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Resumo

Os antibioticos sdo utilizados nas exploragdes de aquacultura para prevenir e tratar doengas nos animais
aquaticos. Como ndo existem antibiéticos especificamente concebidos para a aquacultura, séo utilizados
farmacos autorizados para outras areas da medicina, o que pode ter implicagdes na medicina humana e
animal. A presencga de elementos genéticos moveis permite a transmissdo de genes de resisténcia a
antibidticos a outras bactérias, o que impulsiona a formacdo de reservatorios de resisténcia
antimicrobiana nestes ambientes. O problema acentua-se quando as exploragdes de aquacultura se
localizam na proximidade de zonas urbanas com atividade antropogénica e quando existe um uso
inconsciente de antibioticos.

Neste estudo, foi feita a caracterizacdo fenotipica e genotipica de 19 isolados bacterianos de amostras
de sedimentos de aquacultura (n=10), de miolo de ostra (n=5) e de ameijoa japonesa (n=3), e de contetido
intestinal de dourada (n=1).

Foi utilizado o método de difusdo em agar e microdiluicdo em caldo para aferir o perfil de resisténcia
dos isolados, tendo sido maioritariamente detetadas resisténcias intrinsecas. Através da sequenciacao de
genoma completo dos isolados que demostraram possuir possiveis resisténcias adquiridas, foram
detetados genes de resisténcia a ciprofloxacina (gqnrD1), trimetoprim (dfrAl), espectinomicina e
estreptomicina (aadAl) e estreptotricina (sat-2) no isolado Proteus mirabilis 5AQ e tetraciclina (tet(M),
tet(L)) em Enterococcus faecalis 3AQ. Foram detetadas mutacbes em pbp5 que conferem
suscetibilidade a ampicilina em dois isolados de Enterococcus faecium, 1AQ e 4AQ. Através de um
ensaio de PCR multiplex foi detetado um integrdo de classe 1 no isolado Enterococcus hirae 34AQ e
um integréo de classe 2 no isolado Proteus mirabilis 5AQ.

Com os resultados obtidos neste estudo exploratorio, é possivel perceber que existe a necessidade de
monitorizar este ambiente através de estudos mais alargados e representativos. Metodologias como a
anélise metagendmica podem ser alternativas mais eficazes para a caracterizagdo do ambiente de
aquacultura.

Palavras-chave: Aquacultura, Resisténcia antimicrobiana, Elementos genéticos méveis, Antibidticos,
Genes de resisténcia a antibioticos.



Abstract

Antibiotics are used on aquaculture farms to prevent and treat diseases in aquatic animals. As there are
no antibiotics specifically designed for aquaculture, drugs authorized for other areas of medicine are
used, which may have implications for human and animal medicine. The presence of mobile genetic
elements allows the transmission of antibiotic resistance genes to other bacteria, which drives the
formation of reservoirs of antimicrobial resistance in these environments. The problem is accentuated
when aquaculture farms are located close to urban areas with anthropogenic activity and when there is
an unconscious use of antibiotics.

In this study, the phenotypic and genotypic characterization of 19 bacterial isolates from samples of
aquaculture sediments (n=10), oyster kernels (n=5) and Japanese clams (n=3), and intestinal contents of
sea bream (n=1) were conducted.

The agar diffusion and broth microdilution methods were used to assess the resistance profile of the
isolates, with intrinsic resistance being mostly detected. Resistance genes for ciprofloxacin (gnrD1),
trimethoprim (dfrAl), spectinomycin and streptomycin (aadAl) and streptotricin (sat-2) were detected
in isolate Proteus mirabilis 5AQ and tetracycline (tet(M), tet(L)) in Enterococcus faecalis 3AQ by
Whole Genome Sequencing. Mutations in pbp5 that confer susceptibility to ampicillin were detected in
two Enterococcus faecium isolates, 1AQ and 4AQ. Through a multiplex PCR assay, a class 1 integron
was detected in the Enterococcus hirae 34AQ isolate and a class 2 integron in the Proteus mirabilis
5AQ isolate.

With the results obtained in this exploratory study, it is possible to perceive that there is a need to monitor
this environment through more extensive and representative studies. Methodologies such as
metagenomics may be more effective alternatives for characterizing the aquaculture environment.

Keywords: Aquaculture, Antimicrobial resistance, Mobile genetic elements, Antibiotics, Antibiotic
resistance genes.



Indice

AGradeCiMENUOS .........coouiiiiiiiiiiiiii ettt sttt et ettt et r e e s e saeesneereen I
RESUINMO ...ttt e e st e e st e e e s s b e e e s amr e e e e s anre e e s e amre e e e ssaneeesennes 1
ADSEFACE ... st b e e sre e e ser e s anes v
EIGECE ..ottt ettt en e enaesaenannaens \Y
Lista de FIGUITAS .....cc.oooiiii e s s Vi
Lista de TaDeElas .........ooooiiiiii et st e ar e b e e b e sares Vil
Lista de Abreviaturas, Siglas € SImbolos...............ccccoiiiiiiiiii e X
) O 118 44T L1 T PR UPPPRRN 1
1.1. A pratica de aquacultura em Portugal ................coccooiiiiiiiiiiii e 1
1.2.  Principais classes de antibidticos e os seus mecanismos de ag¢ao.............cccoceervvernieercerennne. 2
1.3.  Uso de antibioticos em aquacultura..............ccoooiiiiiiiiiiiii e 4
1.4. Mecanismos de resisténcia a antibioticos ................coccoeiiiiiiiiiniii 5
1.4.1.  Transferéncia horizontal de genes e elementos genéticos moOveis..............cceceeveeveeenne. 8
1.5. Implicacdes do uso excessivo de antibidticos em aquacultura...................cocooeviininninnn. 10
1.5.1. Impacto na Satude publica e Animal ..............coooiiiiiiiiiii e 10
1.5.2. Impacto na Satide Ambiental .................ccooiiiiiiiiii e 12
2. ODbjetivos d0 eSTUAO .......c...oeiiiiiiieeee e e s 12
3. Materiais € IMELOMOS ........cc.ooiuiiiiiiiieieeeeee ettt st et be e she e st eas 13
3.1, Colheita das aMOSIIAS ........cooviriiiiieieeeeee ettt s et 13
3.2. Isolamento e identificacio bacteriana .............ccccccceiiiiiiiiiiiiiii e 14
3.3.  Testes de suscetibilidade a antibioticos...............ccceeviiiiiiiiiiiiii e 14
3.3.1. Método de difusao em agar (DA) ......cccceeviiiiiiiieieeeee e e 14
3.3.2. Método de microdiluicao em caldo (MC)........cccoceeiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 17
3.4. Extracio e quantificacdo de DNA dos iSolados..............ccoceevviiiniiiiiiiiniiieiniececeee e 19
3.5. Identificaciio dos determinantes de resisténcia por reacio de polimerase em cadeia....... 19
3.5.1. Detecido de integroes da classe 1, classe 2 e classe 3..........ccooviiiiiiiiienienneeeeeee, 19
3.5.2.  Detecao dos genes de resisténcia adquirida a colistina ...............ccocoooeeviniiiincnnnenn, 19
3.5.3.  Detecao de genes de resisténcia adquirida aos p-lactimicos..............ccccoovvveiinecnnnennen. 20
3.54. Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados..............ccccocueerviiiniierinieennne. 20
3.6. Sequenciacio do Genoma Completo (WGS).......cooviiiiiiiriiiiniiiniiceiecriee e siee s 20
4. Resultados € DiSCUSSA0 .........c.cooiiiiiiiiiiiieiie et ee e s e s s esneeesnnes 22
4.1. Isolados bacterianos testados para avaliacio da resisténcia antimicrobiana ................... 22
4.2. Caracterizacio fenotipica das resisténcias antimicrobianas dos isolados ........................ 23
4.2.1.  Proteus Mir@DIlIS.................c.ccooouemiiiiiiiiiiiiieiiiee ettt e 24



4.2.2.  AErOMORNAS SODFIA.................ooooeiaiiiiiiiieeee ettt st 26
4.2.3. VIDF IO SPPe-vnveerieieieee et et e 28
4.2.4.  PSeudomonas fIUOTESCENS .................ccoocueieineiriiieiieiiiesieesee sttt ettt ettt st s 29
4.2.5.  ERIEFOCOCCUS SPPe.eeeeveernureinreeiiieeiiieesiieeeseeessteessseesssesssseessssesssssssssessssesssseesssesssssesssseesssees 29
4.3. Identificacio de determinantes de resisténcia por PCR ...............cccccoiiiiiiiinininnicnenes 33
4.3.1. Deteciao de integroes de classe 1, classe 2 e classe 3..........cccooviiiniiiiiiinnieenieeeeeeeee, 33
4.3.2.  Detecdo de genes de resisténcia adquirida a colistina ................ccccoooeeviiiniininninenes 33
4.3.3. Detecao de genes de resisténcia adquirida aos B-lactimicos................ccccoeeeiiniiiinenenn. 34
4.4. Sequenciacio dos isolados selecionados.............c..cc.eovviiiiiiiiniiiiiiiieniee 34
4.4.1. Isolado SAQ (Proteus miraDiliS)................cccocoueevieiiiiiiiiiiiiiieeieeeee e 35
4.4.2. Isolados 1AQ e 4AQ (Enterococcus fAeCium)..................coceeevcuvenieeeiieieniieniieesieessieeenanes 37
4.4.3. Isolado 3AQ (Enterococcus faecalis) ................ooouiuiiviiiiniiiiniiiiniiiieiieenieeesite e 39
4.4.4. Isolado 34AQ (ERLerocoCCUS RIFAE).................coccueeeeeiisieeeciieeieesieeesteessiee e saeessaeeesanes 40
5. Conclusdes e perspetivas futuras ...........cc.ccooiiiiiiiiii e 41
Referéncias bibliograficas.............ocooooiiiiiiiiiiieiee et 42
AIEXO0S ..ottt ettt ettt et e ettt e st e e sttt e e a b e e s bt e e bt e e e bt e e ea b e e e bt e e b e e e e beeeeabee e bt e e bee e e beeeheeenabeesanbeesbeeenn 59

Vi



Lista de Figuras

Figura 1.1 - Mecanismo de acdo das principais classes de antibiéticos.

Figura 1.2 - Vendas de antibidticos (mg/PCU) para 0 uso em animais produtores de alimentos em 31
paises europeus em 2020, incluindo Portugal. As classes de antibidticos estdo associadas a cores no
grafico. “Other classes” refere-se a outras classes de antibioticos como anfenicois, cefalosporinas e
quinolonas. A mg/PCU é uma unidade de medida desenvolvida pela Agéncia Europeia de
Medicamentos para monitorar as vendas e 0 uso de antibiéticos na Europa e tem em consideragdo a
populagdo animal, bem como o peso estimado de cada animal no momento do tratamento com
antibioticos.

Figura 1.3 - Diferencas entre o mecanismo de transferéncia vertical de genes e transferéncia horizontal
de genes. A: Durante a replicagdo, a bactéria pode transferir um gene de resisténcia a antibidticos,
contido num plasmideo, para a proxima geracdo. Para além disso, podem haver muta¢Ges no seu genoma
que sdo transmitidas a geracdo seguinte. B: A transmissao horizontal de genes em bactérias pode ser
mediada por trés mecanismos principais: transformacdo, transducdo e conjugagdo. Pode ocorrer
transmissdo de informacao entre bactérias da mesma espécie ou entre espécies diferentes.

Figura 3.1 - Representacéo dos locais de colheita das amostras.

Figura 3.2 - Representacdo esquematica dos ensaios de testes de suscetibilidade a antibioticos. Ambos
0s grupos foram testado através de dois métodos, difusdo em agar e microdiluicdo em caldo, a
temperatura de 28 £ 2°C, mas o grupo N1 (Enterococcus spp.) foi testado simultaneamente a 37 + 2°C.

Figura 3.3 - Classificacdo fenotipica de ESBL, AmpC e Carbapenemases segundo os critérios da EFSA
e EURL-AR.

Figura 4.1 - Distribuicao dos isolados pelos ambientes de aquacultura.
Figura 4.2 - Distribuicdo dos isolados pelo tipo de amostra de origem.

Figura 4.3 - Representacdo esquematica de um integréo classe 2 transportado por um transposdo Tn7.
As cassetes dfrAl, sat2, aadAl e orfX do integrdo de classe 2 estdo representadas a cores diferentes. A
cassete orfX tem uma funcdo ainda desconhecida. O promotor da integrase e das cassetes estdo
representados como Pintl e Pc, respetivamente. Os genes orfl-orfll codificam para proteinas
hipotéticas. attl1, attl2, attC1-4 representam os locais de recombinacdo attl2 e attC.

Figura 4.4 - Representacdo esquematica de um integréo de classe 1. O integrdo de classe 1 é composto
por duas regifes conservadas, as regides 5'-CS e 3'-CS, e uma regido variavel. O segmento 5'-CS contém
0 gene da integrase (intl1), duas regies promotoras divergentes (Pi para o gene da integrase e Pc para
cassetes de genes) e um local de recombinacdo (attll). O segmento 3’-CS geralmente contém um gene
de resisténcia gacED1 e sull e uma ORF5, cuja uma funcdo ainda é desconhecida. Entre os dois
segmentos conservados, a regido variavel.

Vi



Lista de Tabelas

Tabela 1.1 - Classificacdo dos antibidticos segundo as listas CIA, VCIA e EMA, que categorizam
antibidticos quanto a sua importancia para a medicina humana e veterinaria. Os antibidticos da lista CIA
e VCIA estdo divididos em trés subgrupos de acordo com a sua prioridade para a medicina humana e
veterinaria, respetivamente. Na lista criada pela EMA, os antimicrobianos sdo divididos em quatro
categorias (A, B, C, D), relacionando as necessidades da salde animal com as de saude publica.

Tabela 3.1 - Critérios epidemioldgicos (ECOFFS) e clinicos utilizados na interpretacdo dos halos de
inibicdo resultantes do método de difusdo em agar (DA).

Tabela 3.2 - Critérios epidemioldgicos (ECOFFs) e clinicos utilizados na interpretagdo dos CIMs
resultantes do método de microdilui¢cdo em caldo (MC).

Tabela 4.1 - Resisténcias fenotipicas de 19 isolados detetadas nos testes de suscetibilidade a antibi6ticos
a partir dos métodos DA (Difusdo em agar) e MC (Microdilui¢do em caldo).

Tabela 4.2 - Halos de inibigdo (mm) e CIMs (mg/L) do isolado 5AQ para os antibidticos azitromicina,
cloranfenicol, ciprofloxacina, acido nalidixico e trimetoprim resultantes dos testes de suscetibilidade
realizados a 28°C.

Tabela 4.3 - Halos de inibi¢cdo (mm) e CIMs (mg/L) do isolado 6AQ para os antibidticos cefoxitina,
imipenem, ampicilina e ampicilina-sulbactam resultantes dos testes de suscetibilidade realizados a 28°C.

Tabela 4.4 - Halos de inibicdo (mm) e CIMs (mg/L) dos isolado 2AQ, 10AQ, 8AQ, 9AQ, 11AQ, 12AQ,
13AQ para os antibi6ticos ampicilina e ampicilina-sulbactam e ticarcilina resultantes dos testes de
suscetibilidade realizados a 28°C.

Tabela 4.5 - Halos de inibicdo (mm) e CIMs (mg/L) dos isolados 1AQ, 3AQ, 4AQ, 33AQ, 34AQ, para
os antibiéticos ampicilina, ciprofloxacina, eritromicina, quinupristina/dalfopristina, tetraciclina,
oxitetraciclina, clindamicina, amicacina, apramicina e azitromicina resultantes dos testes de
suscetibilidade realizados a 28°C e 37°C.

Tabela 4.6 - Resultados da sequenciagdo do genoma completo dos isolados 1AQ, 3AQ, 4AQ, 5AQ e
34AQ.

Tabela Suplementar 1 — Programa de amplificacdo e primers utilizados na detecdo dos genes intl1,
intl2 e intl3, que codificam integrases.

Tabela Suplementar 2 - Programa de amplificacdo e primers utilizados na dete¢do dos genes de
resisténcia a colistina mediados por plasmideos mcr-1-mcr-9.

Tabela Suplementar 3 - Programa de amplificacdo e primers utilizados na detecdo dos genes blarem-
Type, Dlaskv-Type, Dlaoxa-type, Dlaaac-Type, blarox-type, Dlamox-type, Dlapna-Type, blacit-ype € blaampc.

Tabela Suplementar 4 - Halos de inibicdo (mm) e CIMs (mg/L) do isolado 5AQ, para os restantes
antibidticos utilizados nos testes de suscetibilidade a antibi6ticos realizados a 28°C.

Tabela Suplementar 5 — Halos de inibicdo (mm) e CIMs (mg/L) do isolado 6AQ, para os restantes
antibidticos utilizados nos testes de suscetibilidade a antibiéticos realizados a 28°C.

Vil



Tabela Suplementar 6 — Halos de inibicdo (mm) e CIMs (mg/L) dos isolados 2AQ, 10AQ, 8AQ, 9AQ,
11AQ, 12AQ, 13AQ, para os restantes antibidticos utilizados nos testes de suscetibilidade a antibi6ticos
realizados a 28°C.

Tabela Suplementar 7 — Halos de inibicdo (mm) dos isolados 23AQ, 25AQ, 27AQ, 29AQ, 31AQ dos
testes de suscetibilidade a antibidticos realizados a 28°C.

Tabela Suplementar 8 - Halos de inibi¢cdo (mm) e CIMs (mg/L) dos isolados 1AQ, 3AQ, 4AQ, 33AQ,
34AQ, para os restantes antibioticos utilizados nos testes de suscetibilidade a antibioticos realizados a
28°C e 37°C.



Lista de Abreviaturas, Siglas e Simbolos

AKN — Amicacina
AMC - Amoxicilina-acido clavulanico
AMP - Ampicilina
APR - Apramicina

ARGs - Genes de Resisténcia a Antibiéticos/
Antimicrobial resistance genes

ATP - Adenosina trifosfato/ Adenosine
triphosphate

AZM - Azitromicina

CAZ - Ceftazidima

CAZ/C - Ceftazidima/Acido clavulanico
CEF - Cefalotina

CFP - Cefoperazone

CGE - Centro de Epidemiologia Genémica/
Centre for Genomic Epidemiology

CHL - Cloranfenicol

CIA - Antibi6ticos de Importancia Critica/
Critically Important Antimicrobials

CIM - Concentracao Inibitéria Minima
CIP - Ciprofloxacina

CLSI - Clinical and Laboratory Standards
Institute

CMN - Clindamicina

COL - Colistina

CTX - Cefotaxima

CTXI/C - Cefotaxima/Acido clavulanico
DA - Difuséo em agar

D-Ala-D-Ala - D-alanil-D-alanina

DAP — Daptomicina

DNA - Acido Desoxirribonucleico/
Deoxyribonucleic acid

dNTP - Desoxinucleotideo trifosfatado/
diphostate Nucleoside Triphosphate

ECOFFs — Critérios epidemiol6gicos/
Epidemiological cut-off values

EFSA - Autoridade Europeia para a Seguranca
Alimentar/ European Food Safety Authority

EGM - Elementos Genéticos Moéveis/ Mobile
Genetic Element

EMA - Agéncia Europeia de Medicamentos/
European Medicines Agency

ENA - European Nucleotide Archive
ERY - Eritromicina

ESBL - B-lactamases de espectro estendido/
Extended-spectrum g-lactamases

ETP - Ertapenem

EUCAST - Comité Europeu de Testes de
Suscetibilidade Antimicrobiana/ European
Committe on Antimicrobial Susceptibility
Testing

FAO - Organizagdo das Nac¢Ges Unidas para a
Alimentacéo e a Agricultura/ Food and
Agriculture Organization of the United
Nations

FEP - Cefepime

FFC - Florfenicol

FOX - Cefoxitina

FTN - Nitrofurantoina

GEN - Gentamicina

GSP - Glutamate Starch Phenol Red Agar
IMP - Imipenem

IS - Sequéncia de Insercdo/ Insertion
Sequences

LPS - Lipopolissacarido
LZD - Linezolida
MA - Marine Agar

MAC - MacConkey Agar



MAR - Marbofloxacina
MC — Microdiluicdo em caldo
MCR - Mobilized Colistin Resistance

MDR - Multirresistentes/ Multidrug
Resistance

MEM - Meropenem
MHA - Mueller-Hinton Agar
MLST - Multilocus sequence typing

MPCR - Rea¢do em Cadeia da Polimerase
variedade multiplex/ multiplex Polymerase
Chain Reaction

MRNA - RNA mensageiro/ messenger RNA
NAL - Acido nalidixico

NDM - New Delhi metallo-g-lactamase

OIE - Organiza¢do Mundial da Saide Animal
OMS - Organizagdo Mundial de Saude

OT - Oxitetraciclina

OXA - Enzimas hidrolisadoras de oxacilina

PABA - Acido p-aminobenzoico/ para-
aminobenzoic acid

pb - Pares de bases

PBP - Proteinas de Ligacgdo a Penicilina/
Penicillin-binding proteins

PCR - Reagdo em Cadeia da Polimerase/
Polymerase Chain Reaction

PMAB - B-lactamases do tipo AmpC mediadas
por plasmideos/ Plasmid-Mediated AmpC f3-
Lactamase

PRL - Piperacilina

QND - Quinupristina-Dalfopristina

RNA - Acido ribonucleico/ Ribonucleic acid
rRNA - RNA ribossomal/ ribosomal RNA
SAM - Ampicilina-Sulbactam

SMX — Sulfametoxazole

SNP - Single Nucleotide Polymorphisms
SXT - Sulfametoxazole-Trimetoprim
TBE - Tris-Borato-EDTA

TCBS - Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose
Agar

TEC - Teicoplanina

TET - Tetraciclina

TGC - Tigeciclina

THG - Transferéncia Horizontal de Genes
TIC - Ticarcilina

TMP — Trimetoprim

TRM - Temocilina

TSA - Tryptose Soya Agar

TSI - Triple Sugar Iron Agar

TVG - Transferéncia Vertical de Genes
TZP - Piperacilina-Trimetoprim

UE - Unido Europeia

VAN - Vancomicina

VCIA - Agentes Antimicrobianos de
Importancia Critica Veterinaria/ Veterinary
Critically Important Antimicrobial agents

WGS - Sequenciagdo Completa do Genoma/
Whole Genome Sequencing

Xl



1. Introducéo
1.1. A prética de aquacultura em Portugal

A aquacultura, processo de criacdo, reproducdo e colheita de espécies aquaticas em ambientes
controlados, tem-se tornado uma fonte alimentar cada vez mais importante em todo o mundo (Pérez-
Sénchez et al., 2018). Este processo envolve o confinamento de uma espécie animal aquética num corpo
de agua ladeado por uma rede, gaiola ou cerca (Oddsson, 2020). Com o continuo aumento da populacao
mundial e a diminuigdo dos recursos naturais viaveis, cada vez mais se recorre a sistemas alternativos
de producdo de alimentos, mais sustentaveis, seguros e confidveis (Watts et al., 2017).

Em Portugal Continental, a aquacultura é essencialmente realizada em estuarios e zonas costeiras,
principalmente no centro e sul do pais (Rocha et al., 2022), através de diferentes sistemas, consoante o
objetivo da exploragdo. Os sistemas intensivos e semi-intensivos concentram um grande nimero de
animais em pequenos espagos de agua (Santos & Ramos, 2018), atingindo-se uma producdo a grande
escala, tal como acontece em outros setores de produgédo animal. A maior diferenca entre estes sistemas
reside no facto de no sistema semi-intensivo a alimentacgéo ser suplementada, enquanto no intensivo,
todas as necessidades alimentares dos animais séo totalmente suprimidas por ragcdes comerciais. O
terceiro sistema, chamado extensivo, é o que mais se assemelha ao ambiente natural por existir pouca
ou mesmo nenhuma interferéncia humana, inclusive ndo é fornecida alimentacdo suplementar (Oddsson,
2020). Devido a aceleracdo da demanda por peixe, moluscos e crustaceos em varios paises da Europa,
houve um aumento da utilizacdo dos sistemas intensivos e semi-intensivos, comparativamente ao
sistema extensivo (Watts et al., 2017). Em Portugal Continental, recorre-se principalmente a sistemas
extensivos e semi-intensivos. Mesmo assim, o volume de producdo das poucas exploracfes intensivas
existentes é equiparavel ao das exploragGes semi-intensivas e extensivas (Rocha et al., 2022).

A produgdo global do setor de aquacultura aumentou em grande escala nos altimos 30 anos (Pérez-
Sanchez et al., 2018; Scarano et al., 2014) e estima-se que até 2030 venha a produzir cerca de 62% do
peixe consumido mundialmente (Anokyewaa et al., 2021). Portugal é o0 maior consumidor de peixe per
capita da Unido Europeia, e o terceiro maior consumidor mundial, com um consumo de 61,5 kg de peixe
per capita em 2018 (Rocha et al., 2022; Salgueiro et al., 2020). Este pais costeiro tem a 3.2 maior zona
econdmica exclusiva da Unido Europeia, praticando a tradicional pesca de captura, aliada a aquacultura.
Em 2020 foram produzidas 16 999 toneladas de espécies aquaticas em aquacultura (Instituto Nacional
de Estatistica, 2021).

