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ABSTRACT

During many years, antibiotics have been used to ensure the health of the animals, and
thereby, preventing disease. The administration of antibiotics has impact on the
environment, and may lead to the emergence of antimicrobial resistance, both in human
intestinal commensal bacteria or in fish bacteria and in the environment, with possible spread
of resistance genes in bacterial populations.

Thus, the main objective of this project was to evaluate the susceptibility to antimicrobial
agents in bacteria potentially pathogenic to humans, particularly in Aeromonas sp. and
Enterobacteriaceae isolated from seabass and seabream, from aquaculture systems purchased
in regional trade.

The intestinal content and branchia were collected from eight sea bass and six sea bream
with origin from aquaculture systems from Portugal, Greece and Spain. Initially, 15l
phenotypically diverse colonies were collected from the selective media for Gram-negative
bacteria (MacConkey and Aeromonas agar), and tested for antimicrobial susceptibility against
five antibiotics representatives of different antimicrobial families by disc diffusion method.
The majority of bacteria were susceptible (72%) to the antibiotics tested. Only 43 bacteria
showed resistance to one or more antibiotics. The majority of Gram-negative bacteria
showed resistance to amoxicillin (86%), followed by trimethoprim (58%), nalidixic acid (23%),
chloramphenicol (21%), and trimethoprim/sulfamethoxazole (7%). All bacteria were
susceptible to tetracycline. These bacteria were identified presumptively by phenotypic
methods, and then, by the amplification of 16S rDNA and sequencing. Beyond the
identification of Aeromonas sp. and Enterobacteriaceae, it was possible to find other bacteria
that grew in the previous media. Resistance was observed in 30% of Aeromonas sp., 23% of
Stenotrophomonas sp., 19% of Enterobacteriaceae (Pantoea sp., Buttiauxella sp., Klebsiella sp. and
Erwinia sp.), 16% of Pseudomonas sp., 5% of Acetobacter sp., 5% of Achromobacter sp. and 2% in
Vibrio sp..

The beta-lactamases TEM and SHV were screened by PCR in the isolates resistant to
amoxicillin, showing that 26 of the strains produced a blag.,,,. enzyme, which was associated
with the resistance to this penicillin. However, an amoxicillin- and trimethoprim-resistant
Aeromonas sp. isolate that carried a plasmid with a lenght >10 Kb, it was not possible
observe its transfer to the recipient Escherichia coli ]53 (azide resistant) by conjugation assays.

In conclusion, the sea bass and sea bream available to the final consumer do not contain
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bacteria with a high rate of antibiotic resistance, what might indicate a wise and controlled
antibiotic delivery to aquaculture fish.

However, it should be noted the importance of the continuous monitoring of the
administration of antibiotics to the animals for human consumption as well as studies to
evaluate the resistance of potential pathogenic bacteria and the possible transfer of

resistance determinants into human/animal and environmental bacteria.

Keywords: resistance, antibiotics, Aeromonas sp., Enterobacteriaceae, sea bass, sea bream



REsumoO

Durante muitos anos, os antibioticos foram utilizados para assegurar a saiide dos animais
e, assim, prevenir doengas. A administragao de antibioticos tem impacto sobre o ambiente e
pode conduzir ao aparecimento de resisténcia antimicrobiana, tanto em bactérias comensais
intestinais humanas como em bactérias de peixe e no meio ambiente, com a possivel
propagacao de genes de resisténcia nas populagoes bacterianas.

Assim, o principal objectivo deste projecto foi avaliar a susceptibilidade aos
antimicrobianos em bactérias potencialmente patogénicas para os seres humanos,
particularmente em Aeromonas sp. e enterobactérias isoladas de robalo e dourada, a partir
de sistemas adquiridos no comércio regional de aquacultura.

O conteudo intestinal e branquias foram colectados de oito robalo e seis douradas com
origem em sistemas de aquacultura de Portugal, Grécia e Espanha. Inicialmente, 151 colonias
fenotipicamente diversas foram colectadas a partir de meios selectivos para bactérias Gram-
negativas (MacConkey e Aeromonas agar), e testados para susceptibilidade antimicrobiana
contra cinco antibiéticos representantes de diferentes familias de antimicrobianos pelo
método de difusao em disco.

A maioria das bactérias sao susceptiveis (72%) para os antibidticos testados. S6 43
bactérias mostraram resisténcia a um ou mais antibioticos. A maioria das bactérias Gram-
negativas mostrou resisténcia a amoxicilina (86%), seguido de trimetoprim (58%), acido
nalidixico (23%), cloranfenicol (21%) e trimetoprim / sulfametoxazol (7%). Todas as bactérias
foram susceptiveis a tetraciclina. Estas bactérias foram presumivelmente identificados pelos
métodos fenotipicos e, em seguida, por meio da amplificagao de 16S rDNA e sequenciagao.
Para além da identificagdo de Aeromonas sp. e Enterobacteriaceae, foi possivel encontrar
outras bactérias que cresceram nos meios anteriores. A resisténcia foi observada em 30%
das Aeromonas sp., 23% Stenotrophomonas sp., 19% de Enterobacteriaceae (Pantoea sp.,
Buttiauxella sp., Klebsiella sp. e Erwinia sp.), 6% de Pseudomonas sp., 5% de Acetobacter sp., 5%
de Achromobacter sp. e 2% em Vibrio sp..

