ambos
0s isolados da mesma amostra correspondem ao mesmo filogrupo. Para os isolados de fezes de
galinhas reprodutoras encontrou-se predominantemente diferencas entre a sua caracterizacdo na
Beira Litoral e para as Poedeiras na Beira Interior. Na tabela 18 ¢ possivel verificar de modo mais

sucinto os resultados conforme a incidéncia: local e o tipo de bando.
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Tabela 18: Percentagem/ numero de amostras que apresentam ou ndo 0 mesmo grupo
filogenético de acordo com o local e o tipo de bando

Beira Litoral Beira Interior Estremadura e Ribatejo

Resultados (%/n2) (%/ne) (%/n2) Tipo
9,1(1) 54,5 (6) 100,0 (4) Reproducao
lgual 18,2 (2) 9,1(1) 0,0 (0) Poedeiras
54,5 (6) 9,1(1) 0,0 (0) Reproducéao
Diferente 18,2 (2) 27,3 (3) 0,0 (0) Poedeiras

4.2.2. ISOLADOS PROVENIENTES DE FEZES DE BOVINO

Dos 61 isolados provenientes de fezes de bovino, conforme o local de recolha (42 isolados
de Barcelos e 19 isolados de Ponte de Lima), verificou-se que para Barcelos a predominancia do
filogrupo encontrado foi B1, e para Ponte de Lima foi o grupo A. Também se verificou o
aparecimento de um C/ade| na zona de Ponte de Lima, e isolados para os quais nao foi possivel

classificar o filogrupo, sendo necessario recorrer ao MLST, como se pode ver na figura 17.

40
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Grupo Filogenético

Figura 17: Grupos filogenéticos encontrados nos isolados provenientes de fezes de bovino
conforme o seu local de recolha

0 isolado que na detecdao de um grupo filogenético (LO3V12) foi classificado como clack
|, foi sujeito a testes bioguimicos, nomeadamente ao teste BD BBL™ CRYSTAL ™ e foi
posteriormente enviado para sequenciar. Para o primeiro mencionado, o isolado foi caracterizado
como sendo £. coli. Contudo, na literatura é referido que os clades encontrados séo impossiveis
de distinguir de E£. coli através de testes bioguimicos. Relativamente aos resultados da
sequenciacao, conclui-se que este isolado poderia ser caracterizado como £. coliou como Shigella
spp. Através do método descrito por Pavlovic ef a/. (2010), este isolado amplificou ambos os genes

em estudo (v/dA e /ac)) concluindo-se assim que este isolado se trata de uma £. coli
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De acordo com a exploracao de bovinos em estudo, L1 com 14 isolados, L2 com 11
isolados, L3 com 19 isolados e L4 com 17 isolados, inicialmente verificou-se que para L1 e L4 o
filogrupo encontrado foi o B1, apresentando também uma percentagem de 7% e 18% de isolados
para os quais nao foi possivel agrupar um filogrupo, sendo, portanto, necessario recorrer ao MLST.
Para a exploracdo L2 e L3 néo so¢ foi detetado o filogrupo B1, bem como o A. Em L2, os isolados
sd0 maioritariamente pertencentes ao filogrupo B1 e correspondem a percentagens encontradas
para o grupo filogenético A. Ja para L3, a predominancia de detecao é B1. Relativamente as
exploracdes que pertencem a Barcelos (L1, L2 e L4) foram encontrados resultados semelhantes

em L1 e L4, como se pode verificar na figura 18.

L1 L2

7%
27%
“ '37%
369
93% &
mB1 mMLST HA EB1 = MLST

L3 L4

5%
18%
26% “
69% 82%
HmA EBl mCladel E Bl = MLST

Figura 18: Percentagem dos grupos filogenéticos encontrados e 0s nao associados nos isolados
provenientes de fezes de bovino nas diferentes exploracdes estudadas (L1, L2, L3 e L4)

Finalmente, comparando os isolados de bovinos em vacas de lactacdo (L1, L3, L4) e as
novilhas (L2), verificou-se que nas novilhas as percentagens entre o filogrupo A e Bl s&o
semelhantes, e nas vacas de lactacdo a diferenca percentual entre os dois filogrupos é

evidenciada, como pode ser observado na figura 19
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Vacas de lactacao Novilhas
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Figura 19: Grupos filogenéticos encontrados nos isolados provenientes de fezes de vacas
de lactacao e novilhas

Em suma, de acordo com todos os resultados evidenciados a cerca de isolados
provenientes de fezes de bovino conclui-se que o filogrupo predominante para regido de Barcelos
¢ 0 B1, e para Ponte de Lima é o A. De acordo com o tipo de exploracdo na zona de Barcelos,
apenas a L2, apresentou mais do que um grupo filogenético (A e B1) tal como para Ponte de Lima
(L3). Quando se verificou os filogrupo numa divisao de isolados de vacas de lactacado vsisolados
de novilhas, para os isolados de vacas de lactacdo: L1, L4, e L3 o predominante foi B1, e para os
isolados de novilhas: L2 o grupo predominante foi A. Contudo, para os isolados de novilhas a
diferenca entre filogrupo A e B1 foi de 1%, e para os isolados de vacas de lactacéo foi de 38%. Se
apenas nos focarmos nas exploracdes de Barcelos (L1, L2 e L4) na diferenciacdo entre isolados
de vacas de lactacao e isolados de novilhas verificou-se que a diferenca percentual entre o filogrupo

A e B1 para isolados de vacas de lactacao é de 52%.

4.2.3. ESTUDOS SEMELHANTES

Um estudo elaborado por Tomazi ef a/. (2018) baseou-se na determinacdo de grupos
filogenéticos de 100 isolados £. coliprovenientes de leite de vacas de lactacdo. Das 19 exploracdes
onde decorreu o estudo o grupo filogenético A (52%) foi o que se apresentou com maior
predominancia entre os sete filogrupos estudados (em 15 das 19 exploracdes). Contudo, o grupo
filogenético B1 também apresentou uma incidéncia alta com 38%. Em menores percentagens e
num numero reduzido de exploracdes, encontrou-se o filogrupo B2 (2%), C (4%), D (3%) e

finalmente o E (1%).
Carlos et al. (2010) determinaram os quatro grupos filogenéticos (A, B1, B2 e D) de isolados

de £. coli (241 isolados) de diferentes origens (humanos (94 isolados), bovinos (50 isolados),
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galinhas (13 isolados), porcos (39 isolados), ovelhas (29 isolados) e cabras (16 isolados) e a sua
aplicacao na identificacao da principal fonte de contaminacéo fecal. Verificaram que a nivel geral
a predominancia incide sobre o grupo filogenético A (37,4%), de seguida filogrupo B1 (33,6%).
Com menor percentagem detetou-se o filogrupo D com 22,8% e filogrupo B2 com 6,2%. Incidindo
em cada origem dos isolados de acordo com estudo elaborado, estes investigadores detetaram
que para os isolados de bovino o filogrupo com maior nimero de isolados (29) com 58% foi o
filogrupo B1. N&o foram detetados isolados para o filogrupo B2, e para o filogrupo A (14 isolados)
foi de 14% e filogrupo D com 7% (7 isolados). Ja para os isolados de galinhas o grupo filogenético
predominante foi o A com 76,9% (10 isolados) e o filogrupo B1 (2 isolados) e B2 (1 isolado) apenas
com 15,4% e 7,7%, respetivamente.

De acordo com Coura et al. (2016) onde estudaram grupos filogenéticos de estirpes de £.
coli obtidos de fezes de borrego com e sem diarreia (336 isolados), verificaram que a
predominancia incidia sobre o filogrupo B1 com 228 isolados (67,85%). Para o filogrupo A
encontraram 21 isolados (6,25%), para B2 2 isolados (0,6%), 5 isolados para filogrupo C (1,49%),
57 isolados para filogrupo E (16,96%) e 2 isolados para filogrupo F (0,9%). O filogrupo D nao foi
encontrado e para 20 isolados (5,95%) nao foi possivel a identificacdo do filogrupo (recorrer ao
MLST).

Um estudo elaborado por Escobar-Paramo et a/. (2006) onde pretendiam identificar as
forcas que moldam a estrutura ecoldgica intraespécie de £. colia partir da classificacdo dos grupos
filogenéticos (A, B1, D e B2) de uma colecdo de 1898 isolados comensais originarios de 387
animais (mamiferos e aves) amostrados nas décadas de 1980 e 2000 e comparar com isolados
humanos verificaram que a diferenca percentual entre o filogrupo A (34,1%) e B1 (33,1%) era
ligeira, sendo os grupos mais predominantes. Para B2 foram classificados 12,4% dos isolados e
para D correspondeu a 20,4%. Verificaram também que entre mamiferos, passaros e humanos os
grupos predominantes ndo eram iguais, sendo que para mamiferos ¢ o A e B1, passarosé o A e
B2, e finamente, para humanos é o Bl e D. Para os mamiferos concluiram que entre 1980 e
2000 o numero de isolados caracterizados em B2 e D subiu de 10,3% para 21,4%, e ocorreu um
decaimento no filogrupo A de 53,8% para 28,6%. Finamente conclui-se que isolados de animais
selvagens apresentam-se classificados mais nos grupos filogenéticos B2 e D. Assim a microbiota
de £. coli de animais de fazenda é caracterizada, em comparacao com animais selvagens, por
uma maior proporcao de estirpes A e B1 e uma proporcao menor de estirpes B2 e D. Foi relatado

também que as estirpes do grupo B2 (Johnson et a/, 2001; Skurnik ef a/., 2005) sdo menos
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propensas a serem resistentes a antibioticos do que estirpes ndo B2. Esta ligacao entre a filogenia
e a resisténcia a antibioticos poderia explicar que em animais de fazenda submetidos a uma
pressao antibiotica mais alta do que em animais selvagens, as estirpes A e B1 sao selecionadas
e as estirpes B2 contra-selecionadas.

De acordo com os estudos mencionados, verificou-se que de forma geral os grupos
filogenéticos predominantes sdo A e B1 tal como neste estudo. Contudo, contrariamente a este
estudo a predominancia do filogrupo E é detetado em menor percentagem que o filogrupo D. Tal
como Carlos et al. (2010) a predominancia de isolados de bovinos incidem maioritariamente sobre
B1, mas isolados de galinhas incide sobre filogrupo A, o que nao acontece neste estudo. Coura ef
al. (2016) mostra que para as novilhas o grupo predominante é Bl existindo grande diferenca
percentual entre A e B1, contudo para os isolados de novilhas deste estudo nao se pode afirmar
um grupo predominante apenas, estando em grande destaque 2 filogrupos (A e B1). Finalmente,
em similaridade com os resultados obtidos com Escobar-Paramo et a/. (2006) verificou-se que
existem forcas que moldam a sua estrutura ecoldgica da £. colidesde o local dos isolados, o tipo,

a sua estrutura, o que leva a existir diferencas na diversidade dos isolados estudados.

4.3. PATOTIPOS

De acordo com os resultados obtidos verificou-se que os isolados ndo pertenciam a nenhum
patotipo DEC estudado. Uma vez que os isolados provieram de fezes de animais saudaveis, estes
resultados j& seriam esperados. E importante salientar que os isolados provenientes de fezes de
bovino caracterizados como STEC/EHEC nao foram incluidos neste estudo. Comumente isolados
de fezes, na maioria das vezes sdo comensais, ndo causando doenca em seus hospedeiros.
Entretanto, em animais debilitados, imunocomprometidos ou com a barreira gastrointestinal
alterada estirpes de £. colindo patogénicas presentes no intestino podem causar infecdo (Nataro

e Kaper 1998).

4.4, ANTIBIOGRAMAS

Dos antimicrobianos selecionados para o trabalho experimental os breakpoints para
ampicilina, ciprofloxacina, cloranfenicol, gentamicina, meropenem e trimetoprim foram
enquadrados no perfil de suscetibilidade de acordo com os parametros da EUCAST (2020) e CLSI

(2020). A cefotaxima e a ceftazidima apenas para EUCAST (2020) uma vez que as concentracoes
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dos discos usadas pela CLSI (para ambos de 30 pg) sao diferentes em relacao a EUCAST
(cefotaxima de 5 pg e ceftazidima de 10 pg). Para o acido nalidixico, as sulfonamidas e a
tetraciclina apenas para CLSI (2020), uma vez que a EUCAST nao apresenta valores de
breakpoints. Finalmente, a Azitromicina é baseada em Gomes ef a/. (2019), uma vez para a CLSI
os breakpoints estabelecidos sao apenas para Salmonella enterica. E importante destacar que
para a CLSI o perfil de suscetibilidade apresenta intervalos de interrupcéo definidos em trés
categorias (suscetivel, intermédio e resistente), enquanto que na EUCAST ha antimicrobianos tais
como a ampicilina, cloranfenicol, trimetropim e gentamicina, onde nao existe a categoria .

Para os antimicrobianos onde é possivel uma comparacao entre os breakpoints
estabelecidos pela EUCAST e pela CLSI, para a analise dos isolados na sua globalidade (140
isolados) apenas verificou-se diferencas percentuais para a ciprofloxacina, cloranfenicol e
gentamicina, podendo ser observados os halos de inibicao no anexo C.