As doencas dos animais aquaticos sdo um dos fatores limitantes criticos nesta industria (Manage, 2018).
A sobrelotacdo de peixes nas instalagGes de aquacultura e a falta de barreiras sanitarias nos locais de
cultivo sdo fatores que aumentam as condicOes de stress e levam a uma maior suscetibilidade a
propagacdo de infecBes nestes animais (Cabello, 2006; Mo et al., 2017). Para além disso, quando as
exploragBes de aquacultura estdo localizadas nos estuérios de rios, perto de areas altamente urbanizadas,
industrializadas e de campos agricolas, existe um risco da poluicdo afetar os animais das exploragdes
(Rocha et al., 2022; Santos & Ramos, 2018). As doengas podem reduzir o desempenho reprodutivo, e
comprometer o crescimento dos animais, podendo chegar a inviabilizar toda a exploracdo e provocar
assim grandes perdas econdémicas (Tavares-Dias & Martins, 2017). Como estes animais s&o
reservatorios de agentes patogénicos associados a zoonoses, existe o risco de, para além de infetarem o
hospedeiro, também poderem infetar os humanos. Estas infe¢cfes podem dar-se por contacto direto nas
instalacbes de aquacultura ou por infecbes de origem alimentar (Santos & Ramos, 2018).
Campylobacter, Aeromonas, Vibrio, Edwardsiella, Escherichia, Salmonella e Klebsiella sdo bactérias
patogénicas que podem ser transmitidas por feridas na pele ou por ingestéo acidental de agua, alimentos



ou outros materiais contaminados. Aeromonas e Vibrio sdo 0s géneros mais comuns em espécies de
animais de agua doce e de agua salgada, respetivamente. Estes microrganismos provocam normalmente
gastroenterites com vomitos e diarreia, mas quando infetam pessoas imunossuprimidas o problema pode
tornar-se bastante mais grave (Ziarati et al., 2022).

Para impedir grandes perdas econdmicas, os produtores utilizam antibiéticos para tratar doencas
infeciosas dos peixes das explora¢des de aquacultura. O grande problema ocorre quando estes farmacos
sdo usados rotineiramente, mesmo sem existirem sinais aparentes de doenca.

1.2. Principais classes de antibioticos e os seus mecanismos de acdo

A Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) definiu os antibidticos como “...qualquer substidncia com
acdo direta sobre bactérias que € usada para tratamento ou prevengao de infe¢cdes ou doengas infeciosas”
(Pepi & Focardi, 2021). Depois da descoberta formal por Fleming em 1928, os antibidticos tornaram-se
drogas essenciais para a salde animal e humana. Podem ser derivados de fontes naturais ou ser sintéticos
(Romero et al., 2012) e dividem-se em duas grandes categorias: bacteriostaticos e bactericidas, podendo
inibir o crescimento bacteriano ou matar as bactérias, respetivamente. Os antibiéticos podem agir contra
as bactérias por meio de diferentes mecanismos, incluindo inibi¢do da sintese da parede celular, inibi¢do
da sintese de acidos nucleicos, inibicdo da sintese de proteinas, alteracdo das membranas celulares,
antagonismo competitivo e atividade antimetabolito (Pepi & Focardi, 2021). As varias classes existentes
tém como base os mecanismos de acdo dos antibidticos, tal como representado na Figura 1.1, sendo
divididos por: B-lactdmicos, glicopeptideos, quinolonas, aminoglicosideos, tetraciclinas, anfenicais,
macrdlidos, lincosamidas, estreptograminas, oxazolidinonas, polimixinas, lipopéptidos, sulfonamidas e
trimetoprim (van Hoek et al., 2011). Alguns antibioticos sdo especificamente ativos contra um grupo
seletivo de bactérias (antibidticos de espectro estreito), outros sdo ativos contra um maior nimero de
bactérias (antibi6ticos de amplo espectro).
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Figura 1.1. Mecanismo de acdo das principais classes de antibioticos. Retirado de European Commission et al. (2018).



Os antibidticos p-lactamicos sdo agentes bactericidas que interrompem a sintese de peptidoglicano, cuja
rutura leva a lise da bactéria. Esta ampla classe de antibidticos é composta por penicilinas, cefalosporinas
(de primeira, segunda, terceira, quarta e quinta geracao), os carbapenemes, 0s monobactamicos e 0s
inibidores de B-lactamases (van Hoek et al., 2011). Embora existam caracteristicas distintas entre o0s
grupos, todos apresentam um anel B-lactdmico na sua estrutura quimica (Fernandes et al., 2013). Os
principais alvos destes agentes sdo as proteinas de ligacdo a penicilina (PBP), que sdo enzimas
transpeptidases. O anel B-lactdmico imita a por¢cdo D-alanil D-alanina (D-Ala-D-Ala) da cadeia
peptidica que é normalmente ligada por PBP e as proteinas ao interagirem com o anel B-lactdmico,
deixam de estar disponiveis para catalisar a transpeptidacdo da camada de peptidoglicano (Bush &
Bradford, 2016; Fernandes et al., 2013; Kapoor et al., 2017; Kong et al., 2010).

As quinolonas séo antibiéticos bactericidas sintéticos que inibem a sintese dos acidos nucleicos ao
interferirem com as enzimas DNA girase e topoisomerase V. Alguns exemplos de antibi6ticos sao:
acido nalidixico e as fluoroguinolonas, ciprofloxacina e marbofloxacina (Allison & Lambert, 2015).
Geralmente, em bactérias gram-negativas, o principal alvo é a DNA girase, codificada pelos genes gyrA
e gyrB, enquanto que em bactérias gram-positivas, o alvo maioritario é a topoisomerase 1V, codificada
pelos genes parC e parE (Allison & Lambert, 2015; Dowling et al., 2017).

As tetraciclinas sdo agentes bacteriostaticos, de amplo espectro, amplamente utilizados na medicina
veterinaria, que atuam como inibidores da tradugdo de mRNA. Tetraciclina e oxitetraciclina s&o dois
exemplos de antibidticos pertencentes a esta classe (Chopra & Roberts, 2001; Dowling et al., 2017). Os
antibidticos sdo transportados ativamente para dentro das células bacterianas e ligam-se a extremidade
3’ do RNA 168 associado a subunidade ribossémica 30S, mas também a proteinas acessorias e ides de
magnésio. Assim, bloqueiam a ligacdo do aminoacil-tRNA ao local A do ribossoma e interrompem a
sintese de proteinas (Allison & Lambert, 2015; Dowling et al., 2017; Kapoor et al., 2017).

Macrélidos, lincosamidas e estreptograminas B apresentam um mecanismo de acdo semelhante, apesar
de serem quimicamente diferentes (T. Lambert, 2012; van Hoek et al., 2011). A classe dos macrdlidos
envolve antibiéticos como eritromicina A, azitromicina e a claritromicina que possuem uma atividade
bacteriostatica e sdo frequentemente usados em combinagéo com outras classes de antibioticos (Allison
& Lambert, 2015). O seu mecanismo de acdo passa pela inibicdo da sintese proteica através da sua
ligacdo ao rRNA 23S associado a subunidade 50S do ribossoma bacteriano (Kapoor et al., 2017; van
Hoek et al., 2011).

A classe das lincosamidas, que inclui os antibidticos lincomicina e clindamicina, podem ser
bacteriostaticas ou bactericidas, dependendo da concentragdo e da espécie bacteriana onde vao atuar
(Allison & Lambert, 2015; T. Lambert, 2012).

As estreptograminas sdo antibidticos utilizados em infecGes causadas por bactérias gram-positivas,
podendo ser de dois tipos, estreptogramina A e B. Quando combinados numa proporcdo especifica,
apresentam atividade bactericida, enquanto que separadas apresentam uma atividade bacteriostatica. A
combinagdo mais conhecida destes antibidticos € a quinupristina-dalfopristina, com uma propor¢éao de
30:70. Juntos conseguem bloquear o alongamento das cadeias polipeptidicas de maneira semelhante aos
macrolidos e as lincosamidas (Allison & Lambert, 2015; T. Lambert, 2012).

As polimixinas sdo antibi6ticos bactericidas que atuam principalmente contra bactérias gram-negativas.
A colistina tem como alvo a membrana externa das bactérias. Devido a uma interacdo eletrostatica que
ocorre entre a polimixina carregada positivamente e os grupos fosfato da membrana do lipido A
carregados negativamente, existe uma deslocacdo de Ca 2" e Mg #* que destabiliza o lipopolissacarido
(LPS) (Allison & Lambert, 2015; Poirel et al., 2005).



Os aminoglicosideos sdo uma classe de antibidticos bactericidas, de amplo espectro, que incluem
antibiéticos com a gentamicina, estreptomicina, amicacina e apramicina. Estes antibidticos atuam na
sintese proteica como inibidores da subunidade 30S do ribossoma bacteriano (Allison & Lambert, 2015;
Kapoor et al., 2017; Krause et al., 2016).

Os glicopeptideos, tal como os B-lactdmicos, sdo agentes bactericidas que interrompem a sintese de
peptidoglicano, mas que interferem com a reagdo da transglicosilacdo (Allison & Lambert, 2015;
Kapoor et al., 2017; P. Lambert, 2005). Dois antibi6ticos pertencentes a esta classe sdo a vancomicina
e a teicoplanina, ambos com atividade contra bactérias gram-positivas (Binda et al., 2014).

Os anfenicois s&o um grupo de antibidticos de amplo espectro, com atividade principalmente
bacteriostatica, que incluem o cloranfenicol e o florfenicol (Pietro et al., 2014). Os membros desta classe
blogueiam a atividade da peptidiltransferase na subunidade ribossémica 50S (Allison & Lambert, 2015;
Kapoor et al., 2017).

Os lipopéptidos, com a daptomicina, sdo antibioticos bactericidas, altamente ativos contra bactérias
multirresistentes. Embora 0 mecanismo de a¢do ainda ndo esteja totalmente esclarecido, acredita-se que
tenham como alvo a membrana bacteriana (Straus & Hancock, 2006).

As sulfonamidas e o trimetoprim inibem etapas distintas no metabolismo do &cido folico, sendo
combinadas para aumentar o espetro de atividade e haver eficacia contra bactérias que seriam resistentes
a qualquer um dos antimicrobianos sozinhos (Kapoor et al., 2017). Estes antibioticos podem exibir
efeitos bacteriostaticos ou bactericidas consoante o tipo de tratamento aplicado (Gleckman et al., 1981).

Os antibi6ticos da classe das oxazolidinonas ligam-se a subunidade 50S do ribossoma e bloqueiam a
montagem de um complexo de iniciacdo funcional (Allison & Lambert, 2015; Zahedi Bialvaei et al.,
2017). O antibidtico linezolida tem atividade contra uma variedade de bactérias gram-positivas,
inclusive multirresistentes, sendo utilizado como um antibidtico de ultimo recurso (Zahedi Bialvaei et
al., 2017).

1.3. Uso de antibidticos em aquacultura

O uso dos antibidticos nesta industria pode ser categorizado como terapéutico, profilatico ou
metafilatico. O uso terapéutico corresponde ao tratamento de infecbes estabelecidas nos animais
aquaticos, enquanto que a profilaxia é o uso preventivo de antibiéticos em individuos ou grupos para
prevenir o desenvolvimento das infegdes. A metafilaxia € um termo usado para a medicacdo de
populages inteiras, visando tratar os animais doentes e medicar os restantes individuos para prevenir
doencas (Cabello, 2006; Pepi & Focardi, 2021; Pérez-Sanchez et al., 2018).

Né&o existem antibidticos especificamente concebidos para a aquacultura, sendo utilizados farmacos
autorizados para outras areas da medicina (Santos & Ramos, 2018). Portugal integra o grupo de paises
que adota a legislacdo da Unido Europeia (UE) que autoriza o uso de oxitetraciclina, florfenicol,
sarafloxacina, eritromicina e sulfonamidas (potenciadas com trimetoprim ou ormetoprim) na
aquacultura (Salgueiro et al., 2020). Até 2006 era recorrente 0 uso de promotores de crescimento para
aumentar a produtividade nas exploragdes de aquacultura, sendo atualmente proibida a sua utilizagéo na
Europa (Romero et al., 2012). As classes de antibiéticos mais vendidas em Portugal para uso em animais
produtores de alimentos (incluindo peixes) entre 2019 e 2020 foram: tetraciclina, penicilina, macrdlidos,
polimixinas e fluoroquinolonas (European Medicines Agency, 2021). Na Figura 1.2 estdo representadas
as vendas de antibidticos para animais produtores de alimentos nos 31 paises europeus, incluindo



Portugal. No entanto, a partir deste grafico ndo € possivel fazer a distingdo entre os varios animais
produtores de alimentos, nem saber efetivamente que antibidticos foram vendidos para aquacultura.

400

350 Other classes*
Fluoroquinolones

300 Pleuromutilins
= Aminoglycosides

250 = Polymyxins
®m Lincosamides

Macrolides
200 = Trimethoprim

Sulfonamides

mg/PCU

150 Penicillins

m Tetracyclines

100

50

Latvia I'M

France |l
Germany [l
Lithuania 7|

Luxembourg Y1

o
Austria [T
I
Bulgaria | |
Croatia | n
Cyprus
L}
|
1
I
|
Greece NN TN
Hungary | I'H
Ireland |
Italy |
Miata EEEET IO
Poland | I
Portugal | I
Romania [l FH
Spain I [ |
[|

Iceland ||
Slovakia [l |l

Belgium |l
Czechia |l
Denmark [
Estonia |l
Finland |
Netherlands [l
Norway |
Slovenia |
Sweden 1]
Switzerland i
United Kingdom [l

Figura 1.2. Vendas de antibioticos (mg/PCU) para o uso em animais produtores de alimentos em 31 paises europeus em 2020,
incluindo Portugal. As classes de antibidticos estdo associadas a cores no gréfico. “Other classes” refere-se a outras classes de
antibidticos como anfenicois, cefalosporinas e quinolonas. A mg/PCU é uma unidade de medida desenvolvida pela Agéncia
Europeia de Medicamentos para monitorizar as vendas e o uso de antibidticos na Europa e tem em consideracéo a populagéo
animal, bem como o peso estimado de cada animal no momento do tratamento com antibioticos. Retirado de European
Medicines Agency (2021).

As vias mais comuns de administracdo de antibidticos nas exploracfes de aquacultura sdo a utilizacéo
de racdes medicadas, a adi¢do direta na agua da exploracéo e a administragdo direta nos animais, por
injecdo (Cabello et al., 2013; Park et al., 2012). Os antibidticos que sdo adicionados diretamente na
agua sdo absorvidos pelos peixes através das guelras, pele e mucosas e atuam onde a taxa de circulagdo
sanguinea é alta, como no intestino e nas guelras. A racdo medicada é caracterizada pela adi¢do e mistura
de antibidticos na ragdo (Muziasari et al., 2014).

1.4. Mecanismos de resisténcia a antibiéticos

O uso terapéutico, profilatico e metafilatico de antibidticos provoca uma pressao seletiva no ambiente,
resultando na ocorréncia de bactérias com resisténcias a antibiéticos (Manage, 2018), mesmo quando
sdo administradas concentragdes baixas ou muito baixas de antibidticos (concentracdes sub-inibitorias)
(Reygaert, 2018). A resisténcia antimicrobiana ocorre quando um microrganismo possui a capacidade
de sobreviver a acdo de um antibidtico, sendo que as bactérias podem ser naturalmente resistentes
(resisténcia intrinseca) a certas substancias antimicrobianas ou podem adquirir as resisténcias
(resisténcia adquirida) (D’Costa et al., 2006; Manage, 2018; Santos & Ramos, 2018).

A resisténcia intrinseca € compartilhada por todos os membros pertencentes a mesma espécie bacteriana
e independente da exposicéo ao antibidtico. A atividade natural das bombas de efluxo e a permeabilidade
reduzida da membrana externa sdo dois exemplos de mecanismos que impedem que o antibidtico possa
atuar dentro das células bacterianas (Reygaert, 2018).



A resisténcia adquirida ocorre quando um microrganismo naturalmente suscetivel a um determinado
antibiotico se torna resistente, devido a modificacBes genéticas ou a aquisicdo de material genético
através de elementos genéticos moveis (EGM) (Done et al., 2015; Watts et al., 2017). Como tal, a
informagdo genética que codifica a resisténcia pode ser transmitida & descendéncia através da
transferéncia vertical de genes (TVG) ou por transferéncia horizontal de genes (THG) (Manage, 2018),
como representado na Figura 1.3.

Muitas vezes detetam-se varios mecanismos de resisténcia ativos, podendo haver transferéncia
horizontal de genes intercalada com bombas de efluxo especificas e enzimas que podem modificar o
antibidtico ou o alvo do antibi6tico (Peterson & Kaur, 2018).
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Figura 1.3. Diferengas entre 0 mecanismo de transferéncia vertical de genes e transferéncia horizontal de genes. A: Durante a
replicacdo, a bactéria pode transferir um gene de resisténcia a antibi6ticos, contido num plasmideo, para a proxima geragao.
Para além disso, podem haver muta¢6es no seu genoma que séo transmitidas a geracdo seguinte. B: A transmissao horizontal
de genes em bactérias pode ser mediada por trés mecanismos principais: transformagdo, transducéo e conjugacdo. Pode ocorrer
transmissdo de informacg&o entre bactérias da mesma espécie ou entre espécies diferentes. Retirado de European Commission
et al. (2018).

O conjunto de genes de um determinado microbioma, incluindo os ndo expressos, que confere
resisténcia antimicrobiana, é designado por resistoma (D’Costa et al., 2006). Engloba ARGs de
resisténcia adquirida e de resisténcia intrinseca, precursores e alguns potenciais mecanismos de
resisténcia que ainda requerem evolucéo ou alteracfes de expressao para conferir a resisténcia (Kim &
Cha, 2021). O mobiloma é definido como todos os elementos genéticos moéveis envolvidos na
transferéncia horizontal de genes detetaveis num microbioma (Carr et al., 2021).

A resisténcia a antibidticos pode desenvolver-se através de varios mecanismos diferentes, sendo os
principais: (1) alteraces do alvo do antibiotico, (I1) reducdo da permeabilidade da membrana celular,
(111) modificacdo ou inativacdo enzimatica, (IV) eliminagdo do antibidtico por bombas de efluxo e (V)
utilizacdo de vias metabdlicas alternativas (Manage, 2018; van Hoek et al., 2011).

A resisténcia intrinseca é principalmente feita através dos mecanismos (l1), (111) e (IV), enquanto que 0s
mecanismos de resisténcia adquiridos mais descritos sdo (1), (111) e (1V) (Reygaert, 2018).

Mecanismo (I): MutagGes ou modificagbes pos-traducionais na molécula alvo de antibidtico podem
levar a alteracBes conformacionais que resultam numa diminuicdo da afinidade do antibi6tico ao seu
local de ligacdo. Dois exemplos deste mecanismo de resisténcia sdo muta¢fes cromossomicas nas
subunidades das enzimas DNA girase e topoisomerase IV, responsaveis pela resisténcia as
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fluoroquinolonas, e alteracdes estruturais nas PBPs que conferem resisténcia as penicilinas (Huemer et
al., 2020; Kapoor et al., 2017; P. Lambert, 2005; Reygaert, 2018).

Mecanismo (I1): A membrana celular funciona como uma barreira & entrada dos antibioticos, impedindo-
0s de exercer o seu propdsito. A estrutura e funcdes da camada de LPS e a existéncia de uma membrana
externa torna as bactérias gram-negativas intrinsecamente menos permeaveis a muitos antibiéticos
(Blair et al., 2015). Isso resulta numa resisténcia intrinseca a certos grupos de antibidticos. As bactérias
gram-positivas ndo possuem membrana externa e a restricdo do acesso aos antibi6ticos ndo é téo
expressiva. No entanto, no caso dos Enterococcus, as moléculas polares tém dificuldade em penetrar a
célula bacteriana, conferindo também uma resisténcia (Reygaert, 2018). Os antibioticos hidrofilicos que
atravessam a membrana externa (como os P-lactamicos, tetraciclinas e algumas fluoroquinolonas)
difundem-se pelas porinas da membrana externa. Portanto, a reducéo da permeabilidade da membrana
externa e a limitacdo da entrada do antibiotico na célula bacteriana é conseguida pela regulacao negativa
das porinas ou pela substituicdo das porinas por canais mais seletivos (Blair et al., 2015; Huemer et al.,
2020; Peterson & Kaur, 2018).

Mecanismo (l11): As bactérias conseguem inativar os antibidticos através de dois mecanismos, pela
degradacdo do farmaco ou por modificacdes quimicas. J& foram identificadas milhares de enzimas
capazes de degradar e modificar antibidticos como B-lactamicos, aminoglicosideos e macroélidos (Blair
etal., 2015). As B-lactamases s&o um dos melhores exemplos de resisténcia por hidrélise. Estas enzimas
clivam o anel B-lactdmico e impedem a ligag&o entre o antibidtico e as PBPs, tornando-o ineficaz. VVarios
tipos diferentes de B-lactamases foram descritos e classificados de acordo com suas func¢des bioquimicas
(classificacdo de Bush-Jacob) ou suas caracteristicas estruturais (classificagdo de Ambler). A
classificagdo de Ambler sugere as classes A, B, C e D. A caracterizagéo estrutural e funcional classifica
as B-lactamases em dois grupos, um com serina no local catalitico ativo (classes A, C, D) e outro com
metaloenzimas zinco-dependentes (classe B). Na classe A estdo incluidas as penicilinases,
carbapenemases, cefalosporinases e¢ [-lactamases de espectro estendido (ESBL). Os genes que
codificam as enzimas CTX-M, pertencentes a ESBL, foram encontrados associados a transposdes ou
sequéncias de insergdo em Escherichia coli resistente a cefalosporinas (European Commission et al.,
2018). As enzimas da classe B incluem as metalo-p-lactamases, como a metalo-beta-lactamase-1 de
Nova Deli (NMD-1), que necessitam de zinco como cofator para a hidrélise do anel -lactdmico (Ray
et al., 2017). O gene blaNMD foi localizado no cromossoma do hospedeiro e em plasmideos e €
caracterizado por uma alta mobilidade num curto espago de tempo. As B-lactamases da classe C e classe
D sdo enzimas como AmpC e enzimas hidrolisadoras de oxacilina (OXA), respetivamente. A AmpC [3-
lactamase é uma cefalosporinase e 0 gene blaAmpC esta localizado tanto no cromossoma como em
plasmideos. Os genes que codificam enzimas AmpC mediadas por plasmideos derivam de
cefalosporinases AmpC cromossomicas e englobam vérias familias, nomeadamente as CMY, ACT,
DHA, FOX, MIR, ACC, LAT e MOX. As enzimas OXA tém a capacidade de hidrolisar a oxacilina e
sdo frequentemente associadas a EGMs (European Commission et al., 2018; Ray et al., 2017).

Por outro lado, a adicdo de grupos quimicos a locais vulneraveis da molécula de antibidtico por enzimas
bacterianas impede que o antibidtico se ligue a sua proteina alvo (Blair et al., 2015). A acetilacéo é o
mecanismo mais utilizado, sendo utilizado contra os aminoglicosideos, cloranfenicol, as
estreptograminas e as fluoroquinolonas. A fosforilacdo e a adenilacdo sdo conhecidas por serem usadas
principalmente contra os aminoglicosideos (Peterson & Kaur, 2018; Reygaert, 2018). Estas enzimas que
modificam os aminoglicosideos existem em certos elementos genéticos moéveis como integrdes onde
permitem a transmisséo de resisténcia (Ray et al., 2017).



Mecanismo (IV): Para um antibi6tico ter efeito necessita de permanecer a altas concentragdes dentro da
célula bacteriana por um longo periodo. Por esta razdo, algumas bactérias usam o transporte ativo do
antibidtico para fora da célula como mecanismo de resisténcia. As bactérias possuem genes codificados
cromossomicamente para bombas de efluxo, sendo alguns expressos constitutivamente e outros
induzidos ou superexpressos (Reygaert, 2018). Essas bombas estdo presentes na membrana
citoplasmatica e sdo as responsaveis pelo efluxo do antibiético para fora da célula (Kapoor et al., 2017).
Existem bombas de efluxo especificas para uma determinada classe de antibiéticos e bombas com
capacidade de transportar uma ampla gama de substratos estruturalmente diferentes, sendo estas Gltimas
conhecidas como bombas de efluxo de resisténcia a mdltiplas drogas (MDR) (Blair et al., 2015). Existem
cinco familias de bombas de efluxo em bactérias: ABC (ATP-binding cassette transporters), RND
(resistance-nodulation-cell division), MF (major facilitator), SMR (small multidrug resistance) e
MATE (multidrug and toxic compound extrusion) (Ray et al., 2017; Reygaert, 2018).

Mecanismo (V): As bactérias também podem ser resistentes a antibioticos por utilizarem vias
metabodlicas alternativas (Manage, 2018). Por exemplo, podem captar folato do ambiente ao invés de
sintetizar o folato, tornando-se resistente aos antibidticos sulfonamida e trimetoprim (Saha & Sarkar,
2021).

1.4.1.Transferéncia horizontal de genes e elementos genéticos madveis

A resisténcia adquirida pode ocorrer igualmente por aquisicdo de material genético exdgeno através de
mecanismos de transferéncia horizontal de genes (THG). A transferéncia horizontal de genes de
resisténcia a antibioticos (ARGs) pode ser mediada por trés mecanismos principais: transformacao,
transdugdo e conjugacdo (Done et al., 2015; Watts et al., 2017). A transformacdo é o fenémeno da
absorcdo do DNA nu do ambiente pelas células da bactéria, a transducdo ocorre quando o DNA ¢é
transferido com a ajuda de bacteridfagos. Por ultimo, a conjugacdo da-se quando o DNA é transferido
usando EGMs, tais como plasmideos, sequéncias de insergdo (IS), transposdes e elementos genéticos
mobilizaveis como os integres (localizados em transposdes ou plasmideos) com cassetes de genes
(Reygaert, 2018; van Overbeek, 2019).

Os plasmideos sdo elementos extracromossémicos, capazes de se replicar autonomamente e capazes de
se autotransmitir entre células. Tém a capacidade de coletar varios ARGs, que codificam a resisténcia
para diferentes classes de antibidticos, e transferi-los para a bactéria recetora, o que leva ao
estabelecimento de bactérias multirresistentes no ambiente (Carroll & Wong, 2018; Lerminiaux &
Cameron, 2019; Rozwandowicz et al., 2018; van Hoek et al., 2011). Contém uma origem de replicacao,
uma origem de transferéncia e genes que codificam fungdes especificas como autorreplicacdo, particdo
e transferéncia conjugativa. Os plasmideos que abrigam genes de conjugacdo sdo chamados
conjugativos. Os plasmideos que ndo tem nenhum gene para compor o aparelho de conjugacao, sao
chamados de mobilizaveis, e necessitam de usar as fun¢bes de conjugacgdo de plasmideos conjugativos.
Existem plasmideos que tém uma ampla gama de hospedeiros, podendo transferir a sua informacao
genética para diferentes espécies, enquanto outros tém uma gama de hospedeiros muito mais estreita,
sendo especificos de um género ou espécie. A desvantagem deste elemento € a sua instabilidade, visto
que por vezes, o plasmideo pode ser perdido pela bactéria. Alguns estudos sugerem que isto ocorre
porque o transporte de plasmideos com genes de resisténcia € geralmente caro, em termos de fitness,
para o0 hospedeiro na auséncia de antibioticos. Isto ndo significa que possuir um plasmideo com genes
de resisténcia afeta sempre negativamente o fitness (Carroll & Wong, 2018) e que ndo sdo uma opgao
viavel para a bactéria, visto que também existe um custo associado a mutagdes cromossémicas, que por



vezes é superior ao de EGMs (Carroll & Wong, 2018; Vogwill & MacLean, 2015). Foram definidos
quatro grupos principais com base na relacdo genética e na estrutura do pilus: grupo IncF (contendo
IncC, IncD, IncF, IncJ e IncS), grupo Incl (IncB, Incl e IncK), grupo IncP (IncM , IncP, IncU e IncW)
e Ti (van Hoek et al., 2011).

As sequéncias de insercdo (IS) sdo pequenos segmentos de DNA, geralmente flanqueados por curtas
sequéncias repetitivas e invertidas. Carregam informagdo necessaria a transposi¢do do elemento,
transportando pelo menos um gene de transposase. Ndo codificam para nenhum tipo de resisténcia, mas
podem alterar a expressdo de genes proximos. Quando estes elementos contém genes acessorios ndo
envolvidos na translocacao do elemento, sdo chamados de transposdes (van Hoek et al., 2011).

Os transposdes tém a capacidade de se mover intra e intermolecularmente, e transportar genes, incluindo
genes de resisténcia a antibioticos, entre plasmideos, entre o cromossoma e um plasmideo, e vice-versa.
Existem o0s transposGes compostos, que transportam genes acessorios que estdo flanqueados por IS, e
transposfes ndo compostos, que possuem repeticGes terminais invertidas a flanquear o gene. Dois
exemplos de transposdes muito conhecidos séo 0 Tn3, que codifica resisténcia a varios antibidticos f3-
lactdmicos, incluindo ampicilina, e o transposdo Tn21, que codifica resisténcia a estreptomicina e
sulfonamidas. Estes transposdes sdo comumente encontrados em membros das Enterobacteriaceae
(Bennett, 2008).

Os integrdes ja foram detetados em diversos ambientes diferentes, como solos, sedimentos, biofilmes
aquaticos, superficies de plantas, sedimentos marinhos e sedimentos do fundo do mar (Gillings, 2014).
Também sdo bastante comuns em contexto clinico. Estes elementos conseguem capturar, mobilizar e
expressar cassetes de genes, incluindo ARGs e podem ser encontrados em plasmideos, transposoes e
mesmo no cromossoma de algumas espécies bacterianas. As cassetes de genes podem existir numa
forma circular livre ou estar inseridas em integrdes (Partridge et al., 2018), podendo mesmo haver varias
cassetes no mesmo integréo, inseridas sempre na mesma orientagio (Partridge et al., 2009). E utilizado
um mecanismo de recombinacdo sitio-especifica que é definido pela presenca de um gene intl, que
codifica uma integrase (Intl) da familia da tirosina recombinase, um local de recombinagdo attl e um
promotor. A recombinacéo catalisada por Intl entre o local attl do integrdo e o local attC de uma cassete
ocorre para haver insercdo ou excisdo da cassete. Os integr@es estdo divididos com base na sequéncia
de aminoacidos das integrases, tendo sido definidas as classes 1-5, que carregam os genes intl1-intl5
(Partridge et al., 2009, 2018). Os integrdes da classe 1 s@o 0s mais prevalentes, encontrando-se huma
grande variedade de espécies e estando associados a uma grande diversidade de cassetes de genes.
Comparativamente com esta classe, 0s integrdes da classe 2 possuem uma capacidade de adquirir e
rearranjar cassetes de genes muito mais restrita e os integrées de classe 3 possuem uma menor
diversidade de cassetes genéticas (Gillings, 2014). Embora todas as classes de integrdes tenham sido
associadas a determinantes de resisténcia a antibi6ticos, as classes 1 e 2 sdo as mais comuns em bactérias
multirresistentes (Nguyen et al., 2014).

Todos estes elementos tém um papel fundamental na dispersdo de genes de resisténcia a antibidticos
entre bactérias do ambiente, incluindo em aquacultura (R. A. Miller & Harbottle, 2018; Preena et al.,
2020).



1.5. Implicagdes do uso excessivo de antibidticos em aquacultura

Os residuos dos antibidticos podem permanecer nos tecidos dos peixes por longos periodos (Santos &
Ramos, 2018), podendo causar efeitos nocivos ndo apenas aos animais como também a quem o0s
consome, como alergias, toxicidade, perda de diversidade da microbiota intestinal (J. Chen et al., 2020;
Reygaert, 2018; Santos & Ramos, 2018; Vignesh et al., 2011). Para além disso, existe a possibilidade
de aquisicdo de resisténcias a antibidticos ndo exclusivos para a aquacultura. A ameaga ambiental
também é uma realidade devido a acumulacdo de residuos de antibidticos nos sedimentos das
exploracfes de aquacultura e ambiente circundante (Santos & Ramos, 2018).

A abordagem One Health reconhece que a salide humana, animal e ambiental estdo intrinsecamente
ligadas (Udaondo & Huertas, 2020), tendo como principios uma abordagem colaborativa, multissetorial
e transdisciplinar para alcancar resultados benéficos de salde e bem-estar para pessoas, organismos nao
humanos e ambiente. A resisténcia aos antibiéticos tem sido considerada um desafio a estratégia One
Health devido ao réapido surgimento e disseminacao de bactérias e determinantes de resisténcia entre 0s
trés setores (Rousham et al., 2018). E necessario haver uma monitoriza¢do do consumo de antibi6ticos
e um aumento da investigagdo sobre resisténcias antimicrobianas em humanos, animais, alimentos e
meio ambiente (Santos & Ramos, 2018). J& existem estudos que incidem sobre patdgenos em animais
produtores de alimentos (Usui et al., 2016) e bactérias associadas a doengas zoonéticas, mas a
investigacdo tem de ser expandida para incluir mais a aquacultura (Santos & Ramos, 2018),
principalmente em Portugal. Para tentar minimizar os riscos para a salde publica, animal e a ambiental,
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentacéo e a
Agricultura (FAO) e a Organizacdo Mundial de Saide Animal (OIE) criaram planos de ac¢éo globais e
nacionais para coletar dados importantes sobre esta questdo (Rousham et al., 2018; Usui et al., 2016;
Zhou et al., 2022). Para além disto, os Estados-Membros das Nag¢es Unidas (ONU) adotaram a Agenda
2030 para o Desenvolvimento Sustentavel, centrada na seguranca alimentar (Reverter et al., 2020;
Santos & Ramos, 2018).

1.5.1.Impacto na Saude publica e Animal

O uso e abuso de antibidticos em aquacultura pode levar a consequéncias futuras no tratamento de
infecGes em humanos e animais. A OMS publicou uma lista que classificava os antibidticos quanto a
sua importancia na medicina humana (CIA), lista que é regularmente revista e atualizada. Isto permitiu
perceber quais sdo 0s antibidticos que sdo criticamente importantes, altamente importantes e importantes
no tratamento de infegdes humanas (J. Chen et al., 2020; World Health Organization, 2019). Dos 51
antibioticos utilizados pelos principais paises produtores de animais de producédo alimentar (incluindo
aquacultura), 37 estdo classificados como criticamente importantes ou altamente importantes para a
medicina humana (Santos & Ramos, 2018). O uso destes antibidticos de primeira linha para a medicina
humana na indUstria da aquacultura pode originar resisténcias antimicrobianas que comprometem a
medicagdo em clinica humana (J. Chen et al., 2020; Santos & Ramos, 2018). Um exemplo disto é o
estudo de Furushita et al. (2003) em que se encontraram genes de resisténcia a tetraciclina, antibiotico
altamente importante para a medicina humana, em bactérias isoladas de trés espécies de peixes
diferentes oriundos de aquacultura. O preocupante é que 0s genes tet encontrados tinham uma alta
similaridade com os de bactérias isoladas de humanos, tendo possivelmente as mesmas origens. A
resisténcia a tetraciclina é a resisténcia mais comumente observada nas bactérias isoladas da aquacultura
(YYang et al., 2013) mas ndo esta sempre associada ao uso de antibiéticos na exploracdo (Karunasagar,
2020). Noutro estudo, foram identificados plasmideos que transferiram varios genes de resisténcia de
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bactérias existentes em peixes para bactérias patogénicas humanas, incluindo Vibrio cholerae e V.
parahaemolyticus (Santos & Ramos, 2018).

Para promover o equilibrio entre as necessidades de satde animal e de satde publica (Manage, 2018), a
OIE criou a lista de agentes antimicrobianos de importancia critica veterinaria (VCIA) (World
Organization for Animal Health, 2021) e a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) fez uma
categorizacdo dos antibidticos utilizados em animais (European Medicines Agency, 2020). A
classificacdo da lista VCIA dividia-se em trés categorias, antibidticos criticamente importantes,
altamente importantes e importantes para a medicina veterinaria. A lista criada pela EMA agrupava o0s
antibidticos em quatro categorias: na categoria A (Evitar) estdo incluidos os antibidticos que atualmente
ndo sdo autorizados em medicina veterinéria na UE, ndo podendo ser utilizados em animais produtores
de alimentos. Na categoria B (Restringir) incluiu-se os antibidticos cujo uso deve ser restrito em animais
para mitigar o risco a salde publica, devido a sua extrema importancia na medicina humana. A categoria
C (Cuidado) retne os antibidticos que sé devem ser usados quando ndo houver um antibiético da
categoria D que seja eficaz. A categoria D (Prudéncia) abrange antibidticos que devem ser usados como
tratamentos de primeira linha em animais, sempre que possivel, mas com prudéncia (European
Medicines Agency, 2020). Na Tabela 1.1 estéo discriminados os antibioticos de importancia critica para
a medicina humana e veterinaria.

Tabela 1.1. Classificacdo dos antibioticos segundo as listas CIA, VCIA e EMA, que categorizam antibidticos quanto a sua
importancia para a medicina humana e veterinaria. Os antibi6ticos da lista CIA e VCIA estéo divididos em trés subgrupos de
acordo com a sua prioridade para a medicina humana e veterinaria, respetivamente. Na lista criada pela EMA, os
antimicrobianos sdo divididos em quatro categorias (A, B, C, D), relacionando as necessidades da satde animal com as de
salde publica. Adaptado de European Medicines Agency (2020), World Health Organization (2019) e World Organization for
Animal Health (2021).

S Classificacdo - Classificagdo segundo a | Classificagdo segundo a
Classe de antibidticos segundo a lista CIA Prioridade lista VCIA EMA
Glicopeptideos ND Categoria A (Evitar)
Cefalosporinas de 3? 42 e 52
geracdo o Criticamente importante
Fluoroquinolonas Prioridade Categoria B (Restringir)
- Méxima
Polimixinas .
- < Altamente importante
Quinolonas de 12 geracdo
Macrélidos Criticamente Criticamente importante | Categoria C (Cuidado)
Carbapenemes Importante
Lipopéptidos ND Categoria A (Evitar)
Oxazolidinonas .
- — Prioridade
Aminoglicosideos Alta
Combinag6es Aminopenicilinas . . Categoria C (Cuidado)
com inibidores de -lactamase Criticamente importante
Aminopenicilinas Categoria D (Prudéncia)
Estreptograminas ND Categoria A (Evitar)
Anfenicois
Cefalosporinas de 12 e 22 geracdo Altamente importante Categoria C (Cuidado)
Lincosamidas Altamente ND
Sulfonamidas, Trimetoprim e importante
combinagdo . . . o
Criticamente importante | Categoria D (Prudéncia)
Tetraciclinas

ND — Nao definido.
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1.5.2.Impacto na Saude Ambiental

Cerca de 70-80% dos antimicrobianos administrados aos peixes de aguacultura disseminam-se no
ambiente, através de fezes dos mesmos e medicamentos ndo consumidos (Cheng et al., 2021). Com a
acumulacdo destes residuos, pode promover-se uma pressao seletiva prolongada, provocando a emerséo
de determinantes de resisténcia a antibioticos. Nestas condi¢des, 0 ambiente forca a bactéria a adaptar-
se para sobreviver, selecionando a resisténcia por multiplos mecanismos (Cabello et al., 2013; Manage,
2018; Reverter et al., 2020; Santos & Ramos, 2018; Watts et al., 2017). Ja foi descrita a presenca de
ARGs nas comunidades bacterianas ambientais de varios ecossistemas, incluindo sedimentos marinhos,
solos, instalacBes de aquacultura, fabricas de processamento alimentar e em peixes comercializados
(Helsens et al., 2020). Um estudo nas instalacfes de aquacultura na Finlandia revelou que genes de
resisténcia a sulfonamidas, sull e sul2, trimetoprim, dfrAl, e um gene da integrase para um integréo de
classe 1, intll, persistiram nos sedimentos das instalagdes durante seis anos (Muziasari et al., 2014).
Dang et al. (2007) relataram a identificacdo de genes de resisténcia a tetraciclina semelhantes em trés
paises proximos, a Coreia do Sul, China e Japdo, mostrando o real potencial de dissemina¢cdo de ARGs
no ambiente (Cabello et al., 2013; Romero et al., 2012; Salgueiro et al., 2020; Watts et al., 2017). Ao
longo dos anos tém sido identificados varios genes de resisténcia a antibioticos em fezes da dourada
(Sparus aurata), como B-lactamases de amplo espectro, incluindo blaTEM-52 e blaSHV-12, bem como
genes de resisténcia ao cloranfenicol cmlA, a tetraciclina tetA, aos aminoglicosideos aadA, e a
sulfonamida sull, sul2 e sul3 (Sousa et al., 2011). Em enguias (Anguilla anguilla) foram isoladas
estirpes de Aeromonas spp. multirresistentes e com multiplos plasmideos, integrdes e cassetes de genes
(Watts et al., 2017), elementos que promovem a disseminacgdo destes ARGs pelos varios ecossistemas.

2. Obijetivos do estudo

O objetivo principal deste estudo foi identificar as resisténcias antimicrobianas existentes em ambiente
de aquacultura.

Para isso definiram-se as seguintes estratégias:

1. Caracterizar fenotipicamente o perfil de resisténcia dos isolados bacterianos obtidos em
exploracOes de aquacultura, através dos métodos de difusdo em agar e de microdiluicdo em
caldo (meio de cultura liquido).

2. Pesquisar genes de resisténcia a antibioticos e integrdes das classes 1, 2, e 3 recorrendo a ensaios
de reacdo de polimerase em cadeia na variante multiplex (mPCR).

3. Caracterizar genémicamente os isolados que apresentem perfis de multirresisténcia e/ou
integrdes por Sequenciacdo Completa do Genoma (WGS).
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3. Materiais e Métodos

3.1. Colheita das amostras

No ambito do projeto AquaRAM, a equipa de investigacdo do Laboratoério de Bacteriologia e Micologia
do INIAV recolheu amostras de sedimentos de aquacultura dos estuarios do Rio Sado, Rio Tejo, Ria de
Aveiro e Rio Lima, tal como representado na Figura 3.1. Nas exploragdes escolhidas néo existia
administracdo de antibidticos por parte dos produtores.

Foram selecionadas trés zonas no estuéario do Sado, S1 e S2, onde estdo localizadas exploracdes de
aquacultura de ostras (Crassostrea angulata) que utilizam um sistema semi-intensivo, e a zona D1, onde
é feito o cultivo de douradas (Sparus aurata) através de um sistema intensivo. Para além de sedimentos,
também foram recolhidas ostras e o contetdo intestinal de douradas, com o objetivo de testar o ambiente
e 0s animais das exploracfes. As exploraces S1 e S2 estdo situadas em diferentes zonas do estuario,
sendo que na zona S2 existem varias industrias, pequenas ETAR’s e possiveis fossas sépticas na zona
urbana. Apesar de ndo ser tdo industrializada, a zona S1 tem alguma atividade antropogénica, resultante
da existéncia de pequenas quintas, criagao de animais domésticos de particulares e algumas embarcagdes
de pequeno porte.

No ambito de atividades do IPMA, parceiro deste projeto, foram utilizadas amostras de sedimentos e de
miolo de ameijoa japonesa (Ruditapes philippinarum) e de mexilhdo (Mytilus spp.) colhidas no estuario
do Tejo. A zona escolhida neste estuério, apesar de ndo estar oficialmente estabelecida como
aquacultura, alberga atividades de recolha de bivalves para consumo humano e, como a cidade de Lisboa
se localiza nas margens deste estudrio, existe grande atividade antropogénica.

Os estuarios do Rio Lima e Ria de Aveiro sdo zonas de produgdo de moluscos semi-intensiva bastante
conhecidas, tendo sido selecionadas devido & sua importéncia e volume de produgéo.

(zonas 51, S2 e D1)

5| e—————

Figura  3.1. Representagdo  dos  locais de  colheita das  amostras.  Adaptado de  https:/d-
maps.com/carte.php?num_car=2492&lang=es
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3.2. Isolamento e identificacdo bacteriana

As amostras, vindas de todos os locais, foram enviadas refrigeradas a 4°C para o Laboratério de
Bacteriologia e Micologia do INIAV. O isolamento e identificacdo dos 19 isolados bacterianos, pelos
métodos abaixo indicados, foi realizado pela equipa de investiga¢éo do projeto AquaRAM, no INIAV.
Os isolados foram codificados com um numero seguido das letras AQ. Para o efeito, utilizaram-se 0s
meios de cultura: Tryptose Soya Agar (TSA), Marine Agar (MA), Columbia Blood Agar, MacConkey
Agar (MAC), Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar (TCBS) e Glutamate Starch Phenol Red Agar
(GSP). O MAC é um meio de cultura seletivo e diferencial que limita o crescimento de bactérias gram-
positivas e também permite diferenciar microrganismos gram-negativos com base no metabolismo da
lactose. O meio TCBS é seletivo para o isolamento de Vibrio spp., enquanto que o GSP € seletivo e
diferencial para detecdo e diferenciacdo de Pseudomonas spp. e Aeromonas spp.

Apdbs sementeira nestes meios de cultura, as placas de Petri foram incubadas 24-28h a 28°C, temperatura
usada para mimetizar 0 ambiente aquatico, em atmosfera aerdbica. Selecionaram-se as coldnias que
apresentavam morfologia distinta para serem repicadas e identificadas. A colora¢do de Gram foi feita
como descrito por Coico (2006), tendo sido observada a presenga de 14 isolados gram-negativos e cinco
gram-positivos. Os isolados gram-negativos foram inoculados em meio Triple Sugar Iron Agar (TSI) e
incubados a 28°C durante 24 h. Com este meio de cultura foi possivel distinguir as bactérias oxidase
positiva de oxidase negativa, conseguindo-se uma identificacdo presuntiva de Enterobacteriaceae com
base na fermentac&o de glicose, lactose, sacarose e na producéo de gas e HzS.

As galerias bioquimicas APl 20NE (bioMérieux, Franga) foram utilizadas, de acordo com as instrucdes
do fabricante, para identificar bactérias gram-negativas nao-fastidiosas, ndo fermentadores, oxidase
positiva como Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium, Moraxella, Vibrio e Aeromonas. A
identificac&o foi feita usando a base de dados online apiweb™, onde se inseriu o perfil numérico de sete
algarismos obtido por isolado, para ser comparado com outros perfis. Para microrganismos gram-
negativos oxidase-negativa, foram utilizadas as galerias ID32 E (bioMérieux, Franca), que permitem a
identificacdo de isolados pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Para a identificagdo das bactérias
gram-positivas foram utilizadas as galerias Rapid ID 32 STREP (bioMérieux, Franca) que sdo um
sistema padronizado para a identificagdo de Enterococcus e de Streptococcus.

Apos identificagdo, as colonias foram repicadas do meio TSA (meio de manutengdo das culturas) e
transferidas para meio de conservacdo Tryptose Soya Broth com 15% de glicerol, um crioprotetor, e
preservadas a -80°C.

3.3. Testes de suscetibilidade a antibioticos
3.3.1.Método de difusdo em agar (DA)

O método de difusdo em agar (DA) permitiu avaliar a suscetibilidade a diversos antibioticos de todos 0s
isolados (n=19), sendo realizado seguindo o protocolo M42-P do CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2005a). Este método foi padronizado para bactérias ndo fastidiosas de ambiente
aquatico como a familia Enterobacteriaceae, mas também Aeromonas hydrophila e Aeromonas spp.
mesofilas, Pseudomonas spp., Vibrio spp. (apenas estirpes halofilas ndo obrigatorias), tendo sido
testadas a temperatura de 28°C + 2°C. Como ndo estdo contempladas espécies de Enterococcus spp. no
protocolo M42-P, os isolados destas espécies foram testados a duas temperaturas diferentes, 28°C + 2°C
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e a 37°C + 2°C, tal como representado na Figura 3.2, para perceber se existiam diferencas nos perfis de
resisténcia.

Grupo 1: Bactérias /

ndo fastidiosas de A\

=

/ i‘
///
Familia Enterobacteriacea, Aeromonas
hydrophila e Aeromonas spp. mesofilas,

Pseudomonas spp., Vibrio spp. (apenas
estirpes halofilas nao obrigatérias)

Grupo N1: Bactérias que
nao integram o grupo de
bactérias de ambiente
aquatico, segundo o CLSI

ambiente aquitico, |
segundo o CLSI \

Enterococcus spp.

Difusdo em Agar Microdiluigdo em Caldo Difusao em Agar Microdilui¢do em Caldo
(DA) (MC) (DA) (MC)
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Figura 3.2. Representacdo esquematica dos ensaios de testes de suscetibilidade a antibidticos. Ambos os grupos foram testado
através de dois métodos, difusdo em agar e microdiluicdo em caldo, a temperatura de 28 + 2°C, mas o grupo N1 (Enterococcus
spp.) foi testado simultaneamente a 37 + 2°C. CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute. DA — Difusdo em agar. MC
— Microdiluicéo em caldo.

Foram testados 24 antibidticos para cada um dos isolados gram-negativos (n=14) incluindo: Amicacina
(AKN, 30 pg), Amoxicilina-acido clavulanico (AMC, 20/10 pg), Apramicina (APR, 30 pg),
Azitromicina (AZM, 30 pg), Ceftazidima (CAZ, 30 pg), Cefalotina (CEF, 30 pg), Cefoperazone (CFP,
75 ng), Cloranfenicol (CHL, 30 pg), Ciprofloxacina (CIP, 5 ug), Cefotaxima (CTX, 30 pg), Ertapenem
(ETP, 10 pg), Florfenicol (FFC, 30 pg), Cefoxitina (FOX, 30 pg), Nitrofurantoina (FTN, 300 png),
Imipenem (IMP, 10 pg), Marbofloxacina (MAR, 5 pg), Meropenem (MEM, 10 pg), Oxitetraciclina (OT,
30 pg), Piperacilina (PRL, 100 ug), Ampicilina-Sulbactam (SAM, 10/10 ug), Sulfametoxazole-
Trimetoprim (SXT, 1,25/23,75 ng), Tigeciclina (TGC, 15 pg), Ticarcilina (TIC, 75 nug) e Piperacilina-
Trimetoprim (TZP, 100/10 ug).