Cusack et al (2019) basearam o seu estudo na comparacao da interpretacao da
suscetibilidade entre EUCAST e CLSI, e, regra geral, verificaram discrepancias significativas devido
a uma reducao nas taxas de suscetibilidade e/ou aumento nas taxas de resisténcia ao aplicar os
breakpoints da EUCAST. Contudo, com uma minima probabilidade, o contrario também acontece,
ou seja, pela CLSI, pode-se encontrar taxas percentuais de suscetibilidade mais reduzidas que na
EUCAST. Através da tabela 19, verificou-se, que para a ciprofloxacina, as taxas percentuais de
suscetibilidade sao mais reduzidas quando se aplica os critérios de interpretacao de CLSI. Ja para
o cloranfenicol e a gentamicina, estes antimicrobianos seguem a regra geral, destacando a

gentamicina com uma percentagem de resistentes pela EUCAST de 31,4 % e pela CLSI de 3,6%.
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Tabela 19: Percentagem de suscetibilidade e exibicao de resisténcia para os isolados
provenientes de fezes de galinhas e de bovinos.

S (%/ n2) 1 (%/ n2) R (%/ n2)
Ampicilina (AMP) 46,4 (65) 0,0 (0) 53,6 (75)
Azitromicina (AZM) 97.1 (136) 0,0 (0) 2,9 (4)
Cefotaxima (COX) 99,6 (139) 0,0 (0) 0,7 (1)
Ceftazidima (CZD) 98,6 (134) 0,0 (0) 1,4 (2)
Acido nalidixico (NA) 60,0 (84) 1,4 (2) 38,6 (54)
) ) EUCAST 65,7 (92) 0,0 (0) 34,4 (48)
Ciprofloxacina (CIP)
CLSI 61,4 (86) 4.4 (6) 34,4 (48)
. EUCAST 91,4 (128) 0,0 (0) 8,6 (12)
Cloranfenicol (CHL)
CLSI 91,4 (128) 2,1(3) 6,4 (9)
o EUCAST 68,6 (96) 0,0 (0) 31,4 (44)
Gentamicina (GMN)
CLSI 86,4 (121) 10,0 (14) 3,6 (5)
Meropenem (MEM) 100,0 (140) 0,0 (0) 0,0 (0)
Sulfonamidas (S) 63,6 (89) 2,9 (4) 33,6 (47)
Tetraciclina (TE) 53,6 (75) 2,1(3) 44,3 (62)
Trimetoprim (TRM) 77,9 (109) 0,0 (0) 22,1 (31)

E possivel concluir também que na globalidade, os antibiticos ampicilina (53,6%) e a
tetraciclina (44,3%) foram aqueles para os quais um maior numero de isolados de £. coliexibiram
resisténcia. Opostamente para a azitromicina, cefotaxima, ceftazidima, cloranfenicol e meropenem
com uma percentagem de suscetibilidade acima dos 90%, destacando-se 0 meropenem com
100%, sendo expectavel este resultado uma vez que o meropenem é de uso exclusivo em
humanos. Para os restantes antimicrobianos os isolados, apresentaram uma taxa de
suscetibilidade entre os 60% e os 70%, com excecado do trimetoprim com 77,9%.

De acordo com a tabela 20, os isolados que se destacaram com uma exibicdo de
resisténcia com mais de 50% foi para os seguintes antimicrobianos: ampicilina, acido nalidixico,
ciprofloxacina e a tetraciclina, para os isolados provenientes de fezes de galinha. Contrariamente,
verificou-se que esses isolados sao 100% suscetiveis apenas para o meropenem, como era
esperado. Para as sulfonamidas os isolados apresentaram uma percentagem na categoria de
suscetibilidade proxima de 50%. Ja para os isolados provenientes de fezes de bovinos, onde nao
houve uma pré-selecao através de meio de isolamento contendo antimicrobianos, as percentagens
de resisténcias associadas aos antimicrobianos em estudo foram bastante mais baixas, nunca
ultrapassando os 18%, com excecao da gentamicina quando é interpretada pelos breakpoints da

EUCAST com uma resisténcia de 67,2%. Verificou-se também que contrariamente aos isolados de
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fezes de galinha, para a cefotaxima e ceftazidima, houve isolados que para um, ou ambos 0s

antimicrobianos, apresentaram resisténcia, sendo antimicrobianos associados as ESBL's.

Tabela 20: Percentagem de isolados suscetiveis aos diferentes antimicrobianos em estudo de
acordo com o tipo de animal: isolados provenientes de fezes de galinhas vsisolados provenientes
de fezes de bovino

Galinhas Bovinos
ANTIBIOTICO S(%/n%)  1(%/n®) R (%/n%) S(%/n%) 1(%/n%) R (%/n2)
Ampicilina (AMP) 19,0 (15) 0,0(0) 81,0(64) 82,0 (50) 0,0 (0) 18,0 (11)
Azitromicina (AZM) 96,2 (76) 0,0 (0) 3,8 (3) 98,4 (60) 0,0 (0) 1,6 (1)
Cefotaxima (COX) 100,0(79) 0,0 (0) 0,0 (0) 98,4 (60) 0,0 (0) 1,6 (1)
Ceftazidima (CZD) 96,2 (76) 3,8(3) 0,0 (0) 95,1 (58) 1,6 (1) 3,3(2)
Acido nalidixico (NA) 34,2 (27) 0,0(0) 658(52) 93,4(57) 3,3(2) 3,3(2)

Ciprofioxacina  EUCAST 40,5 (32) 0,0(0) 59,5 (47) 98,4 (60) 6.0 () 161}
(CIP) CLS! 32,9 (26) 7,6(6) 59,5 (47)

Cloranfenicol ~ EUCAST 88,6 (32) 0,0(0) 11,4 (9) 95.1 (58) 00 (0) 49 3)
(CHL) CLS! 88,6 (32) 3,8 (3) 7,6 (6)

Gentamicina ~ EUCAST %.2 (76) 0.0 0) 35 32,8 (20) 0,0 (0) 67,2 (41)
(GMN) CLSI 72,1 (44) 23,0 (14) 4,9 (3)
Meropenem (MEM) 100,0 (79) 0,0 (0) 0,0(0)  100,0(61)  0,0(0) 0,0 (0)

Sulfonamidas (S) 64,4 (43) 0,0(0) 456(36) 75,4 (46) 6,6 (4) 18,0 (11)
Tetraciclina (TE) 25,3 (20) 3,8(3) 70,9(56) 90,2 (55) 0,0 (0) 9,8 (6)
Trimetoprim (TRM) 68,4 (54) 0,0(0) 31,6(25 90,2 (55) 0,0 (0) 9,8 (6)

4.4.1.1SOLADOS PROVENIENTES DE FEZES DE GALINHA

Os 79 isolados provenientes de fezes de galinha das diferentes localidades foram
agrupados em trés provincias. De acordo com a figura 20, verificou-se que tanto para os isolados
provenientes da Beira Litoral, como para os isolados da Beira Interior, 100% de suscetibilidade
apenas para a cefotaxima e o meropenem. Ja para os isolados de Estremadura e Ribatejo,
apresentou 100% de suscetibilidade para os antimicrobianos referidos anteriormente, assim como
para a azitromicina e gentamicina. Na generalidade para as trés provincias para a azitromicina, a
ceftazidima e a gentamicina as taxas percentuais de suscetibilidade encontram-se acima dos 90%.
Destacou-se também que apesar dos isolados nao terem dado 100% de suscetibilidade, a
ceftazidima nas trés provincias, nao houve caracterizacao de isolados resistentes, mas apenas na
categoria de Intermédio. O mesmo aconteceu para os isolados da Beira Litoral para o cloranfenicol

analisado pela CLSI
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Conclui-se que para a Beira Litoral os antimicrobianos que se destacaram em relacéo as
outras duas provincias estudas foram a ampicilina e o trimetoprim, para a Beira Interior foram a
azitromicina e a gentamicina, e finalmente para a Estremadura e Ribatejo foram a ceftazidima, o
acido nalidixico, a ciprofloxacina, o cloranfenicol as sulfonamidas e finalmente a tetraciclina

Verificou-se também, que para a Estremadura e Ribatejo, ndo houve a presenca de
isolados com exibicdo de resisténcia na categoria | e R, para a azitromicina e a gentamicina,
contrariamente as provincias da Beira.

Para a ampicilina, acido nalidixico e ciprofloxacina mais de 50% dos isolados de todas as
zonas exibiram resisténcia. Também, acima dessa percentagem, os isolados provenientes da Beira
Interior, da Estremadura e do Ribatejo exibiram resisténcia para a tetraciclina. A azitromicina, a
gentamicina e a ceftazidima foram os antimicrobianos para o0s quais ocorreu uma menor
percentagem de isolados resistentes. Em comparacao entre a Beira Litoral e a Beira Interior,
verificou-se que a ampicilina (+ 12%), a ceftazidima (+ 0,9%), as sulfonamidas (+ 2,8%) e o
trimetoprim (+ 6,5%) foram os antimicrobianos que obtiveram maior percentagem de resisténcia
para a Beira Litoral. Para a azitromicina, acido nalidixico, ciprofloxacina, cloranfenicol, gentamicina
e tetraciclina os isolados apresentaram maior percentagem de resisténcia foi os da Beira Interior.

Finalmente é importante ressaltar que, caso nao fosse dada importancia a categoria |,
para a ceftazidima, sendo um antimicrobiano importante para a detecdo de ESBL’s, os isolados
nao apresentariam resisténcia e seriam descartados da possibilidade de serem de risco elevado
(Beira Litoral isolado A29; Beira Interior isolado A5 e, finalmente Estremadura e Ribatejo isolado

Al5).
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Figura 20: Percentagem de exibicao de resisténcia (categoria Intermédio + Resistente) face aos
antimicrobianos em estudo, para os isolados provenientes de fezes de galinha de acordo com o
seu tipo
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Os 79 isolados provenientes de fezes de galinhas derivam de duas funcoes diferentes:
poedeiras e reprodutoras. Verificou-se que os isolados de fezes de galinhas reprodutoras como
poedeiras, ndo apresentaram resisténcia (categoria R) para a cefotaxima, ceftazidima e
meropenem. Contudo, para os isolados de galinhas poedeiras (isolado E29) como reprodutoras
(isolados A5 e A15), manifestaram resisténcia intermédia (categoria 1) para a ceftazidima.

Numa abordagem onde se engloba a categoria | mais a categoria R, de acordo com a
figura 21, verificou-se que ha um aumento percentual para os seguintes antimicrobianos:
ceftazidima, ciprofloxacina (CLSI), cloranfenicol (CLSI) e sulfonamidas para os isolados de galinhas
poedeiras e ceftazidima, acido nalidixico, ciprofloxacina (CLSI) e cloranfenicol (CLSI) para os
isolados de galinhas reprodutoras. Destes antimicrobianos, destacou-se a ciprofloxacina (CLSI)
para as galinhas reprodutoras, com uma adicdo percentual de 10,2% para exibicdo de resisténcia.
Tal como anteriormente, na analise em provincias, verificou-se que, se ndo se englobasse a
categoria | como uma categoria de risco, os isolados que se caracterizaram como intermédios a
ceftazidima ndo iriam ter enfase neste estudo (0% para a categoria R). Conclui-se também que
apesar de os isolados provenientes de fezes de galinhas reprodutoras apresentam maior exibicao
de resisténcia aos diferentes antimicrobianos, o destaque incidiu sobre o &cido nalidixico com uma
diferenca percentual de 32,9% em comparacdo com os isolados de galinhas poedeiras. Acima dos
20% o destaque incide sobre a ciprofloxacina e acima dos 10% a tetraciclina, as sulfonamidas e o

trimetoprim.
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Figura 21: Percentagem de exibicdo de resisténcia (categoria Intermédio + Resistente) face

aos antimicrobianos em estudo, para os isolados provenientes de fezes de galinha de acordo o
seu tipo
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Em suma, através da tabela 21, onde é apresentada as percentagens de isolados que
exibem resisténcia aos diferentes antimicrobianos (categoria | + R), face ao numero total de
isolados que exibem resisténcia a cada antibiotico, verificou-se que para a ampicilina, acido
nalidixico, ciprofloxacina (CLSI), gentamicina, sulfonamidas e tetraciclina, o destaque foi em
isolados de reprodutoras da Beira Interior. Para a ciprofloxacina (EUCAST) e cloranfenicol a
exibicao de resisténcia centra-se em isolados de galinhas reprodutoras da Estremadura e Ribatejo.
A azitromicina exibe as mesmas percentagens para isolados de reprodutoras para a Beira Litoral
e isolados de reprodutoras e poedeiras para a Beira Interior. A ceftazidima, segue a mesma linha
de exibicao de resisténcia como para a azitromicina, mas para isolados de poedeiras da Beira
Litoral e isolados de reprodutoras para a Beira Interior e Estremadura e Ribatejo. Finalmente para
o trimetoprim, com destaque (a mesma percentagem) estdo os isolados de reprodutoras da Beira
Litoral e Beira Interior. Tanto para a cefotaxima, como para o meropenem, nenhum isolado exibiu
resisténcia.

Tabela 21: Percentagens de isolados provenientes de fezes de galinha de acordo com o seu local

e tipo, que exibem resisténcia (categoria Intermédio + Resistente) face aos antimicrobianos em
estudo

Provincias Beira Litoral Beira Interior Estremadura e Ribatejo
(%/n®) (%/n®) (%/n®)
Ampicilina (AMP) 0,0 (0) 22,0 (11) 34,0 (17) 24,0 (12) 18,0 (9) 2,0 (1)
Azitromicina (AZM) 0,0 (0) 33,3 (1) 33,3 (1) 33,3 (1) 0,0 (0) 0,0 (0)
Cefotaxima (COX) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Ceftazidima (CZD) 0,0 (0) 33,3 (1) 33,3 (1) 0,0 (0) 33,3 (1) 0,0 (0)
Acido nalidixico (NA) 20,8 (11) 11,3 (6) 28,3 (15) 15,1 (8) 24,5 (13) 0,0 (0)
Ciprofloxacina (CIP) (EUCAST) 16,3 (8) 12,2 (6) 26,5 (13) 14,3 (7) 30,6 (15) 0,0 (0)
Ciprofloxacina (CIP) (CLSI) 16,4 (9) 12,7 (7) 30,9 (17) 12,7 (7) 27,3 (15) 0,0 (0)
Cloranfenicol (CHL) (EUCAST) 0,0 (0) 11,1 (1) 22,2 (2) 22,2 (2) 44,4 (4) 0,0 (0)
Cloranfenicol (CHL) (CLSI) 0,0 (0) 11,1(1) 22,2 (2) 22,2 (2) 44,4 (4) 0,0 (0)
Gentamicina (GMN) 0,0 (0) 33,3 (1) 66,7 (2) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Meropenem (MEM) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Sulfonamidas (S) 20,0 (7) 14,3 (5) 28,6 (10) 14,3 (5) 20,0 (7) 2,9 (1)
Tetraciclina (TE) 26,5 (13) 14,3 (7) 24,5 (12) 14,3 (7) 18,4 (9) 2,0 (1)
Trimetoprim (TRM) 28,0 (7) 12,0 (3) 28,0 (7) 16,0 (4) 16,0 (4) 0,0 (0)
TIPO Reprodutoras Poedeiras Reprodutoras Poedeiras Reprodutoras Poedeiras

4.4.2. ISOLADOS PROVENIENTES DE FEZES DE BOVINO
Dos 61 isolados provenientes de fezes de bovino, conforme o local de recolha verificou-se

que existe diferencas percentuais entre a EUCAST e a CLSI, na interpretacao dos resultados,
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apenas para a gentamicina. Numa analise mais geral verificou-se que 0s isolados provenientes de
fezes de bovino de Barcelos apenas apresentaram 100% de suscetibilidade para o meropenem,
enquanto que os isolados provenientes de fezes de bovino de Ponte de Lima apresentaram 100%
de suscetibilidade ndo s6 ao meropenem mas também a azitromicina, cefotaxima, ceftazidima,
ciprofloxacina e finalmente ao trimetoprim.

De acordo com a figura 22, onde apresenta a percentagem de isolados caracterizados na
categoria R + |, aos diferentes antimicrobianos estudados, averiguou-se que para 0s
antimicrobianos que exibiram resisténcia em ambas as categorias, para as duas localidades,
apenas a gentamicina foi o antimicrobiano que se manifestou com uma maior percentagem para
Ponte de Lima, sendo que a diferenca entre localidades desse antimicrobianos quando analisado
pela EUCAST é de + 40%, e pela CSLI apenas de + 7,8%. O cloranfenicol foi o antibidtico que
manifestou menos diferenca percentuais entre as duas localidades. Destacou-se também os
isolados de fezes de bovinos provenientes de Barcelos com uma exibicdo acima dos 10% em
relacdo a Ponte de Lima para as sulfonamidas, tetraciclina e trimetoprim. Finalmente, conclui-se
que tal como aconteceu anteriormente na analise das fezes de galinhas, caso houvesse o descarte
da categoria |, a percentagem de exibicao de resisténcia para o acido nalidixico para isolados de

Ponte de Lima seria de 0%.
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Figura 22: Percentagem de exibicdo de resisténcia (categoria Intermédio + Resistente) face

aos antimicrobianos em estudo, para os isolados provenientes de fezes de bovino, face ao seu
local de recolha
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Os 61 isolados provenientes de fezes de bovino, nao exibiram resisténcia ao Meropenem.

Outros antimicrobianos usados, também nao exibiram resisténcia (isolados 100% suscetiveis) nos

diferentes isolados das diferentes exploracbes em estudo, nomeadamente: a azitromicina, a

cefotaxima e ceftazidima para os isolados da exploracdo L1, a ciprofloxacina para os isolados da

exploracdo L2, a azitromicina, a cefotaxima, a ceftazidima, a ciprofloxacina e o trimetoprim para

os isolados da exploracdo L3, e finalmente a ampicilina, a azitromicina, a cefotaxima, a

ciprofloxacina e o cloranfenicol para os isolados da exploracdo L4. E importante destacar que as

percentagens obtidas para os isolados da exploracdo L2 tanto para a cefotaxima como para a

ceftazidima foi na categoria R, e o0s isolados da exploracédo L4 para a ceftazidima foi na categoria

l.

Quando é analisado os isolados na categoria R+I, conforme a figura 23, verificou-se que

das 4 exploracdes, a que apresentou a nivel global, com excecdo das sulfonamidas e a

gentamicina, uma maior percentagem de exibicdo de resisténcias foi a exploracdo L2. Para a

gentamicina, a predominancia teve foco na exploracdo L3 e para as sulfonamidas a exploracao

L1. Perto dos 10%, os isolados que manifestaram resisténcia a azitromicina e cefotaxima foram

da exploracdo L2, e para a ciprofloxacina a exploracao L1. Acima dos 50 % de resisténcia para a

L2, L3 e L4 o antimicrobiano que se destacou foi a gentamicina. Quase metade dos isolados da

exploracdo L2 exibiram resisténcia a ampicilina e tetraciclina.
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Figura 23: Exibicdo de resisténcia (categoria Intermédio + Resistente) face aos diferentes

antimicrobianos em estudo de acordo com a exploracao dos isolados provenientes de fezes de
bovino
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Dos 61 isolados provenientes de fezes de bovino em vacas de lactacao e novilhas,
verificou-se que para 0s isolados de vacas de lactacao, taxas de 100% de suscetibilidade foram
encontradas para a azitromicina, cefotaxima e meropenem, e para as novilhas a ciprofloxacina e
o meropenem Inicialmente pela figura 24, onde estd expressa em percentagens a exibicdo de
resisténcia da categoria | + R, verificou-se que as taxas na categoria R para a ceftazidima serem
de 0%, ha exibicdo de resisténcia intermédia para os isolados de fezes de vacas de lactacéo, e o
mesmo acontece para as novilhas na gentamicina (E). Seguidamente averiguou-se que com
excecao da ciprofloxacina e a gentamicina (E) as novilhas foram o grupo que apresentou maior
exibicao de resisténcia aos restantes antimicrobianos em estudo, destacando-se a ampicilina com

uma diferenca de 33,5% seguida da tetraciclina com 23%.
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Figura 24: Exibicao de resisténcia (categoria Intermédio + Resistente) face aos diferentes
antimicrobianos em estudo dos isolados provenientes de fezes de bovino de acordo com o seu tipo:
vacas em lactacao vs novilhas

Em suma, através da tabela 22, onde é apresentada as percentagens de isolados que
exibem resisténcia aos diferentes antimicrobianos (categoria | + R), face ao nimero total de
isolados que exibem resisténcia a cada antibiético, verificou-se que para as novilhas o antibiotico
que se destacou com exibicao de resisténcia por parte dos isolados foi a azitromicina e a
cefotaxima com 100%. Em comparacao entre novilhas e vacas de lactacdo os isolados de vacas
de lactacao assumem o seu indice de resisténcia superior a gentamicina na L4 e L3. Na analise
apenas de isolados de vacas de lactacdo, para a ceftazidima, ciprofloxacina, gentamicina CLSI,

Sulfonamidas, tetraciclina e trimetoprim, o maior foco de exibicao de resisténcia foi nos isolados
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de Barcelos. Quanto as diferencas entre exploracdes o foco com maior exibicdo de resisténcia aos
antimicrobianos foi a L2 de Barcelos de isolados de fezes de novilhas.

Tabela 22: Percentagens de isolados provenientes de fezes de bovino de acordo com o seu local
e tipo, que exibem resisténcia (categoria Intermédio + Resistente) face aos antimicrobianos em
estudo

Barcelos (BCL) Ponte de Lima (PTL)

L1 L2 L4 L3
(%/n?) (%/n?) (%/n?) (%/n?)
Ampicilina (AMP) 27,3 (3) 45,5 (5) 0,0 (0) 27,3 (3)
Azitromicina (AZM) 0,0 (0) 100,0 (1) 0,0 (0) 0,0 (0)
Cefotaxima (COX) 0,0 (0) 100,0 (1) 0,0 (0) 0,0 (0)
Ceftazidima (CZD) 0,0 (0) 66,7 (2) 33,3(1) 0,0 (0)
Acido nalidixico (NA) 25,0 (1) 50,0 (2) 0,0 (0) 25,0 (1)
Ciprofloxacina (CIP) 100,0 (1) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Cloranfenicol (CHL) 33,3 (1) 33,3 (1) 0,0 (0) 33,3 (1)
Gentamicina (GMN
EUCAST( ) 12,2 (5) 17,1 (7) 26,8 (11) 43,9 (18)
Ge”tam(ifgzl’ (GMIN) 12,5 (2) 18,8 (3) 31,3 (5) 37,5 (6)
Meropenem (MEM) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Sulfonamidas (S) 37,5 (6) 18,8 (3) 25,0 (4) 18,8 (3)
Tetracilina (TE) 3L,3 (5) 31,3 (5) 18,8 (3) 18,8 (3)
Trimetoprim (TRM) 16,7 (1) 33,3(2) 50,0 (3) 0,0 (0)
Vacas c_le Novilhas Vacas fle Vacas iie
Lactacao lactacao lactacao

4.4.3. ESTUDOS SEMELHANTES

Um dos problemas mais atuais e alertado em todo mundo, incide sobre a resisténcia
bacteriana aos antibidticos, uma vez que muitas bactérias anteriormente suscetiveis aos
antibidticos usualmente utilizados deixaram de responder a esses mesmos agentes. Desde a
introducao da utilizacdo dos antibidticos que o nivel de resisténcia microbiana tem crescido
progressivamente, tendo aumentado acentuadamente nos ultimos 15 anos. A introducéo massiva
de antimicrobianos para combater bactérias patogénicas tanto em humanos como em animais de
producao tem levado a que as bactérias comensais que sao constantemente expostas a acao dos
antimicrobianos, principalmente as do trato digestivo, desenvolvam mecanismos de resisténcia
para sobreviverem. £. colisendo um microrganismo constantemente excretado no ambiente pelas
fezes, vai-se disseminando para outros ecossistemas e propaga-se na comunidade e dissemina

genes de resisténcias que podem ser adquiridos por outras bactérias comensais ou patogénicas.
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No estudo de Stella ef a/. (2013) que tinha como objetivo determinar os niveis de
resisténcia das populacdes bacterianas de £. coli comensais em bovinos e aves saudaveis, foram
recolhidas amostras de 45 bovinos leiteiros e de 80 frangos de corte, obtendo um total de 179
estirpes de £. coli 91 de aves e 88 de bovino. Relativamente aos isolados de aves mostraram-se
mais resistentes a ampicilina (84,6%), a sulfa+trimetoprim (68,1%) e a tetraciclina (67%). Ja os
isolados de bovinos mostraram-se mais resistentes a ampicilina (73,9%) e tetraciclina (38,6%). As
maiores diferencas de resisténcia entre as populacdes foram observadas nos antimicrobianos
sulfa+trimetoprim (aves: 68,1%, bovinos: 10,2%) e tetraciclina (aves: 67,0%, bovinos: 38,6%). As
populacoes de £. coli provenientes do trato digestorio das aves, mostraram-se mais resistentes
aos antimicrobianos que as populacées oriundas dos bovinos.

Tal como Stella ef a/. (2013), a ampicilina e a tetraciclina foram os antimicrobianos para
0s quais os isolados de fezes de galinhas exibiram maior nimero de resisténcias. Contudo para
os isolados de fezes de bovino houve diferencas nos antimicrobianos destacados (ampicilina,
gentamicina e sulfonamidas). Destacou-se também que onde é possivel uma comparacao
(ampicilina) entre o estudo elaborado e Stella ef a/ (2013) obtiveram + 55,9% de exibicdo de
resisténcia. Finalmente foi possivel concluir também que para os isolados provenientes de fezes
de galinha apresentam uma maior percentagem de exibicao de resisténcias comparativamente
aos isolados de bovino. Isto também pode dever-se uma vez que os isolados de fezes de galinha
num estudo anterior ja tivessem sido selecionados através da exibicao de resisténcia a ampicilina
e/ou enrofloxacina.

Através de um estudo brasileiro realizado por Souto (2011) onde foi verificado o perfil de
suscetibilidade de 62 amostras de £. coli provenientes de fezes de novilhas, verificaram que havia
alta resisténcia ao acido nalidixico (53,2%), a ampicilina (75,8%), a tetraciclina (91,9%) e a
sulfametoxazol/trimetoprim (66,1%) Em comparacdo com os resultados obtidos verificou-se que
para os isolados de novilhas apenas a gentamicina era o antimicrobiano que apresentava maior
numero de resisténcia. Préximo a 50% os isolados resistentes correspondiam a ampicilina e
tetraciclina. O acido nalidixico apenas apresentou uma percentagem de 9,1%.

De acordo com a EFSA (2019), os antimicrobianos que se destacaram com elevada
resisténcia foram a ampicilina, sulfametoxazol, trimetropim e tetraciclina, havendo grandes
diferencas percentuais entre os diferentes paises em estudo. Verificaram também que para mais
de metade dos paises, para frangos de corte, elevada resisténcia dos isolados para a ciprofloxacina

e acido nalidixico. Contudo dentro destes dois antimicrobianos, as percentagens de isolados
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resistentes a ciprofloxacina foi mais elevado que para o acido nalidixico. Ja o cloranfenicol de
maneira geral foi relatado em niveis baixos de resisténcia, com excecao de alguns paises. Para a
gentamicina, cefotaxima, ceftazidima e azitromicina a resisténcia era rara. A resisténcia ao
meropenem nao foi detetada em nenhum isolado dos paises em estudo. A ciprofloxacina,
cefotaxima e ceftazidima, meropenem e azitromicina, sdo sustancias consideradas de prioridade
maxima pela OMS. Monitorar a resisténcia a antibiéticos a animais produtores de alimentos ¢
importante devido a sua facilidade de disseminacdo até ao humano. Assim a nivel da Unido
Europeia as exibicdes de resisténcia para a cefotaxima e ceftazidima foram relativamente baixas,
contudo ha relatos de isolados que ja se apresentam resistentes a estes antimicrobianos, mais em
bezerros que em aves. Contudo a resisténcia a ciprofloxacina acido nalidixico foi bastante alta em
frangos de corte. Finalmente a azitromicina manifestou-se com uma percentagem bastante
reduzida de resisténcia a nivel geral (paises em estudo), sendo muito baixos para bezerros e um
pouco mais altos para frangos de corte.