Para os cinco isolados gram-positivos foram testados 25 antibidticos, dos quais apenas cinco diferiram
dos utilizados para os isolados gram-negativos, tendo sido retirados os antibidticos CFP, FOX, FTN e
TIC do ensaio, e adicionada a Teicoplanina (TEC, 30 pg), Vancomicina (VAN, 30 pg), Ampicilina
(AMP, 10 pg) e Clindamicina (CMN, 2 pg). Os discos de antibidtico AKN, AMC, CAZ, CEF, CFP,
CHL, CIP, CTX, FOX, FTN, MAR, SXT, VAN, AMP, e CMN foram adquiridos ao fornecedor Bio-
Rad, enquanto que os restantes foram adquiridos a Oxoid.

Antes da execucgdo do teste de sensibilidade a antibiticos, os isolados foram inoculados em placas de
TSA e incubadas a 28°C (os isolados gram-positivos foram igualmente incubados a 37°C) em condicGes
aerdbicas por 24 h. As suspensoes bacterianas foram preparadas através da transferéncia de colénias das
culturas puras para ampolas de NaCl 0,85%, seguida do ajuste da turbidez a 0,5 na escala de McFarland,
por meio de um densitometro Densimat (BioMérieux, Franca). Seguiu-se a inoculagdo da suspenséao por
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espalhamento em placas de Mueller-Hinton Agar (MHA) com 4 mm de espessura, utilizando uma
zaragatoa estéril. Foram colocados no méximo 5 discos de antibidtico por placa de MHA com o auxilio
de uma pinca. As placas de MHA foram incubadas 24-28 h a 28°C e 20-24 h a 37°C. Apds a incubacéo,
os halos de inibigdo foram lidos manualmente sobre uma superficie escura com auxilio de uma régua,
com erro de = 0,5mm que é metade da menor divisdo da escala.

A interpretacdo dos resultados obtidos devia ser feita utilizando apenas os critérios epidemioldgicos
(ECOFFs) determinados pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST),
mas devido a escassez dos mesmos, houve a necessidade de também recorrer aos critérios clinicos. Os
critérios escolhidos para a interpretacdo dos halos de inibicéo estdo descritos na Tabela 3.1. O ECOFF
€ 0 menor diametro do halo de inibic¢&o, ou valor de CIM mais alto, que distingue 0os microrganismos
sem e com mecanismos de resisténcia adquirida fenotipicamente detetaveis. Pela regra, os isolados com
valores de CIMs iguais ou inferiores ao ECOFF ndo apresentam mecanismos de resisténcia adquirida
detetaveis ou suscetibilidade reduzida. Por outro lado, os valores de CIM superiores ao ECOFF
compreendem o0s isolados com mecanismos de resisténcia adquirida detetaveis ou suscetibilidade
reduzida (Schuetz, 2020). Para os halos de inibigdo é ao contrario, existem mecanismos de resisténcia
adquirida quando o halo de inibicdo for inferior ao valor de ECOFF (ESCMID, 2022).

Segundo os critérios clinicos, os isolados sao classificados como suscetiveis (S), suscetiveis com
exposicdo aumentada (1) (anteriormente denominada resisténcia intermediaria) e resistentes (R).
Classifica-se o isolado como suscetivel (S) quando o valor do halo de inibicéo for superior ao valor do
critério clinico estabelecido pelo EUCAST e CLSI e quando o valor de CIM for inferior ao mesmo.
Quando o valor do halo de inibicéo for inferior ao valor do critério clinico, o isolado é classificado como
resistente (R). Para se obter este fenotipo de resisténcia o valor de CIM tem de ser superior ao valor
estabelecido. Com os critérios clinicos, ainda existe a terminologia suscetivel com exposi¢do aumentada
(1) que implica que o valor do halo de inibicdo se encontre entre os valores de suscetibilidade e
resisténcia. N&o existe valor de ECOFF para esta classificagdo (ESCMID, 2022).

Tabela 3.1. Critérios epidemioldgicos (ECOFFS) e clinicos utilizados na interpretagdo dos halos de inibigdo resultantes do
método difuséo em agar (DA).

Critérios utilizados
Epidemiolégicos (ECOFFs) Clinicos
Critérios para Enterobacteriaceae (CLSI-
M100S), com excecdo dos antibidticos MAR

em que se utilizaram os critérios VET-01 do
CLSI

Critérios M45-P (CLSI) para Vibrio spp.

Microrganismo

Proteus mirabilis MEM

Vibrio alginolyticus, Vibrio

parahae\mfrll)i/ftilgsss, Vibrio ND (excluindo Vibrio cholerae)
Aeromonas sobria ND Critérios M45-P (CLSI) para o complexo de
Aeromonas hydrophila
Pseudomonas fluorescens ND Critérios para Pseudomonas aeruginosa (CLSI-

M100S)

Critérios do CLSI para Enterococcus spp.
IMP, TEC (E. faecium e E. faecalis) | (M100S) para os antibiéticos AMP, CIP, TEC,
e TGC (E. faecalis) VAN e CHL. Critério para o antibiético CMN
(R<14) retirado de Li et al. (2014)
ND — N&o definido. AKN — Amicacina; AMP — Ampicilina; CHL — Cloranfenicol; CIP — Ciprofloxacina; CMN — Clindamicina;
IMP — Imipenem; MAR — Marbofloxacina; MEM — Meropenem; TEC — Teicoplanina; TGC — Tigeciclina; TIC — Ticarcilina;
VAN - Vancomicina. CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute. EUCAST - European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing.

Enterococcus faecium,
Enterococcus faecalis,
Enterococcus hirae
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Para controlo de qualidade, utilizaram-se nos ensaios as estirpes de referéncia Escherichia coli ATCC
25922 e Staphylococcus aureus ATCC 29213. Os valores dos halos de inibi¢&o das estirpes de controle
de qualidade tinham de estar dentro de intervalos aceitaveis de acordo com o EUCAST (ESCMID,
2022), para que os resultados do ensaio fossem considerados validos.

3.3.2.Método de microdiluicdo em caldo (MC)

Para complementar os resultados do método de difusdo em agar, foi também determinada a concentragéo
inibitéria minima (CIM), que corresponde a concentracdo mais baixa de antibiotico que inibe o
crescimento bacteriano. Para isso, foram utilizadas microplacas de microdiluicdo em caldo nutritivo
comerciais EUVSEC, EUVSEC2 e EUVENC (Sensititre®, Trek Diagnostic Systems, Reino Unido),
seguindo as instrugdes do fabricante para Enterococcus spp. e o protocolo M49-P para bactérias ndo
fastidiosas de ambiente aquético (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005b).

As microplacas de 96 pocos, EUVSEC, incluem os seguintes antibiéticos: Ampicilina (AMP),
Azitromicina (AZl), Cefotaxima (CTX), Ceftazidima (CAZ), Cloranfenicol (CHL), Ciprofloxacina
(CIP), Colistina (COL), Gentamicina (GEN), Meropenem (MEM), &cido nalidixico (NAL),
Sulfametoxazole (SMX), Tetraciclina (TET), Tigeciclina (TGC), Trimetoprim (TMP).

As microplacas EUVEC?2 permitem testar outros antibidticos, complementando assim a informagéo
retirada da EUVSEC, e determinar os fenotipos presumiveis de ESBL, AmpC e carbapenemase. Inclui
a Cefepime (FEP), Cefotaxima (CTX), Cefotaxima/Acido clavulanico (CTX/C), Cefoxitina (FOX),
Ceftazidima (CAZ), Ceftazidima/Acido clavulanico (CAZ/C), Ertapenem (ETP), Imipenem (IMP),
Meropenem (MEM) e Temocilina (TRM).

Para 0 ensaio dos isolados gram-positivos foi utilizada a microplaca EUVENC gue contém antibidticos
como a Ampicilina (AMP), Cloranfenicol (CHL), Ciprofloxacina (CIP), Daptomicina (DAP),
Eritromicina (ERY), Gentamicina (GEN), Linezolida (LZD), Quinupristina-Dalfopristina (QND),
Teicoplanina (TEI), Tetraciclina (TET), Tigeciclina (TGC) e a Vancomicina (VAN).

A suspensdo bacteriana foi preparada como descrito em 3.3.1, em ampolas de NaCl a 0,85%, com
turbidez padréo de 0,5 na escala de McFarland, lida no densitometro Densimat (BioMérieux, Franca).
Transferiu-se 50 pL da suspensdo para um tubo de caldo Mueller-Hinton com catiGes ajustados com
TES (Thermo Scientific™). Usando um dispensador automatico Sensititre AIM™ (ThermoFisher
Scientific), as microplacas EUVSEC, EUVSEC2 e EUVENC foram inoculadas com 50 pL de suspenséo
bacteriana por pogo, seguindo-se a selagem das mesmas com pelicula adesiva.

As placas seladas foram incubadas a 28°C durante 24h-28h e a 37°C por 24 h. Os painéis de antibi6ticos
foram lidos usando um sistema de visualizacdo digital semiautomatico de CIMs Sensititre Vizion™
(ThermoFisher Scientific) e o sistema de software Scientific™ Sensititre™ SWIN™ (Thermo
Scientific™), Os valores de CIMs foram interpretados segundo os critérios reunidos na Tabela 3.2,
dando primazia aos critérios epidemioldgicos que estdo disponiveis.
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Tabela 3.2. Critérios epidemioldgicos (ECOFFs) e clinicos utilizados na interpretacdo dos CIMs resultantes do método de
microdilui¢do em caldo (MC).

Microrganismo Critérios utilizados
g Epidemiolégicos (ECOFFs) Clinicos
Critérios para Enterobacteriaceae (CLSI-
Proteus mirabilis AMP, CAZ, C”?l_’ggN’ MEM, TET, M100S) para os restantes antibiéticos das
microplacas EUVSEC e EUVSEC2
Vibrio alginolyticus, Vibrio - S
. L Critérios M45-P (CLSI) para Vibrio spp.
parahaemolyt_lcus, Vibrio ND (excluindo Vibrio cholerae)
vulnificus
Critérios M45-P (CLSI) para o complexo de
. Aeromonas hydrophila.
Aeromonas sobria ND Critério para o antibiético AMP (R>32)
retirado de Aravena-Roman et al. (2012)
Enterococcus faecium AMP, CHL, CIP, DAP, ERY, GEN, | Critérios do CLSI para Enterococcus spp.
Ent accal LNZ, TEC, TET, TGC e VAN (M100S) e critérios do EUCAST (v. 11.0)
nterococcus faecalis para Enterococcus spp. para 0s restantes
Enterococcus hirae ERY, GEN e TET antibidticos da microplaca EUVENC

ND — Ndo definido. AMP — Ampicilina; CAZ — Ceftazidima; CHL — Cloranfenicol; CIP — Ciprofloxacina; GEN — Gentamicina;
ERY — Eritromicina; LNZ — Linezolida; MEM — Meropenem; TEC — Teicoplanina; TGC — Tigeciclina; TET — Tetraciclina,
VAN - Vancomicina. CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute. EUCAST - European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing.

Com a microplaca EUVSEC2 ¢é também possivel classificar fenotipicamente o tipo de -lactamases,
como sendo do tipo ESBL, AmpC e/ou Carbapenemases com base nos critérios da EFSA e EURL-AR
(European Food Safety Authority & European Centre for Disease Prevention and Control, 2021). As
regras da classificacao fenotipica em ESBL, AmpC e Carbapenemases estdo resumidas na Figura 3.3.

Fendtipo ESBL Fendtipo AmpC

- CIMdaCTXouCAZ>1mg/Le ‘ - CIMdaCTXouCAZ>1mg/Le
- CIMdo MEM < 0,12 mg/Le - CIMdoMEM< 0,12 mg/Le
- CMdaFOX<8mg/Le - CIMdaFOX>8mg/Le
- Existéncia de *sinergia: CTX/C ‘ - Auséncia de *sinergia: CTX/C

e/ou CAZ/C efou CAZ/C

(ndo excluir a presenca de ESBL)

Fendtipo ESBL + AmpC Fendtipo Carbapenemase
- CIMdaCTXouCAZ>1mg/lLe ‘ - CIMdo MEM > 0,12 mg/L
- CIMdoMEM <= 0,12 mg/Le (ndo excluir a presenca de ESBL
- CIMdaFOX>8mg/Le e/ou AmpC)
- Existéncia de *sinergia: CTX/C ‘
efou CAZ/C

Figura 3.3. Classificagdo fenotipica de ESBL, AmpC e Carbapenemases segundo os critérios da EFSA e EURL-AR. CTX -
Cefotaxima; CAZ - Ceftazidima; FOX - Cefoxitina; MEM - Meropenem; C - &cido clavulanico; * sinergia existe quando a
diferenca entre as CIMs da Cefotaxima e/ou da Ceftazidima e as CIMs das combinagdes destas com o &cido clavulanico (CTX/C
e CAZ/C) é igual ou superior a 3 diluicbes de base 2. Ndo existe sinergia quando esta diferenga é inferior a 3 diluigdes de base
2. Adaptado de Ferreira (2022).

Foram utilizadas as estirpes de referéncia Escherichia coli ATCC 25922 e Enterococcus faecalis ATCC
29212 para controle de qualidade dos ensaios.
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3.4. Extracédo e quantificagdo de DNA dos isolados

O processo de extracdo de DNA dos isolados que apresentaram resisténcias fenotipicas (n=14) foi
realizado com o kit comercial GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific™), seguindo
0s protocolos para bactérias gram-negativas e gram-positivas, de acordo com as instru¢Ges do fabricante.
A quantificacdo foi feita através do espectrofotometro NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific™). A
concentracdo do DNA foi determinada medindo a absorbancia a 260 nm (A260) e a pureza do DNA foi
avaliada através dos racios 260/280 e 260/230, que tiveram de ser superiores a 1,8 e 1,9, respetivamente.
A integridade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 0,8% em tampdo 1x Tris-
Borato-EDTA (TBE), corado com Red Safe (© iNtRON Biotechnology).

Os DNAs que foram selecionados para a sequencia¢do completa do genoma (WGS), também foram
guantificados através Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen) com o equipamento Qubit® 2.0
Fluorometer (Invitrogen), devido a sua maior sensibilidade e precisdo.

O DNA extraido foi mantido a -20°C até ao momento da sua utilizacao.

3.5. ldentificagdo dos determinantes de resisténcia por reacédo de polimerase em cadeia

3.5.1.Detecdo de integrdes da classe 1, classe 2 e classe 3

A presenca de genes que codificam as integrases foi avaliada através da realizacéo de ensaios de reacéo
de polimerase em cadeia na variante multiplex (mPCR). O objetivo era detetar os genes intll, intl2 e
intl3 em todos os isolados (n=19) e estudar a sua prevaléncia no ambiente da aquacultura e a sua
distribuigdo entre as classes de integrdes.

A mistura de rea¢do num volume de 25 pL incluia: H2O estéril, tampdo de reacdo 1x (Nzytech, Portugal),
2,0 mM MgCl; (Nzytech), 400 uM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) (Nzytech), 1U de DNA
Polimerase Taq (Nzytech) 0,4 uM de cada primer forward e reverse, e 2 UL de DNA de cada isolado.
Foram utilizando os primers descritos por Kargar et al. (2014) e Machado et al. (2005). As reagdes de
mPCRs realizaram-se num termociclador Biometra Tone (Analytik Jena), utilizando o programa e as
sequéncias nucleotidicas dos primers descritas na Tabela Suplementar 1. Foram usados DNA de estirpes
da colecdo do Laboratério de Bacteriologia e Micologia do INIAV como controlos positivos, e H20
estéril como controlo negativo.

3.5.2.Detecdo dos genes de resisténcia adquirida a colistina

Para a detecdo dos genes de resisténcia a colistina mediados por plasmideos foram pesquisadas nove
variantes do gene mcr em todos os isolados (n=19): mcr-1, mcr-2, mcr-3, mer-4, mer-5, mer-6, mer-7,
mcr-8 e mer-9.

A mistura de reacdo foi preparada para um volume de 25 pL com: H2O estéril, tamp&o de reacdo 1x
(Nzytech, Portugal), 2,0 mM MgCl. (Nzytech), 400 uM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP e dTTP)
(Nzytech), 0,2 uM de cada primer forward e reverse, 1U de DNA Polimerase Taq (Nzytech) e 2 pL de
DNA de cada isolado. As reacbes de amplificaco processaram-se no termociclador Biometra Tone
(Analytik Jena), com os primers descritos por Rebelo et al. (2018) (mcr-1-5) e por Borowiak et al. (2020)
(mcr-6-9). Informagdes sobre o programa e as sequéncias nucleotidicas dos primers estdo descritas na
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Tabela Suplementar 2. Como controlo positivo para as reagdes de amplificacdo foi utilizado DNA de
isolados disponibilizados pelo Laboratério Comunitério de Referéncia aos Antibioticos (DTU, National
Food Institute, Dinamarca), e como controlo negativo foi utilizada H20 estéril.

3.5.3.Deteciio de genes de resisténcia adquirida aos B-lactamicos

Para a caracteriza¢do molecular dos mecanismos de resisténcia aos B-lactamicos procedeu-se a pesquisa
dos genes através de ensaios de mPCR. Os primers e condi¢es de amplificagdo utilizadas para os trés
ensaios de reacdo de polimerase em cadeia foram os descritos por Dallenne et al. (2010) e Mammeri et
al. (2008), e estdo descriminadas na Tabela Suplementar 3. As misturas de reagdo num volume de 25
WL continham H,O estéril, tampéo de reacdo 1x (Nzytech), 1,5-2,5 mM de MgCl, (Nzytech) (2,5 mM
no mPCR da AmpC), 400 uM de dNTPs (Nzytech), 1U de Taq polimerase (NZYTech), e 1-2 uL de
DNA dos isolados. A concentracdo dos primers variou entre 0,2-0,5 uM. As amplifica¢cBes foram
realizadas no termociclador Biometra Tone (Analytik Jena). Como controlo positivo foi utilizado DNA
de estirpes da cole¢éo do Laboratorio de Bacteriologia e Micologia do INIAV, e como controlo negativo
foi utilizada H20 estéril.

3.5.4.Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados

Os produtos obtidos nas reagoes de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5-2,5%
de agarose, dependendo do tamanho do fragmento, em 1x tampéo TBE. Os géis foram corados com Red
Safe (OINtRON Biotechnology), o marcador de peso molecular utilizado foi o de 100 pb
(HyperLadder™ 100bp Bioline) ou 500 pb (NZYDNA Ladder V) (no caso do ensaio de pesquisa do
gene blaampc). O volume do DNA aplicado nos pocos do gel foi de 8 uL por reacdo. Os produtos de
amplificacdo foram visualizados e fotografados, utilizando o sistema de analise de imagem UV BioDoc
(It ™ Imaging System, UVP), e o seu tamanho (pb) determinado por comparagdo com o do controlo
positivo e com o0 marcador de pesos moleculares.

3.6. Sequenciacdo do Genoma Completo (WGS)

A sequenciacdo de cinco isolados foi feita pelas empresas CeGaT (Alemanha) e Eurofins (Alemanha)
usando o sistema Illumina NovaSeq 6000. Foram gerados reads de 100 pb e 150 pb, respetivamente.

O controlo de qualidade das sequéncias e a montagem de novo do genoma inteiro foram realizadas no
software ARIES (Galaxy, Roma) (Knijn et al., 2020), através dos programas FastQC v0.72,
Trimmomatic v0.38.1, SPAdes v3.14.1 e Quast v5.0.2. Foram utilizadas as configuracfes padrdo dos
programas, exceto nos programas Trimmomatic e SPAdes. No primeiro, foi escolhido reads paired-end
e alterado o valor na opg¢do qualidade média necesséria para 15, enquanto que no segundo foi utilizado
um cut-off de 2.0.

A andlise dos ficheiros FASTA decorreu neste software e através das ferramentas de bioinformética
disponibilizadas pelo Centro de Epidemiologia Gendmica (Center for Genomic Epidemiology, 2011).
Dentro das ferramentas da CGE, foi possivel confirmar a identificagdo dos isolados, identificar os genes
de resisténcia aos antibiéticos adquiridos e as mutagdes cromossémicas, genes de viruléncia e confirmar
a presenca de plasmideos e elementos genéticos moveis atraves do SpeciesFinder v2.0 e KmerFinder
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v3.2, ResFinder v4.1, VirulenceFinder v3.2, PlasmidFinder v2.0 e MGE v1.0.3, respetivamente. A
tipificagdo por MLST foi realizada no MLST v2.0, mas néo foi possivel para todos os isolados, visto 0s
isolados Enterococcus hirae e Proteus mirabilis ndo estarem descritos na base de dados. Foram
utilizadas as configuragOes padrao nas ferramentas da CGE, com limites de 60% de cobertura e 90% de
identidade no ResFinder e limites de 60% de cobertura e 95% de identidade no PlasmidFinder.

No software ARIES foi também possivel fazer a tipificacdo por MLST através do pubMLST v2.16.1 e
a identificacdo dos genes de resisténcia a antibiéticos através do ABRICATE v1.0 que reline as seguintes
bases de dados: ResFinder (CGE, DTU, Dinamarca), ARG-ANNOT (IHU Méditerranée Infection),
CARD (McMaster University) e NCBI (National Center for Biotechnology Information, U.S. National
Library of Medicine) (Knijn et al., 2020).

Os dados brutos das sequéncias dos cinco isolados sequenciados foram submetidos ao European
Nucleotide Archive (ENA) com os seguintes nimeros de acesso: ERS14907564, ERS14907565,
ERS14907566, ERS14907567 e ERS149075609.
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4. Resultados e Discussdo

4.1, Isolados bacterianos testados para avaliacdo da resisténcia antimicrobiana

Os isolados identificados pela equipa de investigacdo do Laboratério de Bacteriologia e Micologia do
INIAV advieram de varios locais de exploragdo de aquacultura, como mencionado no capitulo anterior.
Como ¢é possivel observar na Figura 4.1, 63% dos isolados eram provenientes de amostras do estuario
do Sado, de uma das trés zonas de colheita S1, S2 e D1. O seguinte local de colheita mais representado
foi o estuario do Tejo com 21% dos isolados. A representatividade da Ria de Aveiro e do estuario Rio
Lima foi de 11% e 5%, respetivamente.

5%
0,
11% 26%
63% 21%
21%
16%
m Estuario do Tejo Ria de Aveiro
Estuario do Rio Lima Estuario do Sado (Zona S1)
Estuério do Sado (Zona S2) Estuario do Sado (Zona D1)

Figura 4.1. Distribuigdo dos isolados pelos ambientes de aquacultura.

Os isolados testados quanto as resisténcias antimicrobianas eram provenientes de diferentes tipos de
amostras do ambiente de aquacultura, como mostra a Figura 4.2. Foi possivel notar que 53% dos isolados
tinham sido cultivados a partir de amostras de sedimentos das exploragdes de aquacultura, enquanto que
amostras de miolo de Ostras e Ameijoas Japonesas, e de conteldo intestinal de Dourada representaram
26%, 16% e 5% dos isolados.

16%
26%
w 5%
53%
Miolo de Ostras m Conteldo intestinal de Dourada
Sedimento Miolo de Ameijoas Japonesas

Figura 4.2. Distribuicdo dos isolados pelo tipo de amostra de origem.

Dos 19 isolados, 73% eram microrganismos gram-negativos pertencentes as espécies Aeromonas sobria
(n=1), Proteus mirabilis (n=1), Pseudomonas fluorescens (n=5), Vibrio alginolyticus (n=2), Vibrio
parahaemolyticus (n=2), Vibrio vulnificus (n=3). Os cinco isolados gram-positivos pertenciam a
espécies de Enterococcus, como Enterococcus faecium (n=3), Enterococcus faecalis (n=1) e
Enterococcus hirae (n=1).
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4.2. Caracterizacgdo fenotipica das resisténcias antimicrobianas dos isolados
Foram registadas resisténcias fenotipicas em 73,7% dos isolados discriminadas na Tabela 4.1. Os
isolados 23AQ, 25AQ, 27AQ, 29AQ e 31AQ, ndo apresentaram resisténcias fenotipicas.

Tabela 4.1. Resisténcias fenotipicas de 19 isolados detetadas nos testes de suscetibilidade a antibi6ticos a partir dos métodos
DA (Difusdo em agar) e MC (Microdilui¢do em caldo).

Amostra Isolado Resisténcias registadas Resisténcias registadas
através do método DA através do método MC
Miolo de Ostra - Estuario do 1AQ - Enterococcus faecium AKN?, APR?, FOX?!, CTX?, SR

Sado (Zona S1) CAZ, ETPY, IMP!, MEM?Y, CIP
Miolo de Ostra - Estuario do - . ) ’

Sado (Zona S1) 2AQ - Vibrio parahaemolyticus AMP AMP
Sedlmentczz-OEns;usalr;o do Sado 10AQ - Vibrio parahaemolyticus AMP2 O AMP2 O
Sed'me”t(zz'oEnS;”Sa{;O do Sado 11AQ - Vibrio vulnificus AMP, TIC? AMP?

Miolo de Ostra - Estuario do . AKN?!, APRY, FOX?!, CTX2, 1
Sado (Zona S2) 3AQ - Enterococcus faecalis CAZ! CMN! QOND*', TET
. - AKN?!, APRY, FOX!, CTX!,
Miolo de Ostra - Estuario do 4AQ - Enterococcus faecium CAZY, ETP!, IMP!, MEMY, SR

Sado (Zona S2) CIp0
Miolo de Ostra - Estuario do ) - 1 1 ) AZM, CIP, COL?, NAL, TMP,

Sado (Zona S2) 5AQ - Proteus mirabilis FTN', OT?, CIP TETL CHLO
Sed'me”t(zz'oEnS;”Sazr;o do Sado 12AQ - Vibrio vulnificus AMP?, TIC? AMP?
SEd'mem‘zz'oEnsa"’Sazr;o do Sado 13AQ - Vibrio vulnificus AMP2, TIC? AMP?
Coggfﬁgﬁo' o da(: ?;0?]‘;“;‘;3 6AQ - Aeromonas sobria SAML, FOX 02 AMPY, FOX?, IMP®2
Sed'memc(’z'o'izt“Da{')o doSado | gaq . vibrio alginolyticus AMPZ, TIC? AMP?
Sed'me”tc(’z'oizng‘{')o do Sado 9AQ - Vibrio alginolyticus AMP, TIC? AMP?

Miolo de Ameijoa Japonesa - . AKN?, APR!, FOX!, CTXY,

Estuério do Tejo 33AQ - Enterococcus faecium CAZL, ETPY, IMPL, MEM? SR
Miolo de Ameijoa Japonesa - . AKN? APR!, FOX!, CTXY,

Estuario do Tejo 34AQ - Enterococcus hirae CAZ., ETP, MEM, CMN QND
Miolo de Ameijoa Japonesa - 31AQ - Pseudomonas SR NA

Estuério do Tejo fluorescens
Sedimento - Estuario do Tejo 27AQ - Pseudomonas SR NA

fluorescens

. . . 23AQ - Pseudomonas

Sedimento - Ria Aveiro fluorescens SR NA

. . . 29AQ - Pseudomonas

Sedimento - Ria Aveiro fluorescens SR NA
Sedimento - Estuario do Rio 25AQ - Pseudomonas SR NA
Lima fluorescens

DA — Difuséo em Agar. MC — Microdiluicdo em caldo. NA — N&o aplicavel. SR — Sem resisténcias. ! - Resisténcia intrinseca
a espécie ou género ja bem caracterizada (no caso dos isolados de Enterococcus spp., também estéo incluidos os antibidticos
considerados intrinsecamente ineficazes contra este género, segundo o EUCAST, mas que ndo tém critérios definidos). 2 —
Possivel resisténcia intrinseca a ser confirmada. (1) - Suscetibilidade com exposicdo aumentada. SR — Sem resisténcias. AKN
— Amicacina; AMC - Amoxicilina-acido clavulanico; AMP — Ampicilina; APR — Apramicina; AZM — Azitromicina; CAZ —
Ceftazidima; CHL — Cloranfenicol; CIP — Ciprofloxacina; CMN — Clindamicina; COL — Colistina; CTX — Cefotaxima; ERY
— Eritromicina; ETP — Ertapenem; FOX — Cefoxitina; FTN — Nitrofurantoina; IMP — Imipenem; MEM — Meropenem; NAL -
Acido nalidixico; OT — Oxitetraciclina; QND - Quinupristina-Dalfopristina; TET — Tetraciclina; TIC — Ticarcilina; TMP —
Trimetoprim.
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Foram realizados ensaios a partir de dois métodos diferentes para obter o perfil de resisténcia mais
completo para cada isolado. Foi detetado um baixo nimero de resisténcias fenotipicas potencialmente
adquiridas, que necessitaram de ser confirmadas, incluindo acido nalidixico (NAL), ciprofloxacina
(CIP), cloranfenicol (CHL), clindamicina (CMN), quinupristina/dalfopristina (QND), tetraciclina (TET)
e trimetoprim (TMP). Foram igualmente detetadas vérias resisténcias fenotipicas que estdo descritas na
bibliografia como resisténcias intrinsecas das espécies ou géneros, com destaque para a ampicilina
(AMP) e ticarcilina (T1C), detetadas em 42,1% e 26,3% dos isolados testados, respetivamente.

Os isolados de miolo de ostra do estuario do Sado (zona S2), comparativamente aos isolados de outros
tipos de amostras e de exploracfes, foram o0s que apresentaram mais resisténcias fenotipicas
potencialmente adquiridas, com destaque para o isolado Proteus mirabilis 5AQ que apresentou
resisténcia a pelo menos trés classes de antibioticos diferentes, quinolonas, anfenicois e trimetoprim. Os
isolados Enterococcus faecalis 3AQ e Enterococcus faecium 4AQ apresentaram resisténcia a um
antibidtico da classe das tetraciclinas e fluoroquinolonas, respetivamente.

Dos isolados que advieram de sedimentos de aquacultura, apenas o isolado Enterococcus hirae 34AQ
se destacou, tendo sido registadas resisténcias fenotipicas a duas classes de antibioticos diferentes,
lincosamidas e estreptograminas.

Para a interpretacdo dos resultados dos dois métodos € preciso ter em consideracdo que a sensibilidade
e a margem de erro sao diferentes. O método DA é qualitativo, sendo os halos de inibi¢do medidos com
uma régua, enquanto que o resultado das microplacas é quantitativo, visto que é a determinacdo da
concentracdo inibitoria minima, e é lida por um software. Através do método MC também foi possivel
presumir a presenca de 3-lactamases presentes nos isolados.

Para além disso, a falta de critérios epidemioldgicos (ECOFFS) e clinicos disponiveis para a
interpretacdo dos resultados de ambos os métodos também foi algo a ter em consideragao desde o inicio
do estudo. Os ECOFFs séo utilizados em isolados ambientais para detetar mecanismos de resisténcia
gue podem ser, ou ndo, clinicamente significativos, com o objetivo de monitorizar a emergéncia da
resisténcia antimicrobiana (Kahlmeter & Turnidge, 2022; Schuetz, 2020). Os critérios clinicos sdo
importantes para prever 0 SuUcesso ou insucesso da terapia de um paciente. Os critérios mais adequados
para este estudo seriam os ECOFFs, mas nos casos em que 0s mesmos ndo estavam disponiveis,
utilizaram-se os critérios clinicos na interpretacdo dos resultados.

Os valores de halo de inibicdo para os antibiéticos Cefalotina, Florfenicol e Sulfametoxazole-
Trimetoprim por ndo terem cumprido os parametros de qualidade com as estirpes Escherichia coli
ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 29213, ndo foram tidos em consideragdo nos resultados.

Para a caracterizagdo fenotipica das resisténcias antimicrobianas, foram analisadas as diferentes espécies
a que pertencem os isolados em estudo.

4.2.1.Proteus mirabilis

Proteus mirabilis faz parte da microbiota do trato intestinal de humanos e animais, sendo também
encontrada no solo e agua, onde sua presenca é considerada resultante de contaminagdo fecal. E
naturalmente resistente a tetraciclina (TET), colistina (COL), nitrofuranos e tigeciclina (TGC) (Girlich
et al., 2020).

Para além das resisténcias intrinsecas, o isolado Proteus mirabilis 5AQ apresentou resisténcias
fenotipicas a pelo menos trés classes de antibiéticos, quinolonas, trimetoprim e anfenicdis. Os resultados
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destes antibidticos que produziram fendtipos de resisténcia adquirida e de outros de interesse estdo
discriminados na Tabela 4.2. Os restantes resultados estdo discriminados na Tabela Suplementar 4.

Tabela 4.2. Halos de inibicdo (mm) e CIMs (mg/L) do isolado Proteus mirabilis 5AQ para os antibiéticos azitromicina,
cloranfenicol, ciprofloxacina, acido nalidixico e trimetoprim resultantes dos testes de suscetibilidade realizados a 28°C.

P. mirabilis (n=1)
Antibidtico Py
ECOFFs Critérios 5AQ
clinicos

AZM

Halo de inibicao ND ND 16
CIM ND R>32, S<16 64
CHL

Halo de inibicdo ND R<12, S>18
CIM ND R>32, S<8
CIP

Halo de inibicéo ND R<21, S>26
CIM R>0,064, S<0,064 NA 4
NAL
CIM ND R>32, S<16 >128
TMP
CIM ND R>16, S<8 >32

ND — Néo definido. NA — Nao aplicavel. ECOFFs — Critérios epidemioldgicos. AZM - Azitromicina. CHL — Cloranfenicol.
CIP — Ciprofloxacina. GEN — Gentamicina. NAL — Acido nalidixico. TMP - Trimetoprim. A vermelho estdo destacados 0s
valores de halo de inibi¢do e CIM que indicam que existe uma suscetibilidade reduzida ao antibidtico, a laranja os que produzem
um fenétipo de suscetibilidade com exposi¢do aumentada (1) e a verde os valores que indicam suscetibilidade ao antibi6tico.
A preto estdo representados os valores cujo fendtipo ndo é possivel caracterizar pela falta de critérios disponiveis.

No método DA foram registados halos de inibicdo que codificaram para a suscetibilidade com exposi¢ao
aumentada (1) a ciprofloxacina (CIP). No método MC, foram registados valores de CIM que codificam
para a resisténcia a azitromicina (AZM), ciprofloxacina (CIP), acido nalidixico (NAL) e trimetoprim
(TMP), e para a suscetibilidade com exposi¢do aumentada (1) ao cloranfenicol (CHL). O isolado 5AQ
ndo apresentou fendtipo presumivel ESBL, AmpC nem carbapenemase.

No caso da ciprofloxacina (CIP), uma fluoroquinolona, apesar de ter sido registado um fenétipo de
suscetibilidade com exposicdo aumentada (I) no método DA, existe uma grande probabilidade de haver
um mecanismo de resisténcia adquirida presente neste isolado, visto que o valor do CIM foi superior ao
ECOFF. A mesma ilacdo ndo pode feita para o acido nalidixico (NAL), outro antibiético da classe das
guinolonas. Como ndo estava disponivel nenhum valor de ECOFF para este antibiotico, ndo é possivel
prever a presenca de um determinante de resisténcia, apenas a existéncia de uma resisténcia.

A diminuicdo da suscetibilidade as quinolonas e fluoroquinolonas em Enterobacterales pode ser
causada por mutacdes nos genes que codificam para a DNA girase (gyrA e gyrB) ou topoisomerase IV
(parC e parE), e pela presenca de genes de resisténcia as quinolonas mediados por plasmideos (PMQR).
Os genes PMQR incluem genes qgnr, que codificam as proteinas Qnr que protegem a DNA girase e a
topoisomerase IV das quinolonas, o gene aac(6')-lb-cr, que codifica para uma aminoglicosideo
acetiltransferase, e 0s genes gepA e ogxA que codificam bombas de efluxo ativas pertencentes as
superfamilias de proteinas de transporte MFS e RND, respetivamente (Girlich et al., 2020; Minarini &
Darini, 2012; Miranda et al., 2022). Estudos mostram que bactérias da ordem Enterobacterales podem
apresentar varios niveis de resisténcia as quinolonas e fluoroquinolonas (Jacoby, 2005; Miranda et al.,
2022). Esté descrito que a acumulacdo de duas ou mais mutag@es, ou a presenca de mais do que um
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determinante de resisténcia, provoca um fenétipo de alta resisténcia (Nakano et al., 2019), enquanto que
os determinantes de PMQR fornecem apenas resisténcia de baixo nivel as quinolonas (Jacoby, 2005;
Wang et al., 2009). A presenca de genes PMQR em isolados de Proteus spp. de ambiente clinico na
Europa ja foi bastante documentada (Guillard et al., 2014; Kotb et al., 2019; Mazzariol et al., 2012;
Miranda et al., 2022), mas ainda pouco se sabe sobre a prevaléncia desses genes em ambientes aquéaticos.

Em relacdo ao antibiético cloranfenicol (CHL), foi registado um halo de inibicdo que produz um
fenotipo de suscetibilidade, e um CIM que sugere um fendtipo de suscetibilidade com exposicao
aumentada (). Como ndo existe um valor de ECOFF definido para o antibiético cloranfenicol nesta
espécie, ndo é claro se existe um determinante de resisténcia adquirida no isolado 5AQ. Segundo a
bibliografia, existe a enzima cloranfenicol acetiltransferase (CAT) que esté presente em muitos géneros
de bactérias e que confere resisténcia a este antibotico da classe dos anfenicéis. O gene cromossémico
cat ja foi registado em isolados de P. mirabilis em pelo menos dois estudos (Charles, Harford, et al.,
1985; Charles, Keyte, et al., 1985; Schwarz et al., 2004), tendo sido igualmente identificado inseridos
em plasmideos (Schwarz et al., 2004). Existem elementos genéticos méveis que podem transportar
outros genes de resisténcia a este antibidtico, como o gene floR (Bie et al., 2017; He et al., 2021; X. Li
et al., 2016). Sdo frequentemente reportados genes de resisténcia a antibidticos associados a elementos
genéticos moveis em Proteus spp., como plasmideos, integrdes, sequéncias de inser¢do e ICEs (Girlich
etal., 2020). Ja foram descritos elementos ICE da familia SXT/R391, que possuem uma forte capacidade
de transmissdo entre diferentes espécies bacterianas, com genes que codificavam para a resisténcia a
sulfametoxazole (sul2), trimetoprim (dfrA), cloranfenicol (floR) e estreptomicina (strA/B) (Bie et al.,
2017; He et al., 2021; X. Li et al., 2016).

A resisténcia ao trimetoprim (TMP) é causada por modificacbes na enzima alvo dihidrofolato redutase,
codificada pelos genes dfr que sdo transmitidos por elementos genéticos moveis (Brolund et al., 2010;
X.-X. Zhang et al., 2009). O gene dfrA é o mais comumente descrito em isolados ambientais,
principalmente dfrAl, por ser um dos genes de resisténcia que esta localizado na regido conservada do
integrdo de classe 2 (Ahmed et al., 2006; Kaushik et al., 2018; Lu et al., 2022; Xu et al., 2011; X.-X.
Zhang et al., 2009). Como ja foi discutido, também existem elementos ICE da familia SXT/R391 que
contem um gene de resisténcia ao trimetoprim (Bie et al., 2017; He et al., 2021; X. Li et al., 2016).

A resisténcia a macrolidos ainda ndo esté totalmente descodificada em Proteus mirabilis mas a maioria
das bactérias gram-negativas sdo consideradas intrinsecamente resistentes aos macrdlidos, por
possuirem uma membrana externa altamente impermeavel a substancias hidrof6bicas e sistemas de
bomba de efluxo muito eficientes (Meerwein et al., 2020; Stock, 2003).

4.2.2. Aeromonas sobria

Aeromonas spp. sdo bactérias gram-negativas, cujas especies movéis Aeromonas sobria, Aeromonas
hydrophila, Aeromonas veronii, Aeromonas bestiarum e Aeromonas caviae sdo consideradas patdgenos
facultativos que afetam principalmente peixes doentes (Igbinosa et al., 2017; Kadlec et al., 2011; Patil
et al., 2016). Estas espécies estdo amplamente distribuidas pelos ambientes aquaticos, podendo também
ser isolados de alimentos (Nguyen et al., 2014).

Na Tabela 4.3 estdo discriminados os antibi6ticos com que o isolado A. sobria 6AQ produziu fen6tipos
de resisténcia e suscetibilidade com exposicdo aumentada (I). Os restantes resultados estdo
discriminados na Tabela Suplementar 5.
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O isolado 6AQ registou resisténcias a ampicilina (sozinha e combinada com o sulbactam), o que esta de
acordo com a bibliografia visto tratar-se de uma resisténcia intrinseca (Ghenghesh et al., 2013; Odeyemi
& Ahmad, 2017; Silva et al., 2023).

Tal como aconteceu com o isolado de P. mirabilis, a auséncia de ECOFFS disponiveis impediu que
fosse possivel prever a presenca de mecanismos de resisténcia adquirida neste isolado.

Para o antibidtico B-lactamico cefoxitina (FOX), no método DA foi registado um fendtipo
suscetibilidade com exposi¢do aumentada (1), enquanto que o fendtipo obtido no método MC foi de
resisténcia. O Unico antibidtico da classe dos carbapenemes em que o isolado 6AQ demonstrou
suscetibilidade reduzida foi o imipenem (IMP) no método MC.

Tabela 4.3. Halos de inibi¢do (mm) e CIMs (mg/L) do isolado Aeromonas sobria 6AQ para os antibiticos cefoxitina,
imipenem, ampicilina e ampicilina-sulbactam resultantes dos testes de suscetibilidade realizados a 28°C.

A. sobria (n=1)
Antibidtico
ECOFFs Critérios clinicos 6AQ

FOX

Halo de inibicao ND R<14, S>18
CIM ND R>32, S<8 64
IMP

Halo de inibicdo ND R<13, S>16
CIM ND R>16, S<4
AMP
CIM ND R>32, S<8 32
SAM

Halo de inibicdo ND R<I11, S>15 6

ND — Néo definido. ECOFFs — Critérios epidemiolégicos. AMP — Ampicilina; FOX — Cefoxitina; IMP — Imipenem; SAM -
Ampicilina-Sulbactam. A vermelho estdo destacados os valores de halo de inibicdo e CIM que indicam que existe uma
suscetibilidade reduzida ao antibiético, a laranja os que produzem um fen6tipo de suscetibilidade com exposi¢do aumentada
() e a verde os valores que indicam suscetibilidade ao antibi6tico. A preto estdo representados os valores cujo fen6tipo néo é
possivel caracterizar pela falta de critérios disponiveis.

Ja foi descrito na bibliografia que as espécies de Aeromonas spp. (com excecao de A. caviae) para além
de possuirem uma penicilinase (Classe D), possuem uma cefalosporinase (Classe C), e uma metalo-f-
lactamase (Classe B) que sdo intrinsecas (Bertran et al., 2021; P.-L. Chen et al., 2012; Poole et al., 2023;
Rosso et al., 2019; Rossolini et al., 1996; Walsh, 1997).

Foi também descrito que na presenca dos indutores adequados (cefoxitina ou imipenem) pode haver
produgdo de uma f-lactamase induzivel (Abd EI-Ghany, 2023; P.-L. Chen et al., 2012) e que uma Unica
mutacdo pode resultar na inibi¢do coordenada do repressor das trés B-lactamases cromossomicamente
mediadas, aumentando significativamente a expressdo de B-lactamases (Walsh, 1997). A regulacéo
Unica da expressdo destas enzimas pode ser a resposta aos fendtipos obtidos para os antibidticos
cefoxitina e imipenem.

Outra possivel justificacdo para os resultados do isolado 6AQ é o facto do género Aeromonas, tal como
Vibrio, por pertencer ao ambiente aquatico, possuir muitas vezes genes que codificam f3-lactamases que
conferem resisténcia aos B-lactdmicos de espectro estreito (Govender et al., 2021). O isolado 6AQ nao
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apresentou fendtipo presumivel ESBL, nem AmpC, mas pode ser produtor de carbapenemases por ter
um valor de CIM > 0,12 mg/L no antibi6tico Meropenem (MEM).

4.2.3.Vibrio spp.

As espécies do género Vibrio estdo globalmente distribuida em ambientes marinhos e estuarinos
(Jeamsripong et al., 2020; Scarano et al., 2014), e sdo descritas como 0s agente patogénicos que mais
afetam a aquacultura no Mar Mediterraneo (Scarano et al., 2014).

Os isolados de Vibrio alginolyticus (n=2) e Vibrio vulnificus (n=3) obtiveram resultados muito similares
nos antibidticos apresentados na Tabela 4.4. Ambos apresentaram resisténcia a ampicilina (AMP) nos
métodos DA e MC e registaram halos de inibi¢do < 12 mm no antibiotico ticarcilina (TIC), uma
carboxipenincilina. Infelizmente ndo existem valores de ECOFFs nem de critérios clinicos para o
antibiotico TIC, ndo tendo sido possivel fazer nenhuma interpretacéo direta do fenétipo produzido nos
isolados de Vibrio spp.

Tabela 4.4. Halos de inibicdo (mm) e CIMs (mg/L) dos isolados 2AQ, 10AQ, 8AQ, 9AQ, 11AQ, 12AQ, 13AQ para 0s
antibioticos ampicilina e ampicilina-sulbactam e ticarcilina resultantes dos testes de suscetibilidade realizados a 28°C.

V. . .
s ; V. alginolyticus . _
Antibictico | ECOFFs CI‘,I'[(?I’IOS parahaeTZOIytlcus (n=2) V. vulnificus (n=3)
clinicos (n=2)
2AQ | 10AQ | 8AQ | 9AQ |11AQ | 12AQ |13AQ
AMP
Halo de
inibicao ND R<13, S>17 9 11 11 13 12
CIM ND R>32, S<8 32 >64 | >64 | >64 64 >64
SAM
Halo de ND | R<I1,S>I5
inibicdo
TIC
Halo de
inibicao ND ND 32 19 12 12 12 6 10

ND — Ndo definido. ECOFFs — Critérios epidemioldgicos. AMP — Ampicilina; SAM - Ampicilina-Sulbactam; TIC -
Ticarcilina. A vermelho estdo destacados os valores de halo de inibicdo e CIM que indicam que existe uma suscetibilidade
reduzida ao antibidtico, a laranja os que produzem um fenétipo de suscetibilidade com exposi¢do aumentada (I) e a verde o0s
valores que indicam suscetibilidade ao antibittico. A preto estdo representados os valores cujo fen6tipo ndo é possivel
caracterizar pela falta de critérios disponiveis.

Os isolados de Vibrio parahaemolyticus (n=2) registaram uma ligeira diferenca nos valores da
ampicilina (AMP) relativamente as outras duas espécies. O isolado V. parahaemolyticus 2AQ
apresentou um fendtipo de suscetibilidade com exposicdo aumentada (1) no método DA e resisténcia no
método MC, enquanto que no isolado V. parahaemolyticus 10AQ se registou um fendtipo de
suscetibilidade com exposi¢cdo aumentada (1) em ambos os métodos. Também estdo discriminados na
tabela 3.4. os valores do antibiético Ampicilina-Sulbactam (SAM) obtidos para mostrar que o fenétipo
de resisténcia muda drasticamente nos sete isolados quando a ampicilina é utilizada em sinergia com o
Sulbactam, um inibidor de p-lactamases.
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Este perfil de resisténcia a penicilinas pode ser explicado por um mecanismo descoberto recentemente
em Vibrio parahaemolyticus. Percebeu-se que este microrganismo deteta penicilinas atraves de um
sistema de dois componentes chamado VbrK/VbrR (L. Li et al., 2016) e expressa uma [B-lactamase
hidrolisadora de carbenicilina de classe A da familia CARB-17 que ¢ codificada cromossomicamente
(L.-H. Lee et al., 2018; P. Li et al., 2020). Os estudos que tém sido realizados apontam esta resisténcia
como intrinseca no género Vibrio, tendo sido identificada a histidina quinase VbrK (recetor B-lactdmico)
e 0 gene que codifica a B-lactamase em mais espécies de Vibrio spp. (L. Li et al., 2016).

Um estudo realizado em estirpes de Vibrio fluvialis, Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus e
Vibrio metschnikovii, isoladas de explora¢fes de aquacultura italiana, registou resultados que estdo de
acordo com os obtidos neste estudo, pois registaram resisténcia a ampicilina e resisténcia a carbenicilina,
um antibidtico da mesma classe da ticarcilina, carboxipenicilinas (Lagana et al., 2011). Elhadi et al.
(2022) testou estirpes de V. parahaemolyticus isoladas de aguas da costa da Arabia Saudita e registou
fendtipos de suscetibilidade com exposicdo aumentada () a ampicilina e ticarcilina em 80% dos
isolados.

Em relagdo ao tipo de B-lactamases, nenhum isolado de Vibrio spp. (n=7) demonstrou um fenotipo
presumivel ESBL, nem AmpC, nem carbapenemase.

Os resultados néo apresentados na Tabela 4.4 estéo discriminados na Tabela Suplementar 6.

4.2 .4.Pseudomonas fluorescens

Em relacdo aos isolados identificados como Pseudomonas fluorescens (n=5), estes ndo apresentaram
nenhuma resisténcia, contrariamente ao que seria de esperar visto que, de acordo com 0 EUCAST, esta
espécie possui as mesmas resisténcias intrinsecas de Pseudomonas aeruginosa (Silverio et al., 2022).
Esta descrita nesta espécie uma AmpC cromossémica induzivel (Girlich et al., 2010), que é apenas
expressa quando a bactéria sofre pressdo seletiva, que parece ndo ter sido o caso em nenhum dos
isolados.