De forma geral verificou-se que tal como acontece no estudo realizado pela EFSA, que a
ampicilina e a tetraciclina sao os antimicrobianos em que os isolados deste estudo exibem maior
resisténcia. Também seguem a mesma logica aquando se verifica a suscetibilidade dos isolados
ao meropenem (100% suscetiveis). Quando se analisa nos diferentes grupo de animais, para
isolados de galinhas o destaque esta para isolados resistentes a ampicilina, ciprofloxacina e acido
nalidixico. Contudo contrariamente ao relatério apresentado pela EFSA, a percentagem de isolados
resistentes ao acido nalidixico é superior aos isolados resistentes a ciprofloxacina. Relativamente
aos isolados de bovinos, o caso muda de figura, sendo que mantém uma percentagem elevada
para a ampicilina, mas neste grupo destacam-se outros antimicrobianos tais como a gentamicina
(quando analisada pelos breakpoints da EUCAST) e a tetraciclina. Tal como ocorre diferencas entre
paises, neste estudo também foi possivel verificar que existe diferencas percentuais na exibicdo
de resisténcia para os diferentes isolados e antimicrobianos. Para a cefotaxima e ceftazidima
também se obteve uma percentagem de exibicdo de resisténcia baixa, mas maior também em
isolados de fezes de bovino. Finalmente para a azitromicina os valores detetados também foram
muito baixos contrariamente aos dados do relatorio, houve maior exibicao de resisténcia em

isolados de galinha do que em isolados de bovinos.
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4.4.4. ISOLADOS MULTIRRESISTENTES

De acordo com Magiorakos ef a/. (2011) para a caracterizar bactérias multirresistentes
(MRD) é necessario que a bactéria apresente uma nao suscetibilidade adquirida a pelo menos um
agente em trés ou mais categorias de antimicrobianos. Assim, dos antimicrobianos em estudo, foi
possivel uma divisao em 10 categorias: aminoglicosideos (gentamicina), carbapenemos
(meropenem), cefalosporinas de 3* e 4° geracdo (cefotaxima e ceftazidima), penicilinas
(ampicilina), quinolonas (ciprofloxacina e acido nalidixico), fenicéis (cloranfenicol), tetraciclinas
(tetraciclina), macrolidos (azitromicina), pirimidinas (trimetoprim), e finalmente, sulfonamidas
(sulfonamidas).

Dos 140 isolados em estudo (de acordo com os dados descritos no anexo D e E), a nivel
global verificou-se que a taxa de 100% suscetivel foi de 7,9% e 20,0 %, para os resistentes de
49,3% e 40% e MRD de 42,9% e 40%, relativamente a EUCAST e CLSI respetivamente. Quando se
distingue os dois grupos de animais em trabalho (bovinos s galinhas) verificou-se que tal como
era esperado apenas se encontrou isolados 100% suscetiveis nos isolados provenientes de fezes
de bovino com 18% (EUCAST) e 45,9% (CLSI). Relativamente ao MRD, os isolados de bovinos
exibiram menos multirresisténcias (24,6% pela EUCAST e 19,7% pela CLSI) que os isolados das
galinhas (57,0% pela EUCAST e 55,7% pela CLSI).

Ao analisar pelo numero de categorias que manifestaram resisténcia, verificou-se que 0s
grupos predominantes sao: 3 categorias e de 5 categorias. Para exibicdo de 7 categorias, apenas
obteve-se um isolado de fezes de galinha. As diferencas entre EUCAST e CLSI sao ligeiras de
acordo com a tabela 23.

Tabela 23: Numero de isolados resistentes a trés ou mais categorias de antibiéticos para serem
considerados multirresistentes

Galinhas Bovinos Galinhas + Bovinos Galinhas + Bovinos (%)

EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST cLsli EUCAST CLsI

3 15 13 8 7 23 20 38,3 35,7
4 7 9 2 1 9 10 15,0 17,9
5 17 17 4 2 21 19 35,0 339
6 5 4 1 2 6 6 10,0 10,7
7 1 0 0 1 1 1,7 1,8
Total 45 44 15 12 60 56 100 100

Conforme na tabela 24, na analise apenas de isolados de bovino, verificou-se que para

Barcelos a exibicao de MRD é superior comparativamente aos isolados de Ponte de Lima. A nivel
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das exploracdes dentro de Barcelos a que se destacou com maior percentagem de MRD foi a L2.
Das trés exploracdes de Barcelos a que obteve menor percentagem de isolados multirresistentes
foi a L4. Finalmente na distincdo entre vacas de lactacdo e novilhas no geral, as novilhas
apresentaram taxas de MRD superior em comparacdo com os isolados provenientes de fezes de
vacas em lactacdo. Quando se compara apenas as exploracdes de Barcelos quanto aos isolados
de vacas de lactacao e isolados de novilhas o aumento percentual é de 17,5 (EUCAST) e de 16,4
(CLSI) para os isolados de novilhas. Ja na tabela 25, verificou-se que nos isolados provenientes de
fezes de galinhas da Beira Litoral e Estremadura e Ribatejo ambas de poedeiras, sdo os isolados
que se caracterizam por ser maioritariamente MRD. Quando se analisa apenas os isolados de
galinhas reprodutoras, o destaque incide sobre os isolados provenientes da Estremadura e
Ribatejo. Verificando apenas o local de recolha, o isolado com maior percentagem de
multirresisténcia incide sobre a Estremadura e Ribatejo, de seguida Beira Interior, e com quase
metade da percentagem a Beira Litoral.

Finalmente verificou-se que de forma geral que as categorias que mais estdo presentes na
representacdo de um isolado multirresistente quando se analisa pela entidade EUCAST séo as
tetraciclinas (93,0%), as penicilinas (82,5%), as sulfonamidas e as fluoroquinolonas (71,9%) e
finalmente as pirimidinas (52,6%). Também pela mesma entidade das 27 combinacdes
encontradas, a mais prevalentes (pelo menos 5 isolados) para os isolados em estudo sao:
penicilinas + fluoroguinolonas + sulfonamidas + tetraciclinas + pirimidinas; penicilinas +
fluoroquinolonas + tetraciclinas; e finalmente penicilina + fluoroquinolonas + sulfonamidas +
tetraciclinas. Onde se obteve pelo menos 3 isolados de fezes de bovino foi na combinacao
aminoglicosideos + sulfonamidas + tetraciclina. Relativamente a entidade CLSI, as categorias
predominantes mantém-se as mesmas, havendo ligeiras diferencas percentuais (tetraciclinas com
92,9%: penicilinas com 85,7%; sulfonamidas com 75%; fluoroquinolonas com 71,4%, e finalmente,
pirimidinas com 53,6%. Quanto as diferentes combinacdes de categorias verificou-se que apenas
existiam 24 combinacdes possiveis, destacando-se com mais de 5 isolados, apenas duas:
penicilinas + fluoroquinolonas + sulfonamidas + tetraciclinas + pirimidinas e penicilinas +
fluoroquinolonas + sulfonamidas+ tetraciclinas.

De acordo com European Medicines Agency (EMA), no relatério de vendas de agentes
antimicrobianos veterinarios em 31 paises europeus em 2017 em Portugal o uso de
antimicrobianos para o uso veterinario sofreu amplas variacdes, ou seja de 2010 a 2012 a

quantidade de antimicrobianos em uso em mg/PCU foi diminuindo (2010 - 177,9/ 2011- 161,8/
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2012- 1569,8), subiu em 2013 e 2014 ( 2013- 187,2/ 2013- 201,6) voltou a diminuir em 2015
(170,3), sobe em 2016 (208,0) e em 2017 atinge o valor mais reduzido em 7 anos com 134,8
mg/PCU. A PCU para cada categoria de animal é calculada multiplicando-se o0 nimero de animais
de criacdo (vacas leiteiras, ovelhas, porcas e cavalos) e animais abatidos (gado, cabras, porcos,
ovelhas, aves, coelhos e perus) pelo peso tedrico o mais provavel hora de tratamento. Dos
antimicrobianos que sao possiveis administrar para tratamento animal, as tetraciclinas,
penicilinas, macrolidos e aminoglicosideos, sao 0s grupos de antimicrobianos mais usados em
Portugal. Finalmente os dados mostraram que € nos porcos que ha uma maior administracao de
antibioticos (344) e de seguida aves e gado (223, e 224) de PCU estimado por 1000 toneladas.

Num estudo elaborado por Barour ef a/. (2019) a 198 isolados de £. coli provenientes de
fezes de bovino verificaram que que 63 isolados (31,82%) eram suscetiveis de todos os antibioticos
usado no estudo, 42 isolados (21,21%) eram resistentes a um antibiotico, 43 isolados (21,72%)
eram resistentes a dois antibioticos, 24 isolados (12,12%) resistentes a trés antibidticos, 26
isolados (13,13%) foram resistentes a mais de trés agentes, e 45 isolados (22,73%) eram MDR

Em relacdo ao nosso estudo, de forma geral é possivel verificar que os isolados
provenientes das fezes de galinhas e bovinos encontram-se com quase o dobro da percentagem
de MRD comparativamente ao Barour ef a/. (2019).

De acordo com o relatério da EFSA, a ocorréncia de isolados MDR é mais comum em
frangos de corte (42,2%) em relacao a bezerros (27,7%). Verificaram também que a ocorréncia de
MRD é superior no sul e leste da Europa. Nos padroes de MRD as categorias mais evidenciadas
foram as tetraciclinas, a penicilinas, sulfonamidas e as pirimidinas. Evidenciaram também que a
resisténcia as quinolonas era comum em isolados de MRD de frangos de corte (78,9%) e bezerros
(28,9%). A ocorréncia frequente destas diferentes categorias em padrdes de isolados MRD,
provavelmente reflete um uso extenso destas substancias ao longo de muitos anos e normalmente
0S genes que estao ligados a estas substancias geralmente estao ligados a elementos genéticos
moveis, resultando numa co-selecao.

Em comparacao ao estudo elaborado verificou-se que tal como pelo relatério elaborado
pela EFSA, os isolados provenientes de fezes de galinha apresentam maior exibicdo de
multirresisténcia em comparacao com isolados provenientes de bovinos. No padrao de isolados
de MRD, além daqueles mencionados como mais caracteristicos pela EFSA, nestes isolados
também foi bastante caracteristico nesse padrao as fluoroquinolonas, destacando-se em isolados

de fezes de galinhas.
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Tabela 24: Percentagens de isolados multirresistentes provenientes de fezes de bovino de acordo com o local de recolha, a exploracdo e o seu tipo

Barcelos Ponte de Lima Barcelos e Ponte de Lima Barcelos
L1 (%/n®) L2 (%/n®) L4 (%/n®) L3 (%/n®) L1+L3+L4 (%/n2) L1+L4 (%/n2)

EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLsI EUCAST CLsI
Suscetivel 35,7 (5) 50,0 (7) 0,0 (0) 182(2) 294() 529(9 53(1) 52,6(10) 22,0 (11) 52,0 (26) 24,0 (6) 68,0 (17)
Resistente 35,7 (5) 21,4 (3) 545(6) 455(5) 529(9) 29,4(5) 789 (15 42,1(8) 58,8 (29) 32.0 (16) 80,0 (20) 44,0 (11)
Multirresistente 28,6 (4) 28,6 (4) 455(5) 364((4) 176(3) 17,6(3) 158(3) 53(1) 20.0 (10) 16,0 (8) 28,0 (7) 20,0 (5)

Molresisente (EGAQ 2 % ELoAST 1535 EUoAST |

Vacas de lactacao Novilhas Vacas em lactacao Vacas de lactacao Vacas em lactacao Vacas em lactacao

Tabela 25: Percentagens de isolados multirresistentes provenientes de fezes de galinha de acordo com o local de recolha e o seu tipo

Beira Litoral (%/n2)

Beira Interior (%/n2)

Estremadura e Ribatejo (%/n2)

EUCAST CLSI EUCAST CLsI EUCAST CLSI EUCAST CLsI EUCAST CLsI EUCAST CLsI
Suscetivel 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Resistente 69,2 (9 6929 7,1(1) 7,1(1) 688(11) 68,8(11) 35,0 (7) 35,0 (7) 40,0 (6) 46,7 (7) 0,0 (0) 0,0 (0)
Multirresistente 30,8(4) 30,8(4) 929(13) 92,9(13) 31,3(5) 31,3 (9) 65,0 (13) 65,0 (13) 60,0 (7) 53,3 (8) 100,0 (1) 100,0 (1)
Muttirresistente (REGIAO) 23,3% (EUCAST e CLSI) 50% (EUCAST e CLS)) e oar
Reprodutoras Poedeiras Reprodutoras Poedeiras Reprodutoras Poedeiras
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4.4.5. SUBPOPULACOES