Os resultados completos dos testes de suscetibilidade a antibi6ticos de cada isolado de P. fluorescens
(n=5) estéo discriminados na Tabela Suplementar 7.

4.2.5.Enterococcus spp.

Nos isolados de Enterococcus faecium (n=3), Enterococcus faecalis (n=1) e Enterococcus hirae (n=1)
os testes de suscetibilidade a antibiéticos foram feitos a duas temperaturas diferentes, 28°C e 37°C. Os
resultados mais relevantes estdo discriminados na Tabela 4.5. Os resultados dos restantes antibidticos
reunidos na Tabela Suplementar 8.

As espécies E. faecium e E. faecalis apresentam resisténcia intrinseca a antibiéticos de vérias classes
diferentes, incluindo B-lactdmicos, aminoglicosideos, estreptograminas A (apenas descrita em E.
faecalis), sulfonamidas (e a combinagao trimetoprim/sulfametoxazole) e &cido fusidico (Hollenbeck &
Rice, 2012; Kateete et al., 2019; Marinho et al., 2016). E. faecalis também apresenta resisténcia
intrinseca a clindamicina (Isnard et al., 2013; Sirichoat et al., 2020).

Nao foi possivel determinar o tipo de B-lactamases produzidas nos isolados de Enterococcus spp. (n=5)
porque a microplaca utilizada (EUVENC) ndo testava antibidticos f-lactdmicos.
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Tabela 4.5. Halos de inibigdo (mm) e CIMs (mg/L) dos isolados 1AQ, 3AQ, 4AQ, 33AQ, 34AQ, para os antibidticos ampicilina, ciprofloxacina, eritromicina, quinupristina/dalfopristina,
tetraciclina, oxitetraciclina, clindamicina, amicacina, apramicina e azitromicina resultantes dos testes de suscetibilidade realizados a 28°C e 37°C.

) E. faecium (n=3) E. faecalis (n=1) E. hirae (n=1)
Andbioticos SeoiAs %{:EIT(ZIC)O; 28 OéA?W °C | 28 °éA(1?37 °C | 28 03(;3A3?7 °C Sl %{::1?{:'0()55 28 003 AS? °C S0l c(ilt‘llrﬁfr:l(?ss 28 °§34A(§7 °C
AMP
Halo de inibicéo ND R<16, S>17 ND R<16, S>17 ND R<16, S>17
CIM R>8, S<8 NA R>4, S<4 NA ND R>16, S<8
CIP
Halo de inibicéo ND R<15,8>21 | 12 ND R<15, S>21 ND R<15, S>21
CIM R>8, S<8 NA R>4, S<4 NA ND R>4, S<1
ERY
CIM R>4, S<4 NA R>4, S<4 NA R>1, S<1 NA
QND
CIM ND R>4, S<1 ND R>4, S<1 8 8 ND R>4, S<1 4 4
TET
CIM R>4, S<4 NA R>4, S<4 NA 128 | 128 | R>4,S<4 NA
oT
Halo de inibicéo ND ND 36 | 32 | 40 29 | 38 30 ND ND 6 6 ND ND 34 29
CMN
Halo de inibicéo ND R<14 12 ND R<14 9 9 ND R<14 10 12
AKN
Halo de inibicéo ND ND 13 14 13 13 11 12 ND ND 6 8 ND ND 8 10
APR
Halo de inibicéo ND ND 10 12 11 11 8 8 ND ND 7 6 ND ND 9 9
AZM
Halo de inibicéo ND ND 14 13 14 13 14 13 ND ND 26 27 ND ND 28 27

ND — Né&o definido. NA — Néo aplicavel. ECOFFs — Critérios epidemioldgicos. AKN — Amicacina; AMP — Ampicilina; APR— Apramicina; AZM — Azitromicina; CAZ — Ceftazidima; CIP —
Ciprofloxacina; CMN — Clindamicina; CTX — Cefotaxima; ERY — Eritromicina; ETP — Ertapenem; IMP — Imipenem; MEM — Meropenem; OT — Oxitetraciclina; QND - Quinupristina-
Dalfopristina; TET — Tetraciclina. A vermelho estdo destacados os valores de halo de inibigdo e CIM que indicam que existe uma suscetibilidade reduzida ao antibi6tico, a laranja os que produzem
um fendtipo de suscetibilidade com exposi¢do aumentada (1) e a verde os valores que indicam suscetibilidade ao antibidtico. A preto estdo representados os valores cujo fenétipo nao é possivel
caracterizar pela falta de critérios disponiveis.
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A resisténcia a ampicilina (AMP) em E. faecalis € rara, mas em E. faecium é comum, sendo umas das
resisténcias mais documentadas, principalmente em ambiente hospitalar. Por essa razéo, um resultado
gue chamou a ateng¢do nos isolados de E. faecium (n=3) foi a suscetibilidade total a ampicilina por parte
dos trés isolados. A resisténcia a este antibiotico pode ser atribuida a expressao de proteinas de ligacéo
a penicilina PBP5. Uma variagdo da sequéncia de PBP5 é suficiente para distinguir dois grupos de E.
faecium, um que possui altos nivel de resisténcia a ampicilina (denominado Pbp5-R) com valores de
CIM de 16 mg/L ou superior, associado ao ambiente hospitalar, e uma variante associada a comunidade
(Pbp5-S) que resulta em valores de CIM inferiores a 2 mg/L. Também existe um terceiro tipo de padréo
de PBP5 (PBP5-S/R), descrito como um PBP5 “hibrido” que origina valores de CIM de 4 mg/L (W. R.
Miller et al., 2014; Pietta et al., 2014; Sifaoui et al., 2001). Foram analisadas sequéncias de pbp5 de
isolados de E. faecium com diferentes niveis de suscetibilidade a este antibiético e verificou-se que a
variabilidade das sequéncias de PBP5 se deve principalmente a alteracGes em posicOes especificas da
proteina, sugerindo que a acumulacdo de mutacdes pode ter contribuido para a resisténcia (Gagetti et
al., 2019). E provavel que existam outros fatores, como regulagio, expressdo e modificacdes
translacionais do gene pbp5 ou outros genes que podem interferir nos valores de CIM dos isolados de
E. faecium (Gido et al., 2022).

No método DA realizado a 28°C, temperatura do ambiente aquatico, para além dos antibioticos f-
lactdmicos, os isolados E. faecium 1AQ e 4AQ apresentaram resisténcia e suscetibilidade com exposi¢édo
aumentada (1), respetivamente, ao antibi6tico ciprofloxacina (CIP). No método MC, ambos os isolados
registaram valores de CIM iguais ao valor do ECOFF para este antibi6tico. A 37°C, o isolado 4AQ
manteve o fendtipo de suscetibilidade com exposi¢do aumentada (1) a ciprofloxacina, enquanto que 1AQ
registou uma alteracdo de fenotipo para a suscetibilidade no método DA. Ambos os isolados
apresentaram uma reducdo do valor de CIM nesta temperatura. Os isolados de E. faecalis e E. hirae
mostraram-se suscetiveis a este antibiotico.

Os fenotipos obtidos no método DA podem ser justificados por uma possivel resisténcia de baixo nivel,
que pode ser motivada apenas por mutages em parC, o alvo primario das fluoroquinolonas nas bactérias
gram-positivas, ou pela presenca de genes gnr ou pela atividade das bombas de efluxo (Garcia-Solache
& Rice, 2019; Geraldes et al., 2022). Por outro lado, os valores de CIM terem sido iguais ao valor do
ECOFF sugere que os isolados 1AQ e 4AQ néo apresentem, teoricamente, mecanismos de resisténcia
adquirida detetaveis. Com os resultados obtidos, existe a necessidade de efetuar uma pesquisa de
determinantes de resisténcia e assim aferir a presenca de uma resisténcia adquirida a ciprofloxacina,
antibidtico pertencente a umas das classes de antibiéticos mais vendida em Portugal para uso em animais
produtores de alimentos (incluindo peixes) entre 2019 e 2020 (European Medicines Agency, 2021). Esta
necessidade também é justificada pelo facto de ja terem sido reportados casos de isolados de
Enterococcus spp. com valores de CIM iguais ao valor do ECOFF, em que foram identificados genes
de resisténcia a antibi6ticos (Cai et al., 2019; Gido Santana Oliveira e Silva, 2021)

O isolado E. faecalis 3AQ foi o primeiro isolado do estudo a registar uma possivel resisténcia adquirida
a um antibidtico da classe das tetraciclinas (possivelmente dois antibidticos desta classe visto que foi
registado um halo de inibicdo de 6 mm & oxitetraciclina). A oxitetraciclina (OT) é autorizada em
aquacultura em Portugal, sendo que ja se previa que pudessem ser encontrados isolados com resisténcia
a este antibidtico e analogos. Foi considerado que se podia tratar de uma resisténcia adquirida pelo valor
do CIM ter sido superior ao ECOFF da tetraciclina (TET). Em Enterococcus spp., a resisténcia as
tetraciclinas geralmente ocorre por meio de protecéo do alvo, mediada pelos genes tet(M), tet(O), tet(S),
tet(T) e tet(W), ou por efluxo de antibiéticos através de bombas de efluxo codificadas por tet(K) e tet(L)
(Choi & Woo, 2015).
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Mussa et al. (2022) realizaram um estudo em estirpes de Enterococcus spp. isoladas de animais
aquaticos em Portugal e mostraram que o gene de resisténcia a tetraciclina mais prevalente em isolados
de E. faecalis foi o tet(M), seguido do gene tet(L) e da combinacdo de dois genes de resisténcia. Isto
significa que a resisténcia a este antibidtico pode ser ribossomal, por efluxo ou uma combinagdo de
ambos os tipos. Neste estudo também foi investigada a relagdo entre os genes de resisténcia e a presenca
de elementos genéticos mdveis nos isolados, tendo sido identificados transposGes Tn916 e/ou Tn5397
altamente associados ao gene tet(M) sozinho e combinado com tet(L). Isto foi importante para perceber
gue existe possibilidade de transmissao dos determinantes de resisténcia para o ambiente aquatico e para
outras bactérias.

Di Cesare et al. (2013) detetaram que o perfil de genes de resisténcia mudou quando os isolados de
Enterococcus spp. do mar adriatico foram incubados na presenca de tetraciclina. Houve o aparecimento
do gene tet(O) e perda de tet(L), enquanto que tet(M) foi detetado nas duas condicdes. Os genes tet(O)
e tet(M) séo genes de protecdo ribossomal que conferem um alto nivel de resisténcia, enquanto que tet(L)
é caracterizado por um baixo nivel de resisténcia por codificar o efluxo dos antibiéticos desta classe. Os
dados presentes indicaram uma possivel contribuicdo do uso autorizado de antibiéticos desta classe na
aquacultura para a selecdo de determinantes genéticos que conferem um alto nivel de resisténcia. A
longo prazo pode haver consequéncias drasticas porque as tetraciclinas persistem por mais tempo no
ambiente ao contrério de outros antibidticos como as penicilinas (Marinho et al., 2016).

Foram registadas resisténcias a clindamicina (CMN) e quinupristina/dalfopristina (QND) no isolado
3AQ, gque segundo a bibliografia se tratam de resisténcias intrinsecas da espécie (Gido Santana Oliveira
e Silva, 2021).

O facto de ainda pouco se saber sobre as resisténcias intrinsecas da espécie E. hirae, tendo sido apenas
documentada a resisténcia aos aminoglicosideos (del Campo et al., 2005), e a falta de critérios
dificultaram a interpretacdo dos resultados do isolado E. hirae 34AQ. Foi registada a resisténcia a
quinupristina/dalfopristina (QND) e clindamicina (CMN), e possiveis fenotipos de suscetibilidade
reduzida a cefalosporinas, carbapenemes (com excecdo do imipenem). E provavel que esta espécie
partilhe caracteristicas com as restantes do género, incluindo as resisténcias intrinsecas. Alguns
mecanismos que podem explicar a resisténcia a clindamicina e quinupristina/dalfopristina estdo
relacionados com a expressdao de bombas de efluxo através de genes como msrA, msrC, msrD, IsaA,
vgaB, mefA, possiveis modificacdes dos alvos por metilases do gene rRNA codificadas por erm(A),
erm(B), erm(C), erm(F) e erm(T) e enzimas inativadoras como liases (gene vgbA) ou transferases (genes
InuB, vatB, vatD, vatE) (Roberts et al., 1999).

Fazer os testes de suscetibilidade a 28°C e a 37°C tinha como objetivo perceber como é que a temperatura
influenciava os resultados fenotipicos dos isolados que ndo estavam incluidos no protocolo destinado
ao ambiente aquético. Como a amostragem € pequena (n=5) e ndo foram feitas réplicas dos testes, apenas
nos permitiu abrir um caminho para que no futuro se fagam mais estudos para assim aumentar o rigor
nos testes de suscetibilidade a antibidticos de isolados aquéticos.

Na Tabela 4.5 é possivel ver que os valores registados variaram consoante a temperatura, principalmente
no método DA, mas que em geral ndo existiram grandes alteracGes nos fenétipos, tendo sido apenas
registada uma mudanca de fenétipo no isolado 1AQ no antibidtico ciprofloxacina e no isolado 4AQ na
clindamicina, ambos detetados no método DA. Como foi realizada a sequenciacéo do genoma completo
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nestes dois isolados, a procura por genes que codifiquem as resisténcias foi feita e os resultados foram
discriminados mais abaixo.

4.3. ldentificacdo de determinantes de resisténcia por PCR

4.3.1.Detecdo de integroes de classe 1, classe 2 e classe 3

Foi detetada por um ensaio de reacdo de polimerase em cadeia na variante multiplex (mPCR) a integrase
de integrdes de classe 1 ou classe 2 em 10,5% dos isolados, com a mesma prevaléncia, através da
amplificacdo dos genes intlle intl2, respetivamente. O integrdo de classe 1 pertencia ao isolado E. hirae
34AQ e o integrdo de classe 2 ao P. mirabilis 5AQ. Todos os restantes isolados foram negativos a
presenca de integroes.

Os integrdes de classe 1 sdo descritos como 0s mais comuns no ambiente, tendo ja sido reportados em
aquacultura, tanto em bactérias patogénicas de animais aquaticos como no proprio ambiente (Lin et al.,
2016; Muziasari et al., 2014; Ndi & Barton, 2011). Apesar da maioria dos estudos demonstrarem que
existe uma alta prevaléncia de integrdes desta classe associados a microrganismos gram-negativos, ja
foram identificados em bactérias gram-positivas, incluindo Corynebacterium, Streptococcus,
Enterococcus, Staphylococcus, entre outros (Deng et al., 2015). Por poder estar associado a uma gama
variada de hospedeiros, os integrdes de classe 1 (e as suas respetivas cassetes de genes) sdo considerados
alvos importantes para estudar a disseminacdo de determinantes de resisténcia na aquacultura (Preena
et al., 2020). Os integrdes de classe 2 partilham uma estrutura comum com os integrdes de classe 1 na
regido 5', mas possuem um gene de integrase distinto (intl2) (Rodriguez et al., 2006). Estes integrdes
ocorrem com menos frequéncia na natureza (Lin et al., 2016; Shah et al., 2014) e tém uma baixa
diversidade de cassetes de genes, comparativamente aos integrées de classe 1.

Néao foram observados integrdes da classe 3, 0 que esta de acordo com varios estudos que referem ser a
classe menos frequente (Kargar et al., 2014), tendo apenas sido reportada em algumas espécies e em
alguns paises. Em Portugal, foi identificada em Klebsiella pneumoniae (Deng et al., 2015; Jones-Dias,
Manageiro, et al., 2016).

A abundancia relativa de integrGes no ambiente geralmente aumenta com a exposicdo de antibidticos
em excesso e outros stresses ambientais (Preena et al., 2020). A baixa dete¢do destes EGMs pode ser
um indicativo das boas préaticas usadas nas explora¢@es, mas o tamanho reduzido da amostragem néo
foi suficiente para generalizar este indicador.

4.3.2.Detecdo de genes de resisténcia adquirida a colistina

N&o foram detetados genes mcr em nenhum dos isolados (n=19). Esta pesquisa foi crucial porque
acredita-se que a aquacultura € um dos principais reservatorios de genes de resisténcia a colistina
mediados por plasmideos, principalmente mcr-1 (Cherak et al., 2021; Hassan et al., 2020; Shen et al.,
2019, 2020). A colistina € um antibiético criticamente importante para a medicina humana segundo a
lista CIA e da altamente importante para a medicina veterinaria pela lista VCIA, sendo eficaz no controle
de infe¢Bes por bactérias gram-negativas resistentes a carbapenemes (Hassan et al., 2020).
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4.3.3.Detecdo de genes de resisténcia adquirida aos g-lactamicos

Para a caracterizag¢do molecular dos mecanismos de resisténcia aos B-lactdmicos procedeu-se a pesquisa
dos genes através de ensaios de mPCR nos isolados de Aeromonas sobria (n=1) e Vibrio spp. (n=7).
Estes isolados foram escolhidos por apresentarem resisténcia a penicilinas, e cefalosporinas de primeira
e segunda geracao nos testes de suscetibilidade a antibioticos.

Foi investigada a presenca dos genes blarewm, blaswv, blaoxa nos isolados de Vibrio spp. No isolado de A.
sobria a pesquisa também incidiu sobre 0s genes que codificam B-lactamases do tipo AmpC mediadas
por plasmideo blapis (blaacc, blarox, blamox, blapwa, blacit € blagsc) e gene da AmpC cromossémica
blaampc (incluindo o promotor, atenuador e regido codificadora do gene).

Como nenhum dos isolados de Vibrio spp. apresentou um fenotipo ESBL foi posta a hipdtese das
resisténcias resultarem da presenca de uma da variante mais prevalente da familia TEM, a TEM-1 ou
TEM-2, ou da variante SHV-1 da familia SHV (Bajpai et al., 2017; Dahanayake et al., 2020). Também
foi possivel pesquisar o gene blaOXA por PCR multiplex. J& foram descritas varias variantes destas
enzimas OXA que sdo consideradas ESBL, por hidrolisarem cefalosporinas de terceira geracdo, mas
também existem outras variantes que hidrolisam carbapenemes (Munita & Arias, 2016). mas havia uma
baixa probabilidade de ser o gene responsavel pelas resisténcias visto ser muito encontrado em isolados
ESBL (Sawa et al., 2020). O facto de nos isolados de Vibrio spp. (n=7) o resultado da pesquisa dos
genes blarem, blasny € blaoxa ter sido negativo reforcou a suspeita de que as resisténcias apresentadas
por estes isolados sejam intrinsecas, como discutido em 4.2.3.

Pesquisaram-se genes relacionados com AmpC mesmo sem um fendtipo presumivel de AmpC no
isolado A. sobria 6AQ por causa da resisténcia a cefoxitina e imipenem (l), antibi6ticos relatados na
bibliografia como possiveis indutores de uma AmpC cromossdmica (P.-L. Chen et al., 2012). Para além
da B-lactamase AmpC plasmidica FOX que produz uma resisténcia a cefoxitina, a CMY possui seis
variantes que estdo relacionadas a AmpC cromossdmica de Aeromonas spp., a CMY-1, -8, -9, -10, -11
e -19, que quando presentes contribuem para a reducdo da sensibilidade aos carbapenemes (Santiago et
al., 2016; Sawa et al., 2020). Os resultados negativos na pesquisa dos genes blap.s confirmaram a
premissa de que estas resisténcias sdo resultado de um conjunto de B-lactamases que ocorrem
naturalmente nesta espécie, uma cefalosporinase, uma penicilinase e uma metalo-p-lactamase (Bertran
etal., 2021; P.-L. Chen et al., 2012; Rosso et al., 2019; Rossolini et al., 1996). O resultado negativo na
amplificagdo do gene blaampc mostra que ainda existe a necessidade de estudar as varias espécies de
Aeromonas para perceber que enzimas provocam a resisténcia intrinseca, visto que se postula que sejam
enzimas especificas para cada espécie de Aeromonas, A. sobria, A. hydrophila, A. veronii, A. bestiarum
e A. caviae (Bertran et al., 2021).

A diminuicdo da suscetibilidade a estes antimicrobianos também pode estar relacionada com a presenca
bombas de efluxo, ou diminui¢do do nimero de porinas na membrana celular (Jacoby, 2009).

4.4, Sequenciacao dos isolados selecionados

A sequenciacdo do genoma completo (WGS) foi realizada para isolados 1AQ, 3AQ, 4AQ, 5AQ e 34AQ.
Foi escolhido o isolado P. mirabilis 5AQ por apresentar resisténcias fenotipicas a pelo menos trés classes
de antibidticos, quinolonas, trimetoprim e anfenicdis e por possuir um integréo de classe 2. Os isolados
E. faecium 1AQ e 4AQ foram sequenciados para investigar as resisténcias registadas ao antibiético
ciprofloxacina, para perceber se existem determinantes de resisténcia a macrdlidos (visto que ndo havia
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critérios disponiveis parra a interpretacdo dos resultados) e descodificar a causa da suscetibilidade a
ampicilina (AMP). Foi efetuada a sequenciacao do isolado E. faecalis 3AQ por demonstrar a presenca
de determinantes de resisténcia a tetraciclina (TET), e para perceber se estes determinantes sdo
transferiveis por elementos genéticos moveis para 0 ambiente. Por fim, o isolado E. hirae 34AQ chamou
a atencdo por apresentar resisténcia a clindamicina (CMN) e quinupristina/dalfopristina (QND), sendo
gue nenhuma das duas resisténcias é referenciada na bibliografia, e por possuir um integrao de classe 1.
A sequenciagdo deste isolado permitiu ainda investigar outros antibidticos para além dos discutidos,
visto que praticamente nada se sabe sobre as resisténcias intrinsecas e adquiridas nesta espécie.

Os isolados escolhidos, pertencentes a espécies descritas na literatura como patdégenos oportunistas de
peixes (Petersen & Dalsgaard, 2003), foram cultivadas a partir de amostras de miolo de ostra recolhidas
no Estuario do Sado (zona S1 e S2) e de ameijoa japonesa recolhidas no Estuério do Tejo, as zonas com
mais atividade antropogénica das investigadas neste estudo e teoricamente mais inerentes a perturbacdes
ambientais. A coexisténcia de genes de resisténcia e viruléncia pode complicar ainda mais as opgdes de
tratamento existentes para humanos e animais de producao, incluindo aquacultura (Mussa et al., 2022).

Os resultados da sequenciagdo estdo discriminados na Tabela 4.6, incluindo determinantes de resisténcia
e elementos genéticos mdveis de cada isolado.

4.4.1.1solado 5AQ (Proteus mirabilis)

O isolado de P. mirabilis 5AQ apresentou genes de resisténcia a ciprofloxacina (gnrD1), trimetoprim
(dfrAl), espectinomicina e estreptomicina (aadAl) e estreptotricina (sat-2), tetraciclina (tet(J)) e
cloranfenicol (cat). Estes resultados estdo concordantes com os fenétipos de resisténcia apresentados
nos testes de suscetibilidade a antibi6ticos. Foi detetado neste isolado um plasmideo Col3M, um integrdo
de classe 2 (por mPCR), um transposao Tn7 e uma sequéncia de inser¢do I1SVsab.

O gene gnrD1 é um gene de resisténcia as quinolonas mediados por plasmideos (PMQR) que codifica
a resisténcia ao antibiético ciprofloxacina (CIP) (Cavaco et al., 2009), mas ndo explica a resisténcia ao
acido nalidixico (NAL). Teorizamos que este fen6tipo pode ser explicado pela presenca de mutacdes
pontuais em gyrA, gyrB, ou parC, tal como foi descrito em isolados de P. mirabilis por Albornoz et al.
(2014). Infelizmente ndo foi possivel detetar mutagbes pontuais através das ferramentas do CGE para
Proteus spp., sendo algo a ser investigado no futuro por protocolos bioinformaticos mais avancados.