Ao longo da realizacdo dos antibiogramas, foram encontradas algumas subpopulacdes
resistentes aos antimicrobianos testados. Os isolados que apresentaram estas caracteristicas
foram: LO4VIPIC2 (AMP e NA), L04V14 (AMP), LO4V17 (AMP, COX, NA, CIPRO) e A23 (AMP).
Apds a realizacdo de uma selecao desses isolados para os diferentes antimicrobianos, ou seja, s6
0S mais resistentes é que irdo sobreviver as altas concentracdes do antimicrobiano e realizado
novo teste de suscetibilidade por difusdo em disco verificou-se que conforme o isolado inicial para
LO4V9P1C2 tanto para as subpopulacdes de ampicilina como para as subpopulacdes de acido
nalidixico apresentaram exibicdo de resisténcia a ampicilina. As subpopulacdes do acido nalidixico
ndo se apresentaram resistente a esse antimicrobiano, e finalmente as subpopulacdes de
ampicilina apresentaram exibicdo de resisténcia a cefotaxima, ciprofloxacina e gentamicina (E), e
exibicdo intermediaria ao acido nalidixico. Para o LO4V14 as diferencas encontradas entre o isolado
inicial e a subpopulacdo foi a exibicdo de resisténcia a ampicilina e a perda de exibicdo de
resisténcia a gentamicina (categoria R — EUCAST; categoria | — CLSI). Para o isolado L04V17,
verificou-se que as subpopulacdes de COX, NA e CIPRO exibiram resisténcia a ampicilina,
cefotaxima, ceftazidima, acido nalidixico, ciprofloxacina, sulfonamidas, tetraciclina, trimetoprim e
gentamicina (E) e apenas para o LO4V17 CIPRO gentamicina (C). Para LO4V17 AMP apenas se
verificou exibicdo de resisténcia para a ciprofloxacina (categoria R), acido nalidixico (categoria l) e
Gentamicina (E) (categoria R). Finalmente para o isolado E23 AMP verificou-se que de acordo com
o inicial, exibiu resisténcia a ampicilina, a cefotaxima e gentamicina (E), e perdeu a exibicdo de
resisténcia para a ciprofloxacina. Apesar de continuar a ter exibicdo de resisténcia para o acido
nalidixico, esta subpopulacdo ndo se encaixa na categoria R tal como a inicial, mas sim na

categoria |.

4.4.6. GENES DE RESISTENCIA
A partir dos isolados que exibiram resisténcia (LO2V2C2, LO2V17, LO4VIP1C2 AMP,
LO4V16P1C3, LO4V17 COX, A5, Alb, E23 AMP e E29) (categoria R ou I) para a cefotaxima e
ceftazidima, verificou-se quais os genes de resisténcia encontrados para ESBL e AmpC. Nenhum
dos isolados manifestou os genes estudados para AmpC. Ja para ESBL, detetou-se apenas o gene
blaTem e o b/laCTX-M, como se pode ver na figura 25, com excecado dos isolados de LO2V2C2 e

LO4V16PIC3 onde nao foi atribuido nenhum gene em estudo.
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Figura 25: Perfis obtidos em gel de 2% agarose dos produtos de genes de resisténcia a ESBL
por PCR multiplex. Linha 1 - Marcador de Peso Molecular V (1000 bp): Linha 2 - 3: Perfis obtidos
das estirpes de controlo: H/aTEM, 6/aCTX-M e b/aSHV respetivamente; Linha 4-11: Perfis obtidos
de isolados; e Linha 12 - controlo negativo.

Um estudo elaborado por Borzi (2019), onde pretendia caracterizar a £. coli proveniente
de galinhas, verificaram que dos 21 isolados consideradas APEC, foram encontrados 5 isolados
portadores do gene b/aTEM e 2 isolados com b/aSHV. O facto de alguns isolados serem portadores
de genes ESBL é preocupante visto o potencial de transmissao de isolados ESBL entre humanos
e outras espécies.

Num estudo elaborado por Palmeira (2018), onde analisaram a presenca de isolados
multirresistentes e genes de resisténcia de ESBL de bovinos saudaveis verificaram que que 66,5%
dos bovinos analisados estavam colonizados por bacilos de Gram negativos resistentes aos
antibioticos. Foi ainda detetado que 18,3% dos animais albergavam pelo menos um isolado de
Enterobacteriaceae produtora de ESBL (73 isolados no total e 71 estes correspondiam a £. col),
apresentando perfil de resisténcia a cefotaxima superior que a de ceftazidima. As ESBL detetadas
foram do tipo das CTX-M e SHV. A presenca de £. coli produtoras de ESBL nas fezes dos bovinos
como colonizador intestinal nao é algo novo, existem diversos estudos que relatam, sendo que
cada vez sdo mais reportadas como agentes patogénicos MDR responsaveis por graves infecoes

humanas ao redor do mundo (Palmeira, 2018).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Conhecer o ambiente em que os animais de domesticacao para producao de alimentos se
encontram € um fator importante para permitir ndo s6 a qualidade de alimento para os seres
humanos, assim como proporcionar uma qualidade de vida aos varios animais, € por sua vez,
evitar que ocorram contaminacdes ambientais e levar a problemas de saude publica. Fazer um
estudo da diversidade de microrganismos das fezes dos animais, desde caracteristicas fenotipicas,
genotipicas, resisténcia a antibioticos permite-nos verificar se nas diferentes exploracdes de gado
ou aves ha a presenca de estirpes altamente patogénicas e estirpes altamente resistentes a
diferentes antimicrobianos que ao longo das vidas destes animais sdo administrados.

O estudo de fezes de animais saudaveis também é importante, pois permite-nos uma maior
obtencao e caracterizacdo de estirpes comensais, ou seja, permite-nos principalmente aferir as
resisténcias a antimicrobianos, que mesmo ndo provocando maleficios ao animal, poderdo
transmitir genes de resisténcia a estirpes patogénicas levando a problemas maiores. O estudo de
fezes também se torna relevante pois o estrume pode levar a uma disseminacdo de
microrganismos resistentes no ambiente ou de genes resistentes que podem ser passados inter-
espécie, o que pode levar a chegada destes a casa das pessoas e por sua vez ao microbioma
humano.

Neste estudo o grupo filogenético predominante é o B1 que corresponde a £. coli comensais
ou patogénicas DEC. A diversidade de isolados de fezes de galinha no respeitante aos grupos
filogenéticos é diferente conforme a regido de proveniéncia e conforme o tipo de bando. Verificou-
se gue na mesma amostra poderiam existir isolados pertencentes a filogrupos diferentes. O
filogrupo predominante nos isolados provenientes de bovinos foi diferente conforme a origem /
exploracdo. Quanto aos patotipos DEC n&o foram encontrados os genes. Os isolados provenientes
de fezes de galinha apresentaram um maior indice de resisténcias aos diferentes antimicrobianos
estudados. Foram encontrados isolados multirresistentes provenientes das fezes de ambos
animais, assim como isolados portadores de genes de ESBL tanto nos isolados provenientes de
fezes de bovino como de fezes de galinha. E importante enfatizar a necessidade de uma
harmonizacao entre a EUCAST e a CLSI para as tomadas de decisdes, e para que os resultados a
nivel mundial possam ser comparaveis sem margens de erro.

Apds uma implementacao de métodos para caracterizacao fenotipica e genotipica da £. col;
seria importante dar continuidade a este estudo de forma mais massiva para obtencdo de mais
conhecimento sobre toda a microbiologia envolvida nas exploracdes portuguesas de bovinos e de

76



CAPITULO V
CONSIDERACOES FINAIS

aves. Ou seja, a possibilidade de recolha de fezes destes animais de outras zonas do pais, e com
um maior numero de isolados; e a obtencdo de fezes de animais saudaveis e animais nao
saudaveis para possivel comparacao entre as estirpes patogénicas DEC, e estirpes comensais
DEC. Seria também relevante o estudo nao sé de fezes de bovinos leiteiros mas também bovinos
para alimentacao e finalmente o estudo de isolados clinicos e comparar entre a £. coli patogénica
animal e a £.coli patogénica clinica.

Também seria importante numa fase seguinte a elaboracdo do MLST para os isolados onde
nao foram possiveis serem caracterizados num grupo filogenético; obter controlos positivos para
avaliar os isolados no patotipo DAEC, assim como avaliar os isolados quanto a sua patogenicidade

fora do intestino.
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ANEXO A- Isolados utilizados no estudo. Proveniéncia e resultados aos testes

fenotipicos realizados

Identificacao Lgoec:g“rza,afff: ::iigl: :; Tipo F::lzzr:;?& g:o hemodlise Indol
LO1V1 Barcelos Bovino Lactacéo + + +
LO1vV3 Barcelos Bovino Lactacédo + +
LO1v4 Barcelos Bovino Lactacédo + + +
LO1V6 Barcelos Bovino Lactacéo + + +
LO1v7 Barcelos Bovino Lactacédo + + +
LO1V8 Barcelos Bovino Lactacéo + + +
LO1V9 Barcelos Bovino Lactacédo + + +

LO1V10 Barcelos Bovino Lactacéo + + +
LO1V1l Barcelos Bovino Lactacéo + + +
LO1vV12 Barcelos Bovino Lactacédo + + +
LO1V13 Barcelos Bovino Lactacéo + + +
LO1vV17 Barcelos Bovino Lactacédo + + -
LO1V18 Barcelos Bovino Lactacéo + + +
LO1V20 Barcelos Bovino Lactacédo + + +
LO2V1P5C4 Barcelos Bovino Lactacédo + + +
Lo2v2Cc2 Barcelos Bovino Lactacéo + + +
Lo2v7 Barcelos Bovino Lactacédo + + +
LO2V8 Barcelos Bovino Lactacéo + + +
LO2V11P1 Barcelos Bovino Lactacao + + +
LO2V13 Barcelos Bovino Lactacao + + +

LO2V14P3C3 Barcelos Bovino Lactacao + + +

LO2V15P5C6 Barcelos Bovino Lactacédo + + +
LO2V17 Barcelos Bovino Lactacao + + +
LO2v18 Barcelos Bovino Lactacao + + +

LO2V20P1C6 Barcelos Bovino Lactacao + + +
LO3V1 Ponte de Lima Bovino Lactacao + + +
LO3vV2 Ponte de Lima Bovino Lactacédo + + +
LO3V3 Ponte de Lima Bovino Lactacao + + +
LO3v4 Ponte de Lima Bovino Lactacao + + +
LO3V5 Ponte de Lima Bovino Lactacao + + +
LO3V6 Ponte de Lima Bovino Lactacéo + + +

LO3V7PIC9 Ponte de Lima Bovino Lactacao + + +
LO3V8 Ponte de Lima Bovino Lactacao + + +
LO3V9 Ponte de Lima Bovino Lactacéo + + +

LO3V11 Ponte de Lima Bovino Lactacao + + +
LO3V12 Ponte de Lima Bovino Lactacéo + + +
LO3V13 Ponte de Lima Bovino Lactacao + + +
LO3V14 Ponte de Lima Bovino Lactacéo + + +
LO3V15 Ponte de Lima Bovino Lactacéo + + +
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LO3V16 Ponte de Lima Bovino Lactacédo + + +
LO3V17 Ponte de Lima Bovino Lactacéo + + +
LO3V18 Ponte de Lima Bovino Lactacédo + + +
LO3V19 Ponte de Lima Bovino Lactacéo + + +
LO3V20 Ponte de Lima Bovino Lactacéo + + +
LO4V1 Barcelos Bovino Novilhas + +++ +
LO4V2 Barcelos Bovino Novilhas + +++ +
LO04vV3 Barcelos Bovino Novilhas + +++ +
LO4V4 Barcelos Bovino Novilhas + + +
LO4V6 Barcelos Bovino Novilhas + + +
LO4V7P5C1 Barcelos Bovino Novilhas + + +
LO4VIP1C2 Barcelos Bovino Novilhas + + +
LO04vV12 Barcelos Bovino Novilhas + + +
LO4V13 Barcelos Bovino Novilhas + +++ +
LO4vV14 Barcelos Bovino Novilhas + +++ +
LO4V15 Barcelos Bovino Novilhas + +++ +
L04V16P2C1 Barcelos Bovino Novilhas + + +
L04v17 Barcelos Bovino Novilhas + +++ +
L04V19P2C8 Barcelos Bovino Novilhas + + +
LO4V7P5C3 Barcelos Bovino Novilhas + + +
LO4VI9P1C3 Barcelos Bovino Novilhas + + +
LO4V16P1C3 Barcelos Bovino Novilhas + + +
1 Leiria Galinhas Poedeiras + + +

amp
4 Viseu Galinhas Poedeiras + + +

amp
5 Viseu Galinhas Reprodutoras + + +

amp
8 Viseu Galinhas Poedeiras . . .

amp
10 Viseu Galinhas Poedeiras . . .

amp
12 Leiria Galinhas Poedeiras . . .

amp
15 Nav Galinhas Reprodutoras . . .

amp
19 Leiria Galinhas Reprodutoras . . .

amp
20 Leiria Galinhas Reprodutoras . . .

amp
21 Leiria Galinhas Reprodutoras . . .

amp
23 Viseu Galinhas Poedeiras . . .

amp
24 Lishoa Galinhas Poedeiras . . .

amp
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25 Coimbra Galinhas Reprodutoras . . .
amp

26 Coimbra Galinhas Reprodutoras . .
amp

27 Coimbra Galinhas Reprodutoras . .
amp

28 Coimbra Galinhas Reprodutoras . .
amp

29 Leiria Galinhas Poedeiras . . .
amp

30 Leiria Galinhas Poedeiras . . .
amp

33 DAVR Galinhas Reprodutoras . N .
amp

34 DAVR Galinhas Reprodutoras . N .
amp

37 DAVR Galinhas Reprodutoras . N .
amp

38 Leiria Galinhas Poedeiras . N .
amp

39 Leiria Galinhas Poedeiras . N .
amp

40 Leiria Galinhas Poedeiras . . .
amp

a1 Viseu Galinhas Reprodutoras . . .
amp

42 Viseu Galinhas Reprodutoras . . .
amp

43 Viseu Galinhas Reprodutoras . . .
amp

a4 Viseu Galinhas Reprodutoras . . .
amp

45 Viseu Galinhas Reprodutoras . . .
amp

46 Viseu Galinhas Reprodutoras . . .
amp

a7 Viseu Galinhas Reprodutoras . . .
amp

48 Viseu Galinhas Poedeiras . .
amp

49 Viseu Galinhas Poedeiras . . .
amp

51 Viseu Galinhas Reprodutoras + +
amp

53 Gouveia Galinhas Poedeiras . N .
amp

54 Gouveia Galinhas Poedeiras . N .
amp

55 Gouveia Galinhas Poedeiras . N .
amp

» Galinhas Poedeiras

1 Leiria + + +

enro
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2 Catelo Branco Galinhas Poedeiras . . .
enro

4 Viseu Galinhas Poedeiras + + +
enro

5 Viseu Galinhas Reprodutoras . . .
enro

6 Viseu Galinhas Reprodutoras . . .
enro

8 Viseu Galinhas Poedeiras . . .
enro

9 Viseu Galinhas Poedeiras . . .
enro

11 Leiria Galinhas Poedeiras . N .
enro

12 Leiria Galinhas Poedeiras . N .
enro

14 Nav Galinhas Reprodutoras . N N
enro

15 Nav Galinhas Reprodutoras . N N
enro

16 Nav Galinhas Reprodutoras . N N
enro

17 Nav Galinhas Reprodutoras . . .
enro

18 NAV Galinhas Reprodutoras . . .
enro

19 Leiria Galinhas Reprodutoras . . .
enro

20 Leiria Galinhas Reprodutoras . . .
enro

21 Leiria Galinhas Reprodutoras . . .
enro

22 Viseu Galinhas Reprodutoras . . .
enro

23A Viseu Galinhas Poedeiras + + +
enro

25 Coimbra Galinhas Reprodutoras . . .
enro

26 Coimbra Galinhas Reprodutoras . . .
enro

27 Coimbra Galinhas Reprodutoras . . .
enro

28 Coimbra Galinhas Reprodutoras . N .
enro

29 Leiria Galinhas Poedeiras + + +
enro

32 DAVR Galinhas Reprodutoras . N .
enro

33 DAVR Galinhas Reprodutoras . N .
enro

34 DAVR Galinhas Reprodutoras . N .
enro
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35 DAVR Galinhas Reprodutoras . . .
enro

36 DAVR Galinhas Reprodutoras . . .
enro

37 DAVR Galinhas Reprodutoras . . .
enro

39 Leiria Galinhas Reprodutoras . . .
enro

a1 Viseu Galinhas Reprodutoras . . .
enro

42 Viseu Galinhas Reprodutoras . . .
enro

43 Viseu Galinhas Reprodutoras . N .
enro

a4 Viseu Galinhas Reprodutoras . N .
enro

46 Viseu Galinhas Reprodutoras . N .
enro

a7 Viseu Galinhas Reprodutoras . N .
enro

50 Viseu Galinhas Reprodutoras . N .
enro

51 Viseu Galinhas Reprodutoras . . .
enro

59 NAVG Galinhas Poedeiras . . .
enro

60 NAVG Galinhas Poedeiras . . .
enro

61 Aveiro Galinhas Poedeiras . . .
enro
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ANEXO B- Resultados dos isolados de E. coli para os genes ... e correspondente
grupo filogenético.

GENES FILOGRUPOS

Origem Identificacdo  arpA  ChuA yjaA TSPE4.C2 arpAgpE trpA Filogrupo
Bovino LO1V1 + - - + X X Bl
Bovino LO1V3 + - + + X X Confirmar MLST
Bovino LO1v4 + - - + X X Bl
Bovino LO1V6 + - - + X X Bl
Bovino LO1v7 + - - + X X Bl
Bovino LO1V8 + - - + X X Bl
Bovino LO1V9 + - - + X X Bl
Bovino LO1V10 + - - + X X Bl
Bovino LO1V11 + - - + X X Bl
Bovino LO1V12 + - - + X X Bl
Bovino LO1V13 + - - + X X Bl
Bovino LO1V17 + - - + X X Bl
Bovino LO1V18 + - - + X X Bl
Bovino LO1V20 + - - + X X Bl
Bovino LO2V1P5C4 + - + + X X Confirmar MLST
Bovino LO2v2C2 + - - + X X Bl
Bovino Lo2v7 + - + - X - A
Bovino LO2v8 + - - + X X Bl
Bovino LO2V11P1 + - + + X X Confirmar MLST
Bovino LO2V13 + - + + X X Confirmar MLST
Bovino LO2V14P3C3 + - - + X X Bl
Bovino LO2V15P5C6 + - - + X X Bl
Bovino LO2v17 + - + - X - A
Bovino LO2V18 + - + - X - A
Bovino LO2V20P1C6 + - + - X - A
Bovino LO3V1 + - + - X - A
Bovino LO3V2 + - - - X X A
Bovino LO3V3 + - + - X - A
Bovino LO3v4 + - - + X X Bl
Bovino LO3V5 + - - + X X Bl
Bovino LO3V6 + - - + X X Bl
Bovino LO3V7PIC9 + - + X X Bl
Bovino LO3V8 + - + - X - A
Bovino LO3V9 + - - X X A
Bovino LO3V11 + - + - X - A
Bovino LO3v12 + + + - - X Clade |
Bovino LO3V13 + - + - X - A
Bovino LO3v14 + - - + X X Bl
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Origem Identificacdo  arpA  ChuA yjaA TSPE4.C2 arpAgpE trpA Filogrupo
Bovino LO3V15 + - + - X - A
Bovino LO3V16 + - + - X - A
Bovino LO3V17 + - + - X - A
Bovino LO3V18 + - + - X - A
Bovino LO3V19 + - + - X - A
Bovino LO3V20 + - - X X A
Bovino L04v1 + - + X X Bl
Bovino L04v2 + - + X X Bl
Bovino L04v3 + - + X X Bl
Bovino LO4v4 + - + + X X Confirmar MLST
Bovino LO4V6 + - + + X X Confirmar MLST
Bovino LO4V7P5C1 + - + X X Bl
Bovino LO4VIP1C2 + - + X X Bl
Bovino LO4V12 + - + X X Bl
Bovino LO4V13 + - + X X Bl
Bovino LO4V14 + - + X X Bl
Bovino LO4V15 + - + X X Bl
Bovino L04V16P2C1 + - + X X Bl
Bovino LO4V17 + - + X X Bl
Bovino LO4V19P2C8 + - + X X Bl
Bovino LO4V7P5C3 + - + X X Bl
Bovino LO4V9P1C3 + - + X X Bl
Bovino LO4V1eP1C3 + - + + X X Confirmar MLST
Galinhas amp 1 + - + X X A
Galinhas amp 4 + - + X X A
Galinhas amp 5 + + + - + X E
Galinhas amp 8 + - + X X Bl
Galinhas amp 10 + - + X X A
Galinhas amp 12 + - + X X Bl
Galinhas amp 15 + - + X X Bl
Galinhas amp 19 + - - X X Bl
Galinhas amp 20 + - + - X - A
Galinhas amp 21 + - - X X A
Galinhas amp 23 + - + X X A
Galinhas amp 24 + + + - X - A
Galinhas amp 25 + - - X X A
Galinhas amp 26 + - - X X A
Galinhas amp 27 + - + - X - A
Galinhas amp 28 + - + - X - A
Galinhas amp 29 + - - X X Bl
Galinhas amp 30 + - + X X B1
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Origem Identificacdo  arpA  ChuA yjaA TSPE4.C2 arpAgpE trpA Filogrupo
Galinhas amp 33 + - - + X X B1
Galinhas amp 34 + - - + X X B1
Galinhas amp 37 + - - + X X B1
Galinhas amp 38 + - + + X X Confirmar MLST
Galinhas amp 39 + - - + X X Bl
Galinhas amp 40 + - - + X X Bl
Galinhas amp 41 + - - + X X Bl
Galinhas amp 42 + - - + X X Bl
Galinhas amp 43 + - - + X X Bl
Galinhas amp 44 + - - + X X Bl
Galinhas amp 45 + - - + X X Bl
Galinhas amp 46 + - - + X X Bl
Galinhas amp 47 + - - + X X Bl
Galinhas amp 48 + + + - + X E
Galinhas amp 49 + - - + X X Bl
Galinhas amp 51 + - - - X X A
Galinhas amp 53 + - + - X - A
Galinhas amp 54 + - - + X X Bl
Galinhas amp 55 + - - + X X Bl
Galinhas enro 1 + + - - - X D
Galinhas enro 2 + - - + X X Bl
Galinhas enro 4 + - - + X X Bl
Galinhas enro 5 + - + X X Bl
Galinhas enro 6 + - - + X X Bl
Galinhas enro 8 + - - + X X Bl
Galinhas enro 9 + - - + X X Bl
Galinhas enro 11 + - + X X Bl
Galinhas enro 12 + + - + + X E
Galinhas enro 14 + - - + X X Bl
Galinhas enro 15 + - - + X X Bl
Galinhas enro 16 + - - + X X B1
Galinhas enro 17 + - - + X X Bl
Galinhas enro 18 + - - + X X Bl
Galinhas enro 19 + - - + X X Bl
Galinhas enro 20 + - - + X X Bl
Galinhas enro 21 + - - + X X Bl
Galinhas enro 22 + - - + X X Bl
Galinhas enro 23A + - - + X X Bl
Galinhas enro 25 + - - + X X Bl
Galinhas enro 26 + - - + X X Bl
Galinhas enro 27 + - - + X X Bl
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Origem Identificacdo  arpA  ChuA yjaA TSPE4.C2 arpAgpE trpA Filogrupo
Galinhas enro 28 + - - + X X Bl
Galinhas enro 29 + - - + X X Bl
Galinhas enro 32 + - - + X X Bl
Galinhas enro 33 + - - + X X Bl
Galinhas enro 34 + - - + X X Bl
Galinhas enro 35 + - - + X X Bl
Galinhas enro 36 + - - + X X Bl
Galinhas enro 37 + - - + X X Bl
Galinhas enro 39 + - - + X X Bl
Galinhas enro 41 + - - + X X Bl
Galinhas enro 42 + - - + X X Bl
Galinhas enro 43 + - - + X X B1
Galinhas enro 44 + - - + X X Bl
Galinhas enro 46 + - - + X X Bl
Galinhas enro 47 + - - + X X Bl
Galinhas enro 50 + - - + X X Bl
Galinhas enro 51 + - - + X X Bl
Galinhas enro 59 + - + - - A
Galinhas enro 60 + - - + X X Bl
Galinhas enro 61 + - - - X X A
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ANEXO C- Medicoes dos halos de inibicao para os diferentes antimicrobianos em estudo, conforme as duas entidades (EUCAST e
CLSI)