Os resultados da sequenciacdo também mostraram que o gene gnrD1 estd localizado no plasmideo
Col3M, através da sua posi¢do no contig, o que ndo é inédito em P. mirabilis (Bitar et al., 2020), ja tendo
sido inclusive reportado em Portugal, em estirpes isoladas de frangos (Jones-Dias, Clemente, et al.,
2016). O uso de antibidticos da classe das quinolonas e fluoroquinolonas para além de ndo ser permitido
na aquacultura, deve ser restringido na medicina veterinaria por ser criticamente importantes para a
medicina humana. O facto do gene gnrD1 ja ter sido descrito em isolados de diferentes membros da
ordem Enterobacterales em diversos paises mostra a sua capacidade de disseminag&do nos varios setores,
e a necessidade urgente de monitorizacdo (Jacoby et al., 2014; Literak et al., 2012; Ma et al., 2022; S.
Zhang et al., 2013).
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Tabela 4.6. Resultados da sequenciacdo do genoma completo dos isolados 1AQ, 3AQ, 4AQ, 5AQ e 34AQ

deigo do Estirpe MLST Determ?ngp'ges de resisténcia a Plasmideos Sequéncigs Transposdes Qengs d_e
isolado antibiéticos detetados de insercédo viruléncia
pbp5 (p.R34Q), pbp5 (p.P667S), pbp5
(p-E525D), pbp5 (p.N496K), pbp5
(p-E100Q), pbp5 (p.T172A), pbp5
(p-G66E), pbp5 (p.T324A), pbp5
. (p.S27G), pbp5 (p.D204G), pbp5 rep29, repl, ISEfal0, i
1AQ E.faecium | ST1532 (p.K144Q), pbp5 (p.VV24A), pbp5 repUS15, rep2 |  ISSIN acm, efaAfm
(p.AB8T), pbp5 (p.L1771), pbp5
(p.A499T), pbp5 (p.E85D), pbp5
(p.A216S), aac(6")-1i, msr(C), eat(A),
efmA
cCF10, cad, tpx,
elrA, srtA, ace,
. Isa(A), dfrE, efrA, efrB, emeA, tet(M), repUS43, ) cOB1, camE,
3AQ E. faecalis ST249 tet(L) rep9b, rep6 ISSIN ebpA, agg, ebpC,
efaAfs, fsrB, gelE,
hylA e hylB
pbp5 (p.T324A), pbp5 (p.R34Q), pbp5
(p.A216S), pbp5 (p.D204G), pbp5
(p.E100Q), pbp5 (p.N496K), pbp5 ISEfm1,
(p.T172A), pbp5 (p.E525D), pbp5 ISSIN,
. ST22 (p.S27G), pbp5 (p.E85D), pbp5 1S256, i
4AQ E. faecium CCl7 (0.AB8T). pbp5 (p.GE6E). pbp5 repl, repUS15 ISEfal, acm, efaAfm
(p.P667S), pbp5 (p.A499T), pbp5 ISEfall,
(p-V24A), pbp5 (p.L1771), pbp5 ISEfm2
(p.K144Q), aac(6")-li, msr(C), eat(A),
efmA, clpl, gyrA (p.N708Y)
5AQ P. mirabilis ND tet(J), aadAl, sat-2, gnrD1, dfrAl, cat col3M ISVsa5 Tn7 ND
34AQ E. hirae ND aac(6")-li - - - -

ND — Nao definido.
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Outra forma comum de disseminacdo de resisténcia em Enterobacterales é mediada por transposdes
(He et al., 2020), sendo 0 Tn7 o0 mais descrito em isolados de P. mirabilis (X. Chen et al., 2022; He et
al., 2020). O gene aadAl codifica um aminoglicosideo adeniltransferase que afeta apenas os antibiéticos
espectinomicina e estreptomicina, o que explica a suscetibilidade detetada aos restantes antibidticos
aminoglicosideos como amicacina (AKN), apramicina (APR) e gentamicina (GEN). O gene sat-2
codifica para uma estreptotricina acetiltransferase e dfrAl codifica uma dihidrofolato redutase.

Estes trés genes encontram-se localizados hum integrao classe 2, como representado na Figura 4.3, que
é transportado por um transposdo Tn7 (Fonseca & Vicente, 2022). Os integroes de classe 2 possuem um
gene intl2 ndo funcional devido a um codao stop interno e, provavelmente como consequéncia, abrigam
uma variedade limitada de cassetes de genes (Kaushik et al., 2018; Partridge et al., 2018).

Class 2 integron

7|
Pintl2
attl2 attCI attC2 attC3  attC4

7L 2 L} dfidl sat2 aadAl orfX — orforfl0 orfll  nsE tnsD tnsB msd Tn7R

Pc

Tn7 transposon
~ >

Figura 4.3. Representacéo esquematica de um integrdo classe 2 transportado por um transposdo Tn7. As cassetes dfrAl, sat2,
aadAl e orfX do integrdo de classe 2 estdo representadas a cores diferentes. A cassete orfX tem uma fungdo ainda desconhecida.
O promotor da integrase e das cassetes estdo representados como Pintl e Pc, respetivamente. Os genes orfl- orfl1 codificam
para proteinas hipotéticas. attl1, attl2, attC1-4 representam os locais de recombinagdo attl2 e attC. Figura retirada de Tchuinte
et al. (2020).

Tal como se esperava, o gene catA (que codifica a enzima cloranfenicol acetiltransferase) e tet(J) foram
encontrados na sequéncia cromossdmica do isolado 5AQ porque ambos estdo relacionados a resisténcia
intrinseca ao cloranfenicol e a tetraciclinas, respetivamente, de P. mirabilis (Biswas et al., 2012; Bonnin
et al., 2020; Charles, Harford, et al., 1985; Shaw, 1975).

4.4.2.1solados 1AQ e 4AQ (Enterococcus faecium)

Os isolados E. faecium 1AQ e 4AQ, que pertencem as linhagens ST1532 e ST22 CC17, respetivamente,
demostraram resultados muito parecidos na sequenciagao do genoma completo.

As diferencas registadas entre eles foram a dete¢cdo de uma mutacao no gene gyrA e a presenca do gene
clpl no isolado 4AQ. Para além disso, foram detetados em ambos os isolados 0s genes de resisténcia
intrinseca aac(6")-1i, msr(C), eat(A) e efmA.

Quatro replicdes de plasmideos foram identificados em 1AQ, nomeadamente rep29, repl, rep2 e
repUS15, enquanto que em 4AQ foram identificados somente repl e repUS15. A familia mais
prevalente em isolados de E. faecium é rep2 seguido de repl, sendo que a familia rep2 tem uma
diversidade de hospedeiros limitada principalmente a estirpes de E. faecium e E. faecalis, enquanto que
repl pode ser encontrada em diversas bactérias gram-positivas (Jensen et al., 2010). Em ambos 0s
isolados de E. faecium nenhum dos plasmideos nem sequéncias de inser¢do encontradas estavam
associados a mobilizacdo de determinantes de resisténcia a antibi6ticos. Foi registada a presenca de dois
genes de viruléncia, acm e efaAfm.
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A linhagem ST22 € conhecida por ser 0 ancestral primario de varias estirpes de E. faecium resistentes a
antibidticos. O complexo clonal 17 (CC17) coleta clones especificos de E. faecium do ambiente
nosocomial (Pietta et al., 2014).

Em relacdo aos resultados da ciprofloxacina (CIP), os isolados 1AQ e 4AQ tiveram resultados diferentes
para este antibiético nos dois métodos e entre temperaturas. N&o foi detetada nenhuma mutacdo no
isolado 1AQ, mas foi detetada uma mutagdo em gyrA desconhecida no isolado 4AQ. A mutacdo em
gyrA N708Y ndo esta descrita na bibliografia, ndo sendo claro se causa alteracdes na enzima alvo DNA
girase. O mecanismo que pode justificar uma possivel resisténcia de baixo nivel nestes dois isolados é
a presenca do gene efmA que codifica uma bomba de efluxo MDR em E. faecium. Este gene é
constitutivamente expresso em E. faecium a bomba de efluxo EfmA contribui para a resisténcia
intrinseca a antibidticos como ciprofloxacina e norfloxacina, e pode desempenhar outras funcoes
fisioldgicas nesta espécie (Messele et al., 2022; Nishioka et al., 2009; Urshev & Yungareva, 2021).

Os isolados de E. faecium registaram a presenca de mutagdes pontuais no gene pbp5, que codifica a
proteina de ligacdo a penicilina PBP5. Geralmente estas mutagdes estdo associadas a uma afinidade
reduzida da molécula PBPS para antibioticos B-lactdmicos, resultando em valores de CIM elevados
(Bakthavatchalam et al., 2021; Gido et al., 2022; Montealegre et al., 2017; Pietta et al., 2014). O que
impediu que o feno6tipo em ambos os isolados fosse de resisténcia, registando valores de CIM inferiores
a 2 mg/L a 28°C, foi a auséncia de duas mutacGes especificas, M485A e E629V, que ocorrem
principalmente em torno da regido do sitio ativo da proteina e de mutagdes associadas a adi¢do de uma
serina na posicdo 466. Foi demonstrado por Rice et al. (2004) que a presenca de substituicGes Unicas
nas posicgdes 485, 499, 629 e 466' ndo impactavam muito os valores de CIM da ampicilina (AMP), mas
quando essas mutacOes estavam presentes em combinagdo, 0s niveis de resisténcia foram muito
superiores, que foi exatamente o que faltou nos isolados 1AQ e 4AQ. Isto ndo é inédito em isolados de
E. faecium e ja foi registado em Portugal em isolados clinicos, de animais produtores de alimento (Gido
et al., 2022) e de aves (Poeta et al., 2007). Outros fatores, como regulacdo, expressao e modificacdes
translacionais do gene pbp5 ou outros genes, também podem interferir nos valores de CIM da ampicilina
(Gido et al., 2022).

No isolado 4AQ foi detetado o gene clpl, que codifica para chaperona ClpL que é uma importante
proteina de choque térmico que esta envolvida em varios processos celulares, como a resposta de
tolerancia ao stress, sobrevivéncia a longo prazo, viruléncia e resisténcia a antibi6ticos, os mecanismos
moleculares detalhados sdo pouco claros (Tao & Biswas, 2013). Pensa-se que esta chaperona possa
modular as enzimas biossintéticas da parede celular e levar a diminuicdo da suscetibilidade & penicilina.
N&o foi testada a penicilina nestes isolados, mas foi testada a ampicilina (AMP), antibidtico pertencente
ao grupo da penicilina dos antibidticos B-lactdmicos, que apenas difere da penicilina pela presenca do
grupo amino que ajuda o antibiético a penetrar na membrana externa das bactérias gram-negativas
(Weinstein, 2001). E de notar que nos isolados 1AQ e 33AQ foi registada uma descida nos valores de
CIM de 28°C para 37°C, enquanto que em 4AQ ocorreu uma subida do valor de CIM de 28°C para 37°C.
Teorizamos que essa subida de valor pode corresponder ao efeito da chaperona de choque térmico neste
isolado, mas que devido & auséncia das mutaces de pbp5 descritas acimas ndo chegou a haver uma
perda de suscetibilidade, apenas um decréscimo da mesma. Esta proteina esta amplamente distribuida
em bactérias gram-positivas, estando ausente em bactérias gram-negativas, mas o decréscimo da
suscetibilidade a penicilina ainda foi pouco documentada em E. faecium (Huang et al., 2022)

Isto mostra 0 qudo importante € testar estes microrganismos a temperatura do ambiente de que foram
recolhidos, que neste caso é 28°C. Mudangas de temperatura durante o estudo pode influenciar os
resultados, mesmo que ligeiramente.
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O gene cromossémico aac(6')-li codifica uma enzima modificadora de aminoglicosideo (AME) que
confere resisténcia intrinseca de baixo nivel a alguns antibi6ticos da classe dos aminoglicosideos
(Zaheer et al., 2020). O efeito deste gene na gentamicina (GEN) ainda ndo foi bem esclarecido pois
existem autores que defendem que existe uma resisténcia de baixo nivel intrinseca codificada por este
gene (Urshev & Yungareva, 2021), enquanto outro consideram que nao haja efeito do gene no fenétipo
deste antibidtico (Rosvoll et al., 2012). No entanto, o programa Resfinder identificou a gentamicina
como um dos antibioticos que apresentavam uma resisténcia codificada pelo gene aac(6')-li.

O gene msrC em E. faecium codifica uma bomba de efluxo ABC que produz uma resisténcia intrinseca
de baixo nivel a macrolidos e estreptogramina B (Sharkey et al., 2016; Urshev & Yungareva, 2021,
2021; Zaheer et al., 2020). Se for adquirido um determinante de resisténcia a estreptogramina A, as
estirpes de E. faecium que forem portadoras do gene intrinseco msrC iriam expressar altos niveis de
resisténcia ao antibidtico quinupristina-dalfopristina (QND), o que néo se verificou, visto que foram
obtidos valores de CIM iguais e inferiores a 1 mg/L em todos os isolados de E. faecium testados.

Estes isolados 1AQ e 4AQ registaram valores de CIM iguais ao valor de ECOFF do antibidtico
eritromicina, um macroélidos, mas contrariamente ao que aconteceu com 0 antibiético ciprofloxacina,
detetou-se um determinante de resisténcia. Provavelmente existem muitos antibiéticos que produzem
baixos niveis de resisténcia que ndo sdo identificados quando os resultados dos testes de suscetibilidade
sdo comparados com os critérios disponiveis.

O gene eat(A) (que significa Enterococcus ABC-transporter) € um gene intrinseco que codifica para a
resisténcia a lincosamidas, estreptogramina A e pleuromutilinas, mas a sua presenca no genoma dos
isolados de E. faecium ndo significa que haja um fenotipo. Sé existe fendtipo LSAP que o0 gene esta
mutado, denominado eat(A) (Isnard et al., 2013)

4.4.3.1solado 3AQ (Enterococcus faecalis)

Foram identificados no isolado E. faecalis 3AQ, pertencente a linhagem ST249, os genes de resisténcia
tet(L), tet(M), Isa(A), dfrE, efrA, efrB e emeA. N&o foram identificadas mutagfes em pbp5, gyrA ou
parC.

Os replicdes de plasmideos repUS43, rep9b e rep6 também foram registados.

A resisténcia a tetraciclina (TET) e possivel resisténcia a oxitetraciclina (OT) registadas no isolado de
E. faecalis podem ser justificadas pela presenca de dois genes, tet(M) e tet(L), que codificam uma
proteina de protecdo ribossomal e uma bomba de efluxo especifica de tetraciclina, respetivamente
(Mussa et al., 2022). Estes determinantes de resisténcia ja foram documentados em aquacultura no
Mediterraneo (Di Cesare et al., 2012), mar adriatico (Di Cesare et al., 2013) e no Brasil (Aratjo et al.,
2021) e em animais aquarios em Portugal (Mussa et al., 2022). Os genes tet estdo quase invariavelmente
associados a elementos genéticos moveis (Poole, 2007), o que pode justificar a presenca de um
plasmideo repUS43 no mesmo contig que os genes tet(M) e tet(L), a montante dos mesmaos.

Em E. faecalis, o gene responsavel pela resisténcia intrinseca aos antibiéticos clindamicina (CMN) e
quinupristina/dalfopristina (QND) é o gene Isa(A). Este gene codifica uma proteina putativa que é
estruturalmente semelhante as bombas de efluxo ABC, que é responsavel pela resisténcia LSAP
intrinseca, ou seja, resisténcia a lincosamidas, estreptogramina A e pleuromutilinas (Hollenbeck & Rice,
2012; Singh et al., 2002).
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Existe também uma resisténcia intrinseca ao trimetoprim através do gene intrinseco dfrE que codifica
uma diidrofolato redutase. Este antibidtico ndo foi testado nos testes de suscetibilidade a antibidticos
logo ndo é possivel prever que tipo de fenotipo teria produzido no isolado 3AQ, mas Zaheer et al. (2020)
sugere que todos os isolados desta espécie carregam este gene de resisténcia apesar de serem suscetiveis
ao trimetoprim (TMP).

EmeA e EfrAB sdo bombas de efluxo MDR que pertencem aos transportadores da familia MFS e ABC,
respetivamente, e que contribuem para a resisténcia intrinseca de fluoroquinolonas em E. faecalis. A
presenca dos genes emeA, efrA e efrB ocorre em todos os isolados de E. faecalis, independentemente do
fendtipo a ciprofloxacina (CIP) (Esfahani et al., 2020; E.-W. Lee et al., 2003; Sanchez Valenzuela et al.,
2013).

4.4.4.1so0lado 34AQ (Enterococcus hirae)

Nao foi possivel identificar a linhagem nem complexo clonal deste isolado. O Unico gene de resisténcia
detetado foi aac(6’)-lid, que codifica uma aminoglicosideo acetiltransferase que provoca a resisténcia
aos antibidticos tobramicina e amicacina (AKN) (del Campo et al., 2005). Estes resultados ndo
permitiram o esclarecimento dos resultados dos testes de suscetibilidade a antibiético do isolado de E.
hirae que detetaram resisténcia a clindamicina (CMN) e quinupristina/dalfopristina (QND).

O Unico elemento genético mével identificado foi um integrdo de classe 1. Estes integrdes sdo
caracterizados por uma regido conservada 5' que consiste num gene da integrase intl, local de
recombinacgdo attC e um promotor Pc, tal como mostra a representacdo esquematica na Figura 4.4. A
regido 3' conservada contém os genes gacAE] e sull, responsaveis pela resisténcia a compostos de
amonio quaternario e sulfonamidas, respetivamente.

Pc —>P —>P
P2
[ a1
ORF1>[[|_ ORF2>[H, qacEA1> sul1>orf5>
attC, attCzr
PNJ

5’-conserved Variable region 3’-conserved
segment (cassettes) segment

L/

Figura 4.4. Representacdo esquematica de um integrdo de classe 1. O integrdo de classe 1 é composto por duas regides
conservadas, as regides 5'-CS e 3'-CS, e uma regido variavel. O segmento 5'-CS contém o gene da integrase (intl1), duas regies
promotoras divergentes (Pi para o gene da integrase e Pc para cassetes de genes) e um local de recombinagéo (attll). O
segmento 3’-CS geralmente contém um gene de resisténcia gacED1 e sull e uma ORF5, cuja uma funcéo ainda é desconhecida.
Entre os dois segmentos conservados, a regido variavel. Figura retirada de Leon et al. (2010).

No isolado 34AQ nao foi identificado nenhum gene de resisténcia as sulfonamidas, nem compostos de
amonio quaternario, nem transposdes ou plasmideos, o que nos faz crer que por alguma razao s6 esta
presente no genoma do isolado parte do integrédo, a regido 5’-CS.

Nio ¢ a primeira vez que ¢ detetado um integrio de classe 1 sem a regido 3’-CS, ja tendo sido
identificado em isolados de origem alimentar, animal e humana (Naas et al., 1998; Séenz et al., 2010).
Ainda pouco se sabe sobre a sua prevaléncia e distribui¢do, mas pensa-se que possa acontecer devido a
rearranjos cromossémicos em integrdes previamente completos (Cury et al., 2016).

Os integrdes de resisténcia de classe 1 estdo localizados em elementos mdveis como transposdes e
plasmideos e, portanto, estdo envolvidos na disseminacdo de genes de resisténcia a antibiticos em
bactérias por transferéncia lateral de genes (Koczura et al., 2016).
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5. Conclusdes e perspetivas futuras

Ao ritmo que a aquacultura tem vindo a crescer em Portugal, tornou-se imperativo perceber se as
bactérias que habitam estes ambientes apresentam resisténcias a antibioticos e se ocorre a transferéncia
dos determinantes de resisténcia por elementos genéticos moveis.

A identificacdo de bactérias como Aeromonas sobria, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis,
Enterococcus hirae, Proteus mirabilis, Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus
e Pseudomonas fluorescens em sedimentos, peixes e miolo de moluscos, mostrou a diversidade de
patdgenos existentes em ambientes de aquacultura.

Apesar das exploracOes estarem localizadas em estuarios e proximas de zonas urbanas, que podem ser
fontes de contaminagdo de residuos de antibiéticos advindos das variadas indUstrias, o estudo ndo
identificou muitos isolados com resisténcias adquiridas, tendo sido detetadas resisténcias intrinsecas na
maioria deles. Isto pode ser justificado, em parte, pelo nimero reduzido de isolados em estudo, aliado
ao facto de os produtores das exploragdes testadas ndo administrarem antibioticos, tal como referiram
em inguéritos realizados no inicio do estudo. A baixa amostragem devida as dificuldades de colheita de
amostras a partir de 2020, impediu que este estudo fosse mais representativo e alargado.

Nos isolados em que foram detetadas resisténcias adquiridas foram identificados genes de resisténcia a
antibioticos associados a elementos genéticos moveis. Estes genes, associados a plasmideos, sequéncias
de insercdo, transposfes ou integrdes, conferem um risco de disseminacdo dos determinantes de
resisténcia no ambiente aquatico e envolvente. O cenario complica-se quando se trata de genes que
codificam para a resisténcia a antibioticos que ndo sdo autorizados na aquacultura, como a
ciprofloxacina, espectinomicina, estreptomicina e estreptotricina. A ciprofloxacina, para além de ndo
ser autorizada em aquacultura, é um antibiético criticamente importante em medicina humana e
veterinaria e sO deve ser utilizado em veterinaria quando ndo houver um antibidtico da categoria D que
seja eficaz.

Os resultados obtidos no estudo levam a conclusdo de que existe a necessidade de monitorizar a
emergéncia da resisténcia antimicrobiana nas exploragdes de aquacultura e no meio ambiente
envolvente. O estabelecimento de mais critérios epidemioldgicos também é imperativo, visto que até ao
momento existem muito poucos critérios para bactérias de ambiente aquatico. Sem estes critérios nao é
possivel prever a existéncia de determinantes de resisténcia adquirida, sem se recorrer a métodos de
pesquisa de genes.

E importante que no futuro sejam realizados mais estudos para inferir o resistoma e mobiloma deste
ambiente, abrangendo mais exploragdes de estuarios, mas também a aquacultura em mar aberto
(maricultura), onde a atividade antropogénica pela proximidade de grandes cidades ndo é uma variével
a ter tanto em consideracdo, mas sim a polui¢do pela passagem de barcos, cruzeiros, petroleiros, entre
outros. Também era interessante estudar o cultivo de outros peixes, como o linguado e sardinha, que sdo
bastante consumidos em Portugal.

Métodos de microbiologia classica podem ndo ser os mais exaustivos para este tipo de estudo, sendo a
anélise metagendmica uma alternativa potencialmente mais eficaz. Através da analise metagendmica é
possivel analisar os genomas das varias bactérias, cultiviveis e ndo cultiviveis, presentes numa amostra
e assim caracterizar o ambiente de onde a amostra é originaria.
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AnNexos

Tabela suplementar 1. Programa de amplificagdo e primers utilizados na detecdo dos genes intl1, intl2 e intl3, que codificam integrases.

el Primers Sequéncia nucleotidica (5'- 3") COMEEIEGED | VEEE Programa de amplificacéo PEEED eI
alvo g do primer | de hibridacéo g P ¢ amplificado | bibliografica
. Primer Intl1_F GGTCAAGGATCTGGATTTCG
intll - = 0,4 uM 60°C ) . . 436 pb
Primer Intl1_R ACATGCGTGTAAATCATCGTC Pré desnaturagdo: 94°C - 10 min
Desnaturacio: 94°C - 1 mi (Machado et
. Primer Intl2_F CACGGATATGCGACAAAAAGG esnaturagdo: -1 min _ al., 2005)
intl2 - 0,4 UM 60°C Hibridacdo: 60°C - 1 min (32 ciclos 788 pb ’ '
Primer IntI2_ R | TGTAGCAAACGAGTGACGAAATG AL 790 . 9 i (Kargar et al.,
Extensdo: 72°C - 2 min 2014)
. Primer IntI3_F AGTGGGTGGCGAATGAGTG Extensdo final: 72°C - 10 min
intl3 - = 0,4 uM 60°C 600 pb
Primer IntI3_R TGTTCTTGTATCGGCAGGTG
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Tabela suplementar 2. Programa de amplificacdo e primers utilizados na dete¢do dos genes de resisténcia a colistina mediados por plasmideos mcr-1-mcr-9.

Gene . I - . Concentragdo | Temperatura de - Produto Referéncia
alvo Primers Sequéncia nucleotidica (5'- 3") do primer hibridagio Programa de amplificacdo amplificado | bibliografica
Primer MCR1_F AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC
mcr-1 - = 0,2 uM 58°C 320 pb
Primer MCR1_R AGATCCTTGGTCTCGGCTTG
Primer MCR2_F CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT
mcr-2 - — 0,2 uM 58°C 715 pb
Primer MCR2_R TCTAGCCCGACAAGCATACC Pré desnaturagio: 94°C - 10 min
Primer MCR3_F | AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG Desnaturacdo: 94°C - 30 s _ (Rebelo et
mcr-3 - 0,2 uM 58°C Hibridagdo: 58°C - 90 s 25 ciclos 929 pb al.,
Primer MCR3_R AATGGAGATCCCCGTTTTT Extensio: 72°C - 1 min 2018)
Primer MCR4_F TCACTTTCATCACTGCGTTG Extensdo final: 72°C - 10 min
mcr-4 - 0,2 uM 58°C 1116 pb
Primer MCR4_R TTGGTCCATGACTACCAATG
Primer MCR5_F ATGCGGTTGTCTGCATTTATC
mcr-5 - = 0,2 uM 58°C 1644 pb
Primer MCR5_R TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG
Primer MCR6_F AGCTATGTCAATCCCGTGAT
mcr-6 - = 0,2 uM 55°C 252 pb
Primer MCR6_R ATTGGCTAGGTTGTCAATC
Primer MCR7_F GCCCTTCTTTTCGTTGTT Pré 50: 94°C - 10 mi
mer-7 — = 0,2 UM 55C | Do defnatufa?agiog go 0 min 551 pb
Primer MCR7_R GGTTGGTCTCTTTCTCGT esnaturagao. 308 . (Borowiak
- Hibridagdo: 55°C - 90 s 25 ciclos
Primer MCR8_F | TCAACAATTCTACAAAGCGTG Extensio: 72°C - 1 min etal., 2020)
mcr-8 - 0,2 uM 55°C o o - 856 pb
Primer MCR8_R AATGCTGCGCGAATGAAG Extensdo final: 72°C - 10 min
Primer MCR9_F TTCCCTTTGTTCTGGTTG
mcr-9 - = 0,2 uM 55°C 1011 pb
Primer MCR9_R GCAGGTAATAAGTCGGTC
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Tabela suplementar 3. Programa de amplificagdo e primers utilizados na dete¢do dos genes blatem-type, blashv-type, blaoxa-type, blaaac-Type, blarox-type, blamox-type, blapra-Type, blacit-rype € blaampc.