Origem Identificacio AMP AMP AZM COX CZD NA CIP CIP CHL CHL GMN GMN MEM MEM S TE TRM TRM
(E) (C) () (B) (€) (| (© EB (© (E) (C) (E) €@ © © ® ©
Bovino LO1V1 23S 23S 27S 29S 27§ 31S 43S 43S 31S 31S 19SS 19SS 39S 39S 26S 258 27S 27S
Bovino LO1V3 228 228 37S 33S 30S OR OR OR 11R 11R 13R 131 41S 41S OR 8R OR OR
Bovino LO1v4 24S 24S 29SS 31S 28S 25S 45S 45§ 32S 32S 18S 18S 35S 35S 25S 258 23S 23S
Bovino LO1V6 OR OR 31S 33S 30S 28S 39S 39S 31S 31S 20S 20S 39S 39S OR OR 31S 31S
Bovino LO1v7 29S 29S 33S 33S 33S 31S 45S 45S 33S 33S 20S 20S 37S 37S OR OR 33S 33S
Bovino LO1V8 OR OR 19§ 21S 29S8 28S 43S 43S 35S 358 20S 20S 39S 39S OR 141 338 33S
Bovino LO1V9 278 27S 31S 33S 31S 25S 45S 45§ 31S 31S 20S 20S 33S 33S 23S 25S 31S 31S
Bovino LO1V1O 285 288 24S 29S 31S 33S 45S 45§ 37S 378 18S 18S 35S 358 23S 28S 31S 31S
Bovino LO1VI1 29S8 29§ 258 31S 31S 33S 51S 51S 338 33 18S 18S 35S 358 24S 28S 27S 27S
Bovino LO1V12 24S 24s 31S 31S 28S 29S 43S 43S 29SS 29SS 18S 18S 41S 41S 151 258 27S 278§
Bovino LO1V13 225 22S 26S 25S 23S 24S 34S 34S 25§ 258 16R 16S 36S 36S 20S 22S 29S8 29S
Bovino LO1V17 24S 245 288 26S 27S 27S 42S 428 25§ 25S 16R 16§ 35S 35S 28S 248 29S8 298§
Bovino LO1V18 OR OR 26S 24S 24S 24S 36S 36S 29SS 29S8 16R 16S  34S 34 OR 9R 26S 26S
Bovino LO1v20 23S 23S 23S 278 255 24S 35S 35S 26S 26S 15R 151 34S 34S 22S 228 29§ 298§
Bovino LO2V1P5C4 OR OR 30S 28S 28S 29S 38S 38S 28S 28S 16R 16S 36S 36S 21S OR 34S 34S
Bovino LO2v2C2 44S 44S OR 22S 13R OR 30S 30S 26S 26S 20S 20S 34S 348 32S 22S 23S 23S
Bovino LO2v7 25§ 258 248 328 29SS 27S 36S 36S 328 32S 16R 16S 35S 35S 16l 21S 328 328
Bovino LO2V8 23S 23S 22S 30S 258 27S 36S 36S 28S 28S 15R 151 34S 348 22S 23S 30S 30S
Bovino LO2V11P1 22S 228 2458 29SS 26S 26S 34S 34S 28S 28S 16R 16S 32S 32S 24S 24S 29SS 298§
Bovino LO2V13 OR OR 27S 28S 30S 31S 34S 34S 26S 26S 15R 151 34S 34S 18S OR 30S 30S
Bovino LO2V14P3C3 21S 21S 228 22S 23S 28S 34S 34S 30S 30S 16R 16S 32S 328 19S 23S 27S 27S
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Origem Identificacio AMP AMP AZM COX CZD NA CIP CIP CHL CHL GMN GMN MEM MEM S TE TRM TRM
(E) (C) () (B) (€) (| (© EB (© (E) (C) (E) €@ © © ® ©
Bovino LO2v15P5C6  21S 21S 228 25S 24S 22S 40S40S 26S 26S 14R 141 37S 37S 24S 22S 27S 27S
Bovino LO2V17 OR OR 22§ OR 18R 21S 28S 28S OR OR 21S 21S 34S 34S OR OR OR OR
Bovino LO2V18 OR OR 24S 26S 27S 24S 38S 38S 32S 32S 21S 21S 32S 328 30S OR 32S 32S
Bovino LO2V20P1C6 OR OR 30S 28S 29SS 161 26S 26S 34S 348 21S 21S 36S 36S OR OR OR OR
Bovino LO3V1 24S 24S 28S 28S 268 24S 32S 32S 26S 26S 16R 16S 38S 388 21S 19SS 28S 28S
Bovino LO3Vv2 21S 21S 258 26S 26S 23S 40S 40S 26S 26S 16R 16S 32S 328 23S 21S 21S 21S
Bovino LO3V3 24S 24S 29SS 28S 27S 25§ 36S 36S 27S 27S 16R 16S 36S 368 25S 22S 248 24S
Bovino LO3v4 OR OR 26S 27S 27S 181 36S 36S OR OR 16R 16S 34S 34S OR OR 24S 24S
Bovino LO3V5 24S 24S 26S 30S 28S 26S 31S 31S 27S 27§ 16R 16S 30S 30S 22S 21S 228 22S
Bovino LO3Ve 23S 23S 24S 26S 258 21S 30S 30S 26S 26S 16R 16S 25S 258 151 131 23S 23S
Bovino LO3V7PICY 265 25S 28S 30S 29SS 26S 30S 30S 26S 26S 16R 16S 34S 34S 21S 22S 23S 23S
Bovino LO3V8 24S 24S 28S 29S 258 27S 34S 34S 27S 27S 15R 151 40S40S 22S 23S 24S 24S
Bovino LO3V9 23S 23S 1858 30S 27S 22S 46S 46S 285 28S 16R 16S 34S 34S 258 19§ 20S 20S
Bovino LO3VI1 23S 23S 18S 31S 30S 24S 32S 32S 27S 27S 16R 16S 34S 348 26S 16S 24S 24S
Bovino LO3V12 24S 24 26S 31S 29SS 25S 30S 30S 26S 26S 16R 16S 38S 38S 20S 21S 28S 288
Bovino LO3V13 OR OR 2258 30S 27S 26S 36S 36S 33S 338 O9R 9R 34S  34S 255 25S 29S 29§
Bovino LO3v14 228 228 26S 27S 27§ 26S 32S 32S 28S 28S 16R 16S 34S 34S OR OR 29S8 29S
Bovino LO3V15 23S 23S 24S 28§ 27S 28S 36S 36S 30S 30S 17S 17S 36S 36S 20S 228 29S8 298§
Bovino LO3V16 23S 23S 24S 27S 26S 25§ 30S 30S 27S 27S 15R 151 39S 39S 22S 21S 23S 23S
Bovino LO3V17 24S 245 245 26S 26S 26S 36S 36S 28S 28S 16R 16S 26S 26S 24S 21S 248 248§
Bovino LO3V18 23S 23S 23S 27S 258 27S 36S 36S 30S 30S 15R 151 37S 378 23S 22S 24S 24S
Bovino LO3V19 OR OR 26S 30S 28S 21S 34S 34S 26S 26S 7R 7R 38S 38S 23S 23S 26S 26S
Bovino LO3V20 21S 21S 288 28§ 2558 23S 38S 38S 29SS 29SS 15R 151 28S 28S 21S 21S 20S 20S
Bovino LO4V1 24S 24S 22S 29S 27§ 21S 34S 34S 26S 26S 13R 131 32S 328 258 22S 27S 27S
Bovino LO4V2 22S 228 23S 288 27S 25S 29SS 29SS 26S 26S 14R 16S 34S 34S 28S 24S 27S 278§
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Origem  Identificagio AMP AMP AZM COX CZD NA CIP CIP CHL CHL GMN GMN MEM MEM S TE TRM TRM
(E) (C) () () (¢) () (C) (E) () (E) () (E) () € © (® ()
Bovino L04V3 21S 21S 20S 26S 26S 255 30S 30S 29S 29S 16R 16S 34S 34S 255 21S 255 258
Bovino L04V4 24S 24S 27S 30S 29S 255 34S 34S 32S 32S 15R 151 30S 30S OR 21S OR OR
Bovino L04V6 24S 245 24S 30S 28S 30S 34S 34S 26S 26S 17S 17S 34S 34S OR 255 OR OR
Bovino LOAV7PSC1 225 225 30S 31S 29S 30S 40S40S 29S 29S 16R 16S 30S 30S 255 22S 295 29
Bovino LOAVOPIC2  24S 24S 255 32S 30S 28S 42S 42S 325 325 20S 20S 40S40S 26S 26S 325 328
Bovino L04V12 20S 20S 26S 28S 26S 24S 35S 35S 30S 30S 16R 16S 40S40S 21S 255 26S 26S
Bovino L04V13 185 18S 145 25S 24S 27S 34S 34S 28S 28S 15R 151 34S 34S 24S 21S 26S 265
Bovino L04V14  21S 21S 21S 30S 29S 23S 28S 285 25S 255 14R 141 32S 32S 27S 21S 24S 24S
Bovino LO4V15 225 22S 16S 28S 27S 26S 32S 325 26S 26S 16R 16S 28S 28S 24S 141 24S 24S
Bovino LO4V16P2C1  24S 24S 25S 28S 28S 26S 38S 38S 255 255 15R 151 36S 36S OR OR 28S 28S
Bovino L04V17 24S 245 19S 29S 28S 27S 42S 425 29S 29S 19SS 19S 34S 34S 24S 24S 27S 278
Bovino LOAVIOP2C8 21S 21S 26S 27S 27S 27S 40S40S 30S 30S 20S 20S 34S 34S 23S 23S 26S 265
Bovino LO4V7P5C3  21S 21S 24S 29S 29SS 28S 38S 38S 30S 30S 17S 175 30S 30S 21S 21S 30S 30S
Bovino LOAVOPIC3  20S 20S 22S 26S 26S 30S 40S40S 28S 28S 175 17S 32S 325 225 22S 26S 268
Bovino L04V16P1IC3  17S 17S 16S 23S 201 29S 40S40S 27S 27S 16R 16S 35S 35S OR OR OR OR
Galinhas amp 1 OR OR 19SS 31S 31S 26S 36S 36S 27S 27S 22S 22S 32S 32S 141 275 26S 26S
Galinhas amp 4 OR OR 13S 30S 28S 29S8 27S 27S 27S 27S 24S 24S 36S 36S 26S OR 23S 23S
Galinhas amp 5 OR OR 23S 31S 201 OR 14R 14R 27S 275 22S 22S 34S 34S OR 9R OR OR
Galinhas amp 8 OR OR 258 33S 29S OR 28S 28S 12R 12R 22S 22S 325 32S OR OR OR OR
Galinhas amp 10 OR OR 20S 30S 29S 24S 29S 295 22S 225 21S 21S 30S 30S 24S 255 23S 23S
Galinhas amp 12 OR OR 20S 29S 28S 258 32S 328 27S 27S 21S 21S 32S 32S 26S OR 24S 24S
Galinhas amp 15 OR OR 20S 30S 201 20S 27S 275 28S 28S 25S 25S 34S 34S 27S OR 25S 258
Galinhas amp 19 OR OR 18S 29S 24S OR 13R 13R 255 255 23S 23S 35S 35S 20S OR OR OR
Galinhas amp 20 OR OR 14S 20S 28S 26S 30S 30S 23S 23S 20S 20S 34S 34S 255 OR OR OR
Galinhas amp 21 OR OR 18S 29S 30S OR 325 325 21S 21S 21S 21S 30S 30S 19S OR 20S 20S
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(E) (C) () () (¢) () (C) (E) () (E) () (E) () € © (® ()

Galinhas amp 23 OR OR 18S 255 24S 24S 30S 30S 24S 24S 20S 20S 31S 31S 24S 23S 225 22§
Galinhas amp 24 OR OR 20S 325 30S 225 28S 28S 255 255 21S 21S 34S 34S OR 9R 23S 23S
Galinhas amp 25 OR OR 17S 26S 27S OR 26S 26S 22S 225 20S 20S 29S 29S8 22S OR 21S 21§
Galinhas amp 26 OR OR 18S 29S 26S 13R 255 251 23S 23S 21S 21S 34S 34S 26S 265 225 228
Galinhas amp 27 OR OR 20S 30S 28S 27S 32S 325 24S 24S 21S 21S 36S 36S 255 8R OR OR
Galinhas amp 28 OR OR 18S 30S 295 20S 36S 36S 255 255 20S 20S 34S 34S 23S 7R OR OR
Galinhas amp 29 OR OR 178 30S 27S 255 28S 285 22S 225 21S 21S 30S 30S 21S 278 22S 228
Galinhas amp 30 OR OR 17S 28S 26S 27S 32S 325 255 255 20S 20S 33S 33S 19S OR 24S 248S
Galinhas amp 33 OR OR 20S 28S 30S 21S 20R 20R 28S 28S 24S 24S 36S 36S 27S OR 22S 228
Galinhas amp 34 OR OR 19S 26S 26S OR 12R 12R 11R 11R 21S 21S 34S 34S OR B5R 225 22§
Galinhas amp 37 OR OR 17S 30S 295 OR 278 278 12R 12R 22S 22S 37S 37S OR OR OR OR
Galinhas amp 38 OR OR 19S 27S 27S 26S 33S 33S 2558 255 20S 20S 34S 34S 255 245 22S 229
Galinhas amp 39 OR OR 17S 30S 29S 20S 255 251 27S 27S 21S 21S 34S 34S 255 29S 26S 26S
Galinhas amp 40 OR OR 17S 32S 29S 26S 32S 325 2558 255 23S 23S 30S 30S 20S OR 22S 228
Galinhas amp 41 OR OR 18S 31S 28S 20S 255 251 11R 11R 23S 23S 28S 28S OR OR OR OR
Galinhas amp 42 OR OR 178 30S 26S 181 25S 251 21S 21S 22S 22S 325 32S OR 24S 20S 20S
Galinhas amp 43 OR OR 19S 29S 28S OR 25S8 251 25S8 255 21S 21S 325 32S OR OR OR OR
Galinhas amp 44 OR OR 17S 31S 30S 21S 27S 275 26S 26S 21S 21S 34S 34S 22S 255 26S 26S
Galinhas amp 45 OR OR 20S 30S 30S 30S 35S 35S 13R 131 12R 12R 32S 32S OR OR 22S 22S
Galinhas amp 46 OR OR 20S 30S 24S 27S 30S 30S 29S 29S OR OR 34S 34S 20S 26S 255 25S
Galinhas amp 47 OR OR 20S 30S 29S OR 14R 14R 20S 20S 20S 20S 30S 30S 29S 26S 28S 28S
Galinhas amp 48 OR OR 18S 325 30S 255 31S 31S 23S 23S 21S 21S 30S 30S 22S 255 26S 26S
Galinhas amp 49 OR OR 17S 30S 29S 228 27S 275 12R 12R 21S 21S 30S 30S OR 30S 29S 29§
Galinhas amp 51 OR OR 18S 29S 28S 20S 25S 251 29S 295 22S 22S 325 32S 23S 255 30S 30S
Galinhas amp 53 OR OR 17S 278 27S 255 30S 30S 23S 23S 21S 21S 32S 32S 28S 9R 29S 29§
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(E) (C) () (B) (€) (| (© EB (© (E) (C) (E) €@ © © ® ©

Galinhas amp 54 OR OR 185 29S 28S 24S 32S 32S 30S 30S 28S 28S 32S 328 258 11R 27S 27S
Galinhas amp 55 OR OR 16S 29SS 28S 24S 34S 34S 258 258 22S 22S 34S 34S OR 24S 27S 27S
Galinhas enro 1 23S 23S 12R 29S 28S OR OR OR 278 27S 23S 23S 34S 34S O0OR OR OR OR
Galinhas enro 2 OR OR 12R 30S 29SS OR OR OR 30S 30S 21S 21S 33S 33S OR OR OR OR
Galinhas enro 4 OR OR 185 28S 28S OR OR OR 288 28S 228 228 328 32S OR OR OR OR
Galinhas enro 5 OR OR 18S 30S 28S OR OR OR 26S 26S 23S 23S 32S 32S 24S OR 28S 28S
Galinhas enro 6 24S 24S 11R 29S 28S OR OR OR 29§ 29§ 23§ 23S 358 35S OR OR OR OR
Galinhas enro 8 21S 21S 17§ 30S 29SS OR OR OR 28S 28S 21S 21S 35S 35S 228 26S 24S 24S
Galinhas enro 9 23S 23S 17§ 30S 30S OR OR OR 258 258 228 228 338 33S 238 24S 27S 278§
Galinhas enro 11 23S 23S 17§ 32S 29SS OR OR OR 29S8 29§ 228 22S 34S 34S O0OR 30S 29SS 298§
Galinhas enro 12 OR OR 20S 30S 26S OR OR OR 14R 141 12R 12R 34S 34S OR OR OR OR
Galinhas enro 14 21S 21S 16S 29S 27S OR OR OR 258 258 228 228 328 32S 258 25S 27S 278§
Galinhas enro 15 22S 228 16§ 28S 28S OR OR OR 258 258 22S 22S 34S 34S 26S 25S 27S 27S
Galinhas enro 16 OR OR 17S 30S 28S OR OR OR 11R 11R 22S 22S 32S 32S OR OR OR OR
Galinhas enro 17 OR OR 185 30S 28S OR OR OR 268 26S 20S 20S 31S 31S 22S 25S 26S 26S
Galinhas enro 18 225 228 17§ 29S 28S OR OR OR 308 30S 228 228 338 33S 29S8 25S 30S 30S
Galinhas enro 19 OR OR 18S 30S 28S OR OR OR 228 228 21§ 21S 34S 34S OR 10R OR OR
Galinhas enro 20 OR OR 185 28S 27S OR OR OR 288 288 225 22S 35S 35S OR OR OR OR
Galinhas enro 21 OR OR 16S 27S 26S OR OR OrR 278 27§ 21§ 21S 30S 30S OR OR OR OR
Galinhas enro 22 OR OR 16S 28S 26S OR OR OR 248 245 21S 21S 31S 31S 23S OR 24S 24S
Galinhas enro 23 A 21S 21S 26S 27S 26S OR OR OR 278 27§ 178 17§ 36S 36S 20S 22S 25S 258§
Galinhas enro 25 OR OR 158 30S 28S OR OR OR 29§ 29§ 21S 21S 33S 33S OR OR 255 258
Galinhas enro 26 OR OR 16S 29S 26S OR OR OR 288 288 22S 22S 30S 30S OR OR 24S 24S
Galinhas enro 27 OR OR 19§ 30S 31S OR OR OrR 278§ 27§ 21§ 21S 328 32S OR OR 26S 26S
Galinhas enro 28 OR OR 185 31S 29S OR OR OR 268 26S 23S 23S 31S 31S OR OR 27S 27S
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(E) (C) () () (¢) () (C) (E) () (E) () (E) () € © (® ()

Galinhas enro 29 9R 9R 20S 30S 211 OR OR OR 34S 34S 22S 22S 34S 34S 26S 10R 28S 28S
Galinhas enro 32 24S 24S 178 31S 29S OR OR OR 26S 26S 23S 23S 35S 35S 24S 26S 29S 299
Galinhas enro 33 255 255 17S 295 28S OR OR OR 278 278 21S 21S 37S 37S OR OR 27S 27§
Galinhas enro 34 OR OR 20S 30S 29S OR OR OR 16R 161 23S 23S 34S 34S OR OR 28S 28S
Galinhas enro 35 OR OR 20S 30S 29S OR OR OR 22S 22S 20S 20S 34S 34S OR 10R OR OR
Galinhas enro 36 OR OR 178 295 29S OR OR OR 29S 29S 23S 23S 34S 34S OR OR OR OR
Galinhas enro 37 24S 24S 18S 255 26S OR OR OR 2558 258 22S 22S 33S 33S 28S 275 255 259
Galinhas enro 39 OR OR 16S 30S 28S OR OR OR 29S 295 21S 21S 34S 34S OR OR OR OR
Galinhas enro 41 OR OR 178 30S 30S OR OR OR 30S 30S 22S 22S 32S 325 22S 27S 28S 28S
Galinhas enro 42 OR OR 17S 295 28S OR OR OR 26S 26S 21S 21S 31S 31S OR OR OR OR
Galinhas enro 43 4R 4R 18S 31S 29S OR OR OR 29S 29S 21S 21S 31S 31S OR 9R 255 258
Galinhas enro 44 OR OR 158 30S 29S OR OR OR 28S 28S 22S 225 35S 355 OR 9R OR OR
Galinhas enro 46 228 225 16S 30S 28S OR OR OR 255 255 20S 20S 33S 33S 26S 27S 28S 28S
Galinhas enro 47 OR OR 16S 30S 29S OR OR OR 30S 30S 22S 22S 34S 34S OR 10R OR OR
Galinhas enro 50 23S 23S 20S 30S 28S OR OR OR 258 255 21S 21S 32S 32S 255 27S 26S 269
Galinhas enro 51 OR OR 178 29S 278 OR OR OR 258 255 20S 20S 34S 34S 23S OR 27S 27S
Galinhas enro 59 OR OR 20S 31S 28S OR OR OR 278 27S 22S 22S 32S 32S 24S OR OR OR
Galinhas enro 60 29S8 29S 18S 34S 32S OR OR OR 20S 20S 22S 22S 35S 35S 26S 255 28S 28S
Galinhas enro 61 OR OR 178 30S 29S OR OR OR 27S 275 21S 21S 34S 34S 27S 30S 29S 29S
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ANEXO D- Suscetibilidade ou Resisténcia dos isolados faces as categorias estabelecidas para a detecao de isolados multirresistentes de
acordo com a EUCAST

Origem Identificacao Pen Mac Cef Fluor Fen Amin Carb S T Piri N® resisténcias
Bovino LO1V1 0
Bovino LO1V3 5
Bovino LO1v4 0
Bovino LO1V6 3
Bovino LO1V7 2
Bovino LO1V8 3
Bovino LO1V9 0
Bovino LO1V1O0 0
Bovino LO1V11l 0
Bovino LO1V12 1
Bovino LO1V13 1
Bovino LO1V17 1
Bovino LO1V18 4
Bovino LO1V20 2
Bovino LO2V1P5C4 3
Bovino Lo2v2C2 3
Bovino Lo2v7 2
Bovino LO2V8 1
Bovino LO2V11P1 1
Bovino L02v13 ] = 3
Bovino LO2V14P3C3 1
Bovino LO2V15P5C6 1
Bovino LO2V17 5
Bovino LO2V18 2
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Origem Identificacao Pen Mac Cef Fluor Fen Amin Carb Piri N® resisténcias
Bovino LO2V20P1C6 5
Bovino LO3V1 1
Bovino LO3V2 1
Bovino LO3V3 1
Bovino LO3Vv4 6
Bovino LO3V5 1
Bovino LO3V6 3
Bovino LO3V7PIC9 1
Bovino LO3V8 1
Bovino LO3V9 1
Bovino LO3V11 1
Bovino LO3V12 1
Bovino LO3V13 1
Bovino LO3V14 4
Bovino LO3V15 0
Bovino LO3V16 1
Bovino LO3V17 1
Bovino LO3V18 1
Bovino LO3V19 2
Bovino LO3V20 1
Bovino L04V1 1
Bovino L04V2 1
Bovino L04V3 1
Bovino L04V4 3
Bovino LO04V6 2
Bovino LO4V7P5C1 1
Bovino L04VI9P1C2 0
Bovino LO4V12 1
Bovino L04V13 1
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Origem

Identificacao

Bovino

L04V14

Bovino

L04V15

Bovino

L04V16P2C1

Bovino

L04V17

Bovino

L04V19P2C8

Bovino

L04V7P5C3

Bovino

LO4V9P1C3

Bovino

LO4V16P1C3

Pen

Mac

Cef

Fluor

Fen
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Amin

Carb

Piri

N® resisténcias
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Origem Identificacao Pen Mac Cef Fluor Fen Amin Carb S T Piri N® resisténcias

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

Galinhas enro

Galinhas enro

Galinhas enro

Galinhas enro

Galinhas enro

1
2
4
Galinhas enro 5
6
8
9

Galinhas enro

N[O == (NN (== 1w O[O [OTN [N N[ (W[ N[N0 = oW (o1 N | [

Galinhas enro 11
Galinhas enro 12
Galinhas enro 14
Galinhas enro 15
Galinhas enro 16
Galinhas enro 17
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Origem Identificacao Pen Mac Cef Fluor Fen Amin Carb Piri N® resisténcias
Galinhas enro 18 2
Galinhas enro 19 5
Galinhas enro 20 5
Galinhas enro 21 5
Galinhas enro 22 3
Galinhas enro 23 A 1
Galinhas enro 25 4
Galinhas enro 26 4
Galinhas enro 27 4
Galinhas enro 28 4
Galinhas enro 29 4
Galinhas enro 32 1
Galinhas enro 33 3
Galinhas enro 34 5
Galinhas enro 35 5
Galinhas enro 36 5
Galinhas enro 37 1
Galinhas enro 39 5
Galinhas enro 41 2
Galinhas enro 42 5
Galinhas enro 43 4
Galinhas enro 44 5
Galinhas enro 46 1
Galinhas enro 47 5
Galinhas enro 50 1
Galinhas enro 51 3
Galinhas enro 59 4
Galinhas enro 60 1
Galinhas enro 61 2

109




CAPITULO
ANEXOS

ANEXO E- Suscetibilidade ou Resisténcia dos isolados faces as categorias estabelecidas para a detecao de isolados multirresistentes de
acordo com a CLSI

Origem Identificacao Pen Mac Cef Fluor Fen Amin Carb Sul | Tet | Piri N® resisténcias
Bovino LO1vV1 0
Bovino LO1V3 6
Bovino LO1V4 0
Bovino LO1V6 3
Bovino LO1v7 2
Bovino LO1V8 3
Bovino LO1V9 0
Bovino LO1V1O0 0
Bovino LO1V11 0
Bovino LO1V12 1
Bovino LO1V13 0
Bovino LO1V17 0
Bovino LO1V18 3
Bovino LO1V20 1
Bovino LO2V1P5C4 2
Bovino LO2V2C2 3
Bovino LO2V7 1
Bovino LO2V8 1
Bovino LO2V11P1 0
Bovino LO2V13 3
Bovino LO2V14P3C3 0
Bovino LO2V15P5C6 1
Bovino LO2V17 6
Bovino LO2V18 2
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Origem Identificacao Pen | Mac | Cef Fluor Fen | Amin Carb | Sul | Tet | Piri N® resisténcias
Bovino LO2V20P1C6 5
Bovino LO3V1 0
Bovino LO3V2 0
Bovino LO3V3 0
Bovino LO3V4 5
Bovino LO3V5 0
Bovino LO3V6 2
Bovino LO3V7PIC9 0
Bovino LO3V8 1
Bovino LO3V9 0
Bovino LO3V11 0
Bovino LO3V12 0
Bovino LO3V13 2
Bovino LO3V14 2
Bovino LO3V15 0
Bovino LO3V16 1
Bovino LO3V17 0
Bovino LO3V18 1
Bovino LO3V19 2
Bovino LO3V20 1
Bovino LO4V1 1
Bovino LO4Vv2 0
Bovino LO4V3 0
Bovino LO4V4 3
Bovino LO4V6 2
Bovino LO4V7P5C1 0
Bovino L04V9P1C2 0
Bovino L04V12 0
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Origem

Identificacao

Bovino

L04V13

Bovino

L04V14

Bovino

L04V15

Bovino

L04V16P2C1

Bovino

L04v17

Bovino

L04V19P2C8

Bovino

L04V7P5C3

Bovino

L04V9P1C3

Bovino

LO4V16P1C3

Pen

Mac

Cef

Fluor

Fen
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Amin

Carb

Sul

Tet

Piri

N® resisténcias
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CAPITULO

ANEXOS
Origem Identificacao Pen | Mac | Cef Fluor Fen | Amin Carb | Sul | Tet | Piri N® resisténcias
34 5
37 6
38 1
39 1
40 2
41 5
42 3
43 5
44 1
45 5
46 2
47 2
48 1
49 3
51 1
53 2
54 2
55 2
Galinhas enro 1 5
Galinhas enro 2 5
Galinhas enro 4 5
Galinhas enro 5 3
Galinhas enro 6 5
Galinhas enro 8 1
Galinhas enro 9 1
Galinhas enro 11 2
Galinhas enro 12 7
Galinhas enro 14 1
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Origem Identificacao Pen Mac Cef Fluor Fen Amin Carb Sul | Tet | Piri N® resisténcias
Galinhas enro 15 1
Galinhas enro 16 6
Galinhas enro 17 2
Galinhas enro 18 1
Galinhas enro 19 5
Galinhas enro 20 5
Galinhas enro 21 5
Galinhas enro 22 3
Galinhas enro 23 A 1
Galinhas enro 25 4
Galinhas enro 26 4
Galinhas enro 27 4
Galinhas enro 28 4
Galinhas enro 29 4
Galinhas enro 32 1
Galinhas enro 33 3
Galinhas enro 34 5
Galinhas enro 35 5
Galinhas enro 36 5
Galinhas enro 37 1
Galinhas enro 39 5
Galinhas enro 41 2
Galinhas enro 42 5
Galinhas enro 43 4
Galinhas enro 44 5
Galinhas enro 46 1
Galinhas enro 47 5
Galinhas enro 50 1
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Origem Identificacao Pen Mac Cef Fluor Fen Amin Carb Sul N® resisténcias
Galinhas enro 51 3
Galinhas enro 59 4
Galinhas enro 60 1
Galinhas enro 61 2
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