. . o - Concentracdo | Temperatura e Produto Referéncia
Gene alvo Primers Sequéncia nucleotidica (5'- 3") do primer | de hibridacio Programa de amplificacéo amplificado | bibliografica
bla Primer TEM_F CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC
TEM- 0,4 pM 60°C 800 pb
Type Primer TEM_R | CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC )
Pré desnaturacgdo: 95°C - 5 min
Primer SHV_F AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC Desnaturacdo: 95°C - 40 s
blaskv-Type 0,4 uM 60°C Hibridacdo: 60°C - 1 min | 30 ciclos 713 pb
Primer SHV_R ATCCCGCAGATAAATCACCAC Extensdo: 72°C - 1 min
Extensdo final: 72°C - 10 min
bla Primer OXA_F | GGCACCAGATTCAACTTTCAAG
OXA- 0,4 UM 60°C 564 pb
Type Primer OXA R | GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG
bla MultiCaseACC_F CACCTCCAGCGACTTGTTAC
ACC- 0,2 UM 60°C 346 pb
Type MultiCaseACC_R | GTTAGCCAGCATCACGATCC
: (Dallenne et
MultiCaseFOX_F CTACAGTGCGGGTGGTTT al., 2010)
b|aFox.Type 0,5 |J.M 60°C 162 pb '
MultiCaseFOX_R CTATTTGCGGCCAGGTGA
Plauox- | MultiCaseMOX_F | GCAACAACGACAATCCATCCT Efsﬁifﬂf§§£§9é9c3{034oid Jomin
Type 0,2 uM 60°C Y . . 895 pb
blacwv-1.- | \yiticaseMOX_R | GGGATAGGCGTAACTCTCCCAA Hibridacao: 60°C - 40s 130 ciclos
8,-11 € -19 Extensdo: 72°C - 1 min
bl MultiCaseDHA_F | TGATGGCACAGCAGGATATTC Extensao final: 72°C - 7 min
DHA- 0,5 UM 60°C 997 pb
Type MultiCaseDHA R | GCTTTGACTCTTTCGGTATTCG
bla aT1€ - i
. iﬁ’;;i MultiCaseCIT F | CGAAGAGGCAATGACCAGAC
blacmy-za 0,2 uM 60°C 538 pb
7,-128 18, | MultiCaseCIT_R | ACGGACAGGGTTAGGATAGY*
€.21d.23

*y=TouC;R=A0uG;S=GouC;D=AouGouT
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Tabela suplementar 3. Programa de amplificagdo e primers utilizados na dete¢do dos genes blatem-type, blashv-type, blaoxa-type, blaaac-Type, blarox-type, blamox-type, blapra-Type, blacit-rype € blaampc.

. A - - Concentracéo | Temperatura de e Produto Referéncia
Gene alvo Primers Sequéncia nucleotidica (5'- 3") do primer hibridagio Programa de amplificacéo amplificado | bibliografica
MultiCaseEBC_F | CGGTAAAGCCGATGTTGCG Pré desnaturagdo: 94°C - 10 min
blaacr e Dgsn_atura(;ao. 94°C - 40 s _ (Dallenne et
bla ; 0,2 uM 60°C Hibridacdo: 60°C - 40 s 30 ciclos 683 pb al., 2010)
MIR-L Extens&o: 72°C - 1 min .
MultiCaseEBC_R| AGCCTAACCCCTGATACA Extensdo final: 72°C - 7 min
Primer Int-B2 | TTCCTGATGATCGTTCTGCC Pré desnaturagdo: 94°C - 4 min
Desnaturagédo: 94°C - 45s (Mammeri et
blaampc 0,5 uM 57°C Hibridacéo: 57°C - 30 s 30 ciclos 1315 pb al., 2008)
Extensdo: 72°C - 90 s N
Primer Int-HN | AAAAGCGGAGAAAAGGTCCG Extensao final: 72°C - 10 min
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Tabela suplementar 4. Halos de inibicdo (mm) e CIMs (mg/L) do isolado 5AQ, para os restantes antibidticos utilizados nos testes de suscetibilidade a antibioticos realizados a 28°C.

P. mirabilis (n=1)

Antibiotico ECOFFs Critérios clinicos 5AQ

CAZ

Halo de inibicdo ND R<17, S>21
CIM R>0,125, S<0,125 NA <0,5
IMP

Halo de inibigcdo ND R<19, S>23
ETP

Halo de inibig¢do ND R<19, S>23
MEM

Halo de inibig&o R<24, S>24 NA
CIM R>0,125, S<0,125 NA
FOX

Halo de inibi¢do ND R<14, S>18
TGC

Halo de inibigéo ND ND 22
CIM R>8, S<8 NA
APR

Halo de inibigdo ND ND 26
CTX

Halo de inibigéo ND R<22, S>26
CIM ND R>4, S<1
AKN

Halo de inibigdo ND R<14, S>17
AMC

Halo de inibigdo ND R<13, S>18
SAM

Halo de inibigdo ND R<I11, S>15
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Tabela suplementar 4. Halos de inibi¢cdo (mm) e CIMs (mg/L) do isolado 5AQ, para os restantes antibidticos utilizados nos testes de suscetibilidade a antibi6ticos realizados a 28°C.

P. mirabilis (n=1)
Antibiotico ECOFFs Critérios clinicos 5AQ

oT

Halo de inibigéo ND ND 6
MAR

Halo de inibicéo ND R<14, S>20
TZP

Halo de inibigéo ND ND 40
CFP

Halo de inibicéo ND R<15, S>21
FTN

Halo de inibigdo ND R<14, S>17 13
PRL

Halo de inibicéo ND R<17, S>21
TIC

Halo de inibigéo ND ND 44
AMP
CIM R>8, S<8 NA
GEN
CIM R>4, S<4 NA
TET
CIM R>128, S<128 NA >64
COL
CIM ND R>4, S<1 >16
SMX
CIM ND ND 16

NA — Nao aplicavel. ND — Nao definido. AKN — Amicacina; AMC - Amoxicilina-acido clavulanico; AMP — Ampicilina; APR - Apramicina; CAZ — Ceftazidima; CFP — Cefoperazone; CHL —
Cloranfenicol; CIP — Ciprofloxacina; COL — Colistina; CTX — Cefotaxima; ETP — Ertapenem; FEP — Cefepime; CAZ/C - Ceftazidima/Acido clavulanico; CTX/C - Cefotaxima/Acido clavulanico;
FOX — Cefoxitina, FTN — Nitrofurantoina; GEN — Gentamicina; IMP — Imipenem, MAR — Marbofloxacina; MEM — Meropenem; OT — Oxitetraciclina; PRL — Piperacilina; SAM - Ampicilina-
Sulbactam; SMX — Sulfametoxazole; TET — Tetraciclina, TGC — Tigeciclina; TIC — Ticarcilina; TMP — Trimetoprim; TRM — Temocilina; TZP - Piperacilina-Trimetoprim. A vermelho estéo
destacados os valores de halo de inibicdo e CIM que indicam que existe uma suscetibilidade reduzida ao antibidtico, a laranja os que produzem um fenétipo de suscetibilidade com exposicao
aumentada (1) e a verde os valores que indicam suscetibilidade ao antibi6tico. A preto estdo representados os valores cujo fen6tipo ndo é possivel caracterizar pela falta de critérios disponiveis.
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Tabela suplementar 5. Halos de inibi¢cdo (mm) e CIMs (mg/L) do isolado 6AQ, para os restantes antibidticos utilizados nos testes de suscetibilidade a antibioticos realizados a 28°C.

A. sobria (n=1)

Antibiotico ECOFFs Critérios clinicos 6AQ

AZM

Halo de inibigcdo ND ND 28
CIM ND ND <2
CHL

Halo de inibigéo ND R<12, S>18
CIM ND R>32, S<8
CIP

Halo de inibicéo ND R<15, S>21
CIM ND R>4, S<1
CAZ

Halo de inibigdo ND R<14, S>18
CIM ND R>32, S<8
ETP

Halo de inibigéo ND R<15, S>19
CIM ND R>8, S<2
MEM

Halo de inibicéo ND R<13, S>16
CIM ND R>16, S<4
TGC

Halo de inibicéo ND ND 30
CIM ND ND <0,25
APR

Halo de inibigéo ND ND 17
CTX

Halo de inibigdo ND R<14, S>23
CIM ND R>32, S<8
AKN

Halo de inibigcdo ND R<14, S>17

65



Tabela suplementar 5. Halos de inibicdo (mm) e CIMs (mg/L) do isolado 6AQ, para os restantes antibidticos utilizados nos testes de suscetibilidade a antibioticos realizados a 28°C.

A. sobria (n=1)

Antibiotico . -
ECOFFs Critérios clinicos 6AQ
AMC
Halo de inibigcdo ND R<13, S>18
oT
Halo de inibigcdo ND ND 40
MAR
Halo de inibicéo ND ND 36
TZP
Halo de inibigcdo ND ND 32
CFP
Halo de inibigéo ND ND 30
FTN
Halo de inibigéo ND ND 32
PRL
Halo de inibigéo ND ND 30
TIC
Halo de inibigéo ND ND 24
GEN
CIM ND R>16, S<4
FEP
CIM ND R>32, S<8
TET
CIM ND R>16, S<4
NAL
CIM ND ND <4
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Tabela suplementar 5. Halos de inibi¢cdo (mm) e CIMs (mg/L) do isolado 6AQ, para os restantes antibiéticos utilizados nos testes de suscetibilidade a antibioticos realizados a 28°C.

A. sobria (n=1)
Antibiotico o .
ECOFFs Critérios clinicos 6AQ

coL

CIM ND ND 2
TMP

CIM ND ND 0,5
SMX

CIM ND ND <8
TRM

CIM ND ND 16
CTXI/C

CIM ND ND <0,06
CAZ/C

CIM ND ND 1

ND — Néo definido. AKN — Amicacina; AMC - Amoxicilina-&cido clavulanico; APR - Apramicina; AZM - Azitromicina; CAZ — Ceftazidima; CFP — Cefoperazone; CHL — Cloranfenicol; CIP —
Ciprofloxacina; COL — Colistina; CTX — Cefotaxima; ETP — Ertapenem; FEP — Cefepime; CAZ/C - Ceftazidima/Acido clavulanico; CTX/C - Cefotaxima/Acido clavulanico; FTN —
Nitrofurantoina; GEN — Gentamicina; MAR — Marbofloxacina; MEM — Meropenem; NAL - Acido nalidixico; OT — Oxitetraciclina; PRL — Piperacilina; SMX — Sulfametoxazole; TGC —
Tigeciclina; TIC — Ticarcilina;TMP — Trimetoprim; TRM — Temaocilina; TZP - Piperacilina-Trimetoprim. A vermelho estdo destacados os valores de halo de inibi¢do e CIM que indicam que existe
uma suscetibilidade reduzida ao antibiético, a laranja os que produzem um fendtipo de suscetibilidade com exposi¢do aumentada (1) e a verde os valores que indicam suscetibilidade ao antibiético.
A preto estdo representados os valores cujo fenétipo ndo € possivel caracterizar pela falta de critérios disponiveis.
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Tabela suplementar 6. Halos de inibicdo (mm) e CIMs (mg/L) dos isolados 2AQ, 10AQ, 8AQ, 9AQ, 11AQ, 12AQ, 13AQ, para os restantes antibioticos utilizados nos testes de suscetibilidade a
antibioticos realizados a 28°C

Antibistico ECOFFs | Critérios clinicos V. parahaemolyticus (n=2) V. alginolyticus (n=2) V. vulnificus (n=3)
2AQ 10AQ 8AQ 9AQ 11AQ 12AQ 13AQ
AZM
Halo de inibicdo ND ND 27 27 24 26 26 26 28
CIM ND ND <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
CHL
Halo de inibigéo ND R<12, S>18 37 34 38 34 40 36 38
CIM ND R>32, S<8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8
CIP
Halo de inibicdo ND R<15, S>21 30 28 30 26 30 29 28
CIM ND R>4, S<1 0,12 0,12 0,25 0,5 0,5 0,5 0,25
CAZ
Halo de inibi¢do ND R<14, S>18 30 31 30 30 32 34 34
CIM ND R>32, S<8 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
CTX
Halo de inibigdo ND R<14, S>23 40 38 24 34 36 37 36
CIM ND R>64, S<8 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
FOX
Halo de inibigéo ND R<14, S>18 24 25 20 20 24 22 26
CIM ND R>32, S<8 8 NA NA NA NA NA NA
ETP
Halo de inibigdo ND ND 38 36 40 38 38 38 38
CIM ND ND <0,015 NA NA NA NA NA NA
MEM
Halo de inibi¢cdo ND R<13, S>16 40 36 40 38 38 38 42
CIM ND R>16, S<4 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
IMP
Halo de inibi¢cdo ND R<13, S>16 32 34 38 38 36 37 38
CIM ND R>16, S<4 <0,12 NA NA NA NA NA NA
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Tabela suplementar 6. Halos de inibicdo (mm) e CIMs (mg/L) dos isolados 2AQ, 10AQ, 8AQ, 9AQ, 11AQ, 12AQ, 13AQ, para os restantes antibioticos utilizados nos testes de suscetibilidade a
antibidticos realizados a 28°C

Antibistico ECOFFs cc;lr:;e;zié)ss V. parahaemolyticus (n=2) V. alginolyticus (n=2) V. vulnificus (n=3)
2AQ 10AQ 8AQ 9AQ 11AQ 12AQ 13AQ

TGC

Halo de inibigéo ND ND 27 26 26 28 30 26 28
CIM ND ND <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
APR

Halo de inibigéo ND ND 18 17 19 20 16 18 20
AKN

Halo de inibicdo ND R<14, S>17
AMC

Halo de inibigéo ND R<13, S>18
oT

Halo de inibigéo ND ND 32 36 36 34 30 30 34
MAR

Halo de inibicdo ND ND 28 31 30 32 40 33 34
TZP

Halo de inibigéo ND R<17, S>21
CFP

Halo de inibigéo ND R<14, S>18
FTN

Halo de inibicéo ND ND 30 26 30 28 26 28 28
PRL

Halo de inibigéo ND R<17, S>21
TIC

Halo de inibicéo ND ND 32 19 12 12 12 10 6
COL
CIM ND ND 8 16 16 2 4 4 4
FEP
CIM ND ND 0,5 NA NA NA NA NA NA
GEN
CIM ND R>16, S<4
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Tabela suplementar 6. Halos de inibicdo (mm) e CIMs (mg/L) dos isolados 2AQ, 10AQ, 8AQ, 9AQ, 11AQ, 12AQ, 13AQ, para os restantes antibidticos utilizados nos testes de suscetibilidade a
antibidticos realizados a 28°C

P e %{,'i;?g;): V. parahaemolyticus (n=2) V. alginolyticus (n=2) V. vulnificus (n=3)
2AQ 10AQ 8AQ 9AQ 11AQ 12AQ 13AQ
TET
CIM ND R>16, S<4
NAL
CIM ND ND <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4
SMX
CIM ND ND 16 16 <8 <8 16 <8 16
TMP
CIM ND ND 4 2 4 2 2 4 2
TRM
CIM ND ND <0,5 NA NA NA NA NA NA
CTX/C
CIM ND ND <0,06 NA NA NA NA NA NA
CAZ/C
CIM ND ND <0,12 NA NA NA NA NA NA

ND — Né&o definido. AKN — Amicacina; AMC - Amoxicilina-acido clavulanico; APR - Apramicina; CAZ — Ceftazidima; CAZ/C - Ceftazidima/Acido clavulanico; CTX/C - Cefotaxima/Acido
clavuléanico CFP — Cefoperazone; CHL — Cloranfenicol; CIP — Ciprofloxacina; COL — Colistina; CTX — Cefotaxima; ETP — Ertapenem; FEP — Cefepime;; FOX — Cefoxitina, FTN — Nitrofurantoina;
GEN - Gentamicina; IMP — Imipenem, MAR — Marbofloxacina; MEM — Meropenem; OT — Oxitetraciclina; PRL — Piperacilina; SAM - Ampicilina-Sulbactam; SMX — Sulfametoxazole; TET —
Tetraciclina, TGC — Tigeciclina; TIC — Ticarcilina; TMP — Trimetoprim; TRM — Temocilina; TZP - Piperacilina-Trimetoprim. A vermelho estéo destacados os valores de halo de inibicdo e CIM
que indicam que existe uma suscetibilidade reduzida ao antibidtico, a laranja os que produzem um fenétipo de suscetibilidade com exposi¢do aumentada (1) e a verde os valores que indicam
suscetibilidade ao antibidtico. A preto estdo representados os valores cujo fendtipo nédo é possivel caracterizar pela falta de critérios disponiveis.
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Tabela suplementar 7. Halos de inibicdo (mm) dos isolados 23AQ, 25AQ, 27AQ, 29AQ e 31AQ resultantes dos testes de suscetibilidade a antibidticos realizados a 28°C.

S Critérios P. fluorescens (n=5)
AIEAEIED SIS clinicos 23A0 25A0 27AQ 20A0 31A0

AKN

Halo de inibicdo ND ND 33 35 34 32 33
AMC

Halo de inibic8o ND ND 20 30 29 29 28
APR

Halo de inibicéo ND ND 29 30 29 29 28
AZM

Halo de inibicéo ND ND 34 31 31 32 30
CAZ

Halo de inibicéo ND R<14, S>18
CHL

Halo de inibicéo ND ND 35 33 36 36 37
CIP

Halo de inibicéo ND R<18, S>25
CTX

Halo de inibicdo ND R<14, S>17
ETP

Halo de inibicéo ND ND 42 39 40 36 36
IPM

Halo de inibicdo ND R<15, S>19
MAR

Halo de inibicéo ND ND 39 37 35 39 36
MEM

Halo de inibicdo ND R<15, S>19
oT

Halo de inibicdo ND ND 30 32 33 31 32
PRL

Halo de inibic8o ND R<17, S>22
SAM

Halo de inibic8o ND ND 32 36 38 36 36
TGC

Halo de inibic8o ND ND 28 28 28 28 27
TZP

Halo de inibic8o ND ND 34 33 33 35 32
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Tabela suplementar 7. Halos de inibicdo (mm) dos isolados 23AQ, 25AQ, 27AQ, 29AQ e 31AQ resultantes dos testes de suscetibilidade a antibidticos realizados a 28°C.

Antibiotico ECOFFs CHterios P. fluorescens (n=5)
clinicos 23AQ 25AQ 27AQ 29AQ 31AQ

CFP

Halo de inibicdo ND ND 24 20 24 24 22
FOX

Halo de inibicéo ND ND 38 37 35 36 34
FTN

Halo de inibig&o ND ND 21 22 23 22 22
TIC

Halo de inibicéo ND ND 38 41 38 42 39

ND — Ndo definido. AKN — Amicacina; AMC - Amoxicilina-acido clavulanico; APR - Apramicina; CAZ — Ceftazidima; CFP — Cefoperazone; CHL — Cloranfenicol; CIP — Ciprofloxacina; CTX
— Cefotaxima; ETP — Ertapenem; FOX — Cefoxitina, FTN — Nitrofurantoina; IMP — Imipenem, MAR — Marbofloxacina; MEM — Meropenem; OT — Oxitetraciclina; PRL — Piperacilina; SAM -
Ampicilina-Sulbactam; TGC — Tigeciclina; TIC — Ticarcilina; TMP — Trimetoprim; TZP - Piperacilina-Trimetoprim. A vermelho estdo destacados os valores de halo de inibicdo e CIM que indicam
que existe uma suscetibilidade reduzida ao antibidtico, a laranja os que produzem um fenétipo de suscetibilidade com exposi¢do aumentada () e a verde os valores que indicam suscetibilidade ao
antibidtico. A preto estdo representados os valores cujo fen6tipo ndo é possivel caracterizar pela falta de critérios disponiveis.
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Tabela suplementar 8. Halos de inibi¢cdo (mm) e CIMs (mg/L) dos isolados 1AQ, 3AQ, 4AQ, 33AQ, 34AQ, para os restantes antibidticos utilizados nos testes de suscetibilidade a antibi6ticos
realizados a 28°C e 37°C.

E. faecium (n=3) E. faecalis (n=1) E. hirae (n=1)
Antibictico | ooopee | Criterios | 1AQ #Q BAQ_| coopps | Criterios 29 ECoFFs | Criterios | 34AQ
Clinicos | 28°C | 37°C | 28°C | 37°C | 28°C | 37°C Clinicos | 28°c | 37°C Clinicos | 28°c | 37°C
CHL
Halo de inibicao ND R<12, S>18 ND R<12, S>18 ND R<12, S>18
CIM R>32, S<32 NA R>32, S<32 NA ND R>32, S<8
AMC
Halo de inibic&o ND ND 29 | 32 | 29 | 33| 31| 30 ND ND 36 | 31 ND ND 31 | 31
CTX
Halo de inibicéo ND ND 6 6 6 6 6 6 ND ND 6 6 ND ND 6 6
CAZ
Halo de inibico ND ND 6 6 6 6 6 6 ND ND 6 6 ND ND 6 6
SAM
Halo de inibic&o ND ND 20 | 26 | 22 | 26 | 24 | 24 ND ND 31 | 25 ND ND 25 | 26
IMP
Halo de inibicdo | R<21, S>21 NA 20 | 19 | 19 | 19 | 20 | 20 | R<19,S>19 NA ND ND 24 | 23
ETP
Halo de inibicéo ND ND 6 6 6 6 6 6 ND ND 18 | 14 ND ND 9 7
MEM
Halo de inibigéo ND ND 9 |11 | 8 | 14| 9 9 ND ND 23 | 20 ND ND 11 | 14
DAP
CIM R>8, S<8 NA R>4, S<4 NA ND ND 2 2
LNZ
CIM R>4, S<4 NA R>4, S<4 NA ND R>8, S<2
GEN
CIM R>32, S<32 NA R>64, S<64 NA R>32, S<32 NA
TEC
Halo de inibicdo | R<15, S>15 NA R<15, S>15 NA ND R<10, S>14
CIM R>2, S<2 NA R>2, S<2 NA ND R>32, S<8
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Tabela suplementar 8. Halos de inibicdo (mm) e CIMs (mg/L) dos isolados 1AQ, 3AQ, 4AQ, 33AQ, 34AQ, para os restantes antibidticos utilizados nos testes de suscetibilidade a antibidticos
realizados a 28°C e 37°C.

E. faecium (n=3) E. faecalis (n=1) E. hirae (n=1)
L. . 1AQ 4AQ 33AQ . 3AQ . 34AQ
Antibiotico
fotot EeoERy | SlH0es ECOFFs | &fiterios EcoEE Il
Clinicos | 28oc | 37°C | 28°C | 37°C | 28°C | 37°C Clinicos 28°C 37°C Clinicos 28°C 37°C
TGC
Halo de inibicao ND ND 27 27 30 27 30 29 |R<17,S>17 NA ND ND 27 27
R>0,25, R>0,25,
CIM <025 NA S<0.25 NA ND ND 0,12 | <0,03
VAN
N R<14, R<14,
Halo de inibigdo ND $>17 ND S>17 ND R<14, S>17
CIM R>4, S<4 NA R>4, S<4 NA ND R>32, S<4
MAR
Halo de inibicéo ND ND 21 20 18 24 21 16 ND ND 25 21 ND ND 26 24
PRL
Halo de inibicéo ND ND 19 26 23 24 23 24 ND ND 31 28 ND ND 20 24
TZP
Halo de inibicéo ND ND 19 27 20 24 23 24 ND ND 32 28 ND ND 21 24

NA — Néo aplicavel. ND — N&o definido. AMC - Amoxicilina-acido clavulanico; CAZ — Ceftazidima; CHL — Cloranfenicol; CTX — Cefotaxima; DAP — Daptomicina; ETP — Ertapenem; GEN —
Gentamicina; IMP — Imipenem; LZD - Linezolida; MAR — Marbofloxacina; MEM — Meropenem; PRL — Piperacilina; SAM - Ampicilina-Sulbactam; TGC — Tigeciclina; TEC — Teicoplanina;
TZP - Piperacilina-Trimetoprim; VAN — Vancomicina. A vermelho estdo destacados os valores de halo de inibicdo e CIM que indicam que existe uma suscetibilidade reduzida ao antibi6tico, a
laranja os que produzem um fendtipo de suscetibilidade com exposi¢do aumentada (1) e a verde os valores que indicam suscetibilidade ao antibiotico. A preto estdo representados os valores cujo
fendtipo ndo é possivel caracterizar pela falta de critérios disponiveis.
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