As [-lactamases TEM e SHV foram rastreadas por PCR nos isolados resistentes a
amoxicilina, mostrando que 26 das estirpes produzem uma enzima do tipo bla;,, associada a
resisténcia a penicilina. Foi também isolado o plasmideo com um comprimento> 10 Kb, em
uma Aeromonas sp. resistente a amoxicilina e trimetoprim, mas nao foi possivel observar a

sua transferéncia para a Escherichia coli ]53 receptora (azida resistente) por meio de ensaios
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de conjugacao.

Em conclusao, o robalo e dourada disponiveis ao consumidor final nao contém bactérias
com uma alta taxa de resisténcia aos antibioticos, o que pode indicar uma entrega sabia e
controlada dos antibidticos a peixes de aquacultura.

No entanto, deve notar-se a importancia da monitorizagao continua da administragao de
antibiéticos a animais para o consumo humano, bem como estudos para avaliar o potencial
de resisténcia das bactérias patogénicas e a eventual transferéncia de determinantes de

resisténcia em bactérias humanas, animais e ambientais.

Palavras-chave: Resisténcia, antibioticos, Aeromonas sp., Enterobacteriaceae, robalo,

dourada
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1. INTRODUCAO

Muitas das doengas que causam prejuizo aos piscicultores, sio provocadas por agentes
infecciosos, podendo tornar a actividade pouco lucrativa (Tavechio, Guidelli and Portz,
2009). Assim sendo, ha muitos anos que sao utilizados compostos quimicos a fim de matar
ou inibir o crescimento de microrganismos, para combater a mortalidade excessiva dos
peixes (Guardabassi and Kruse, 2010).

O sucesso da actividade depende da implementagao de boas praticas nos sistemas de
producdo de peixe, como o controlo da qualidade da agua, o fornecimento de uma
alimentagdo equilibrada e de qualidade, garantindo assim a saude dos animais e
consequentemente a prevengao de doengas (Tavechio, Guidelli and Portz, 2009).

Contudo, a medicagao administrada apresenta consequentes impactos sobre o meio
ambiente, devido principalmente a libertagao de residuos organicos e inorganicos (Read and
Fernandes, 2003). Esses impactos tendem a ser mais graves, se a troca da agua nao for
adequada, e a seguranga alimentar humana corre o risco de ser directamente afectada pela
presenca de antibioticos residuais em peixes que foram doseados com antibioticos (Burridge
et al, 2010). Além disso, o consumo de antibioticos nao detectados em alimentos, podem
gerar problemas de alergia e toxicidade, que sao dificeis de diagnosticar, devido a falta de
esclarecimento na ingestao dos mesmos (Cabello, 2006). A exposicao de antibioticos em
comensais do intestino humano, quer de bactérias dos peixes e aquaticas, com possivel
disseminagdo de genes de resisténcia em diversas populagoes bacterianas (Gordon et dl,

2007; Burridge et al., 2010; Guardabassi and Kruse, 2010).

1.1. AQUACULTURA

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization), o termo aquacultura engloba todas
as actividades relacionadas com o cultivo de organismos aquaticos; como peixes, moluscos,
crustaceos, plantas aquaticas, répteis e anfibios (Leston et al., 2011). Envolve técnicas de
criagao e métodos de maneio. A aquacultura extensiva envolve o cultivo de pescado ou
marisco, num habitat 'natural' sem qualquer suplemento alimentar e com o minimo impacto
sobre o meio ambiente. Por outro lado, a criagao intensiva de peixes osseos, envolve o
fornecimento de ragoes de alta qualidade artificial (Read and Fernandes, 2003).

Nas ultimas décadas, esta tecnologia tem contribuido significativamente para a redugao

da escassez global de alimentos (Heuer et al, 2009), tendo uma importancia reconhecida
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como fonte de alimento saudavel para o consumo humano. Além disso, tem proporcionado
também oportunidades de emprego em diferentes partes do mundo, particularmente nos
paises em desenvolvimento (Leston et al., 201 ).

Com um crescimento acentuado da produgio de peixes e canais de distribuigao
melhorados, o consumo tem crescido drasticamente nas uUltimas décadas (FAO, 2012). Em
2008, a produgao de peixes em viveiro contribuiu aproximadamente com 50% da produgao
de peixe para alimentagdo em todo o mundo, sendo a China, responsavel por
aproximadamente 70% da produgio mundial, o Japio e os demais paises da regiio da Asia-
Pacifico, contaram com 22%. A Europa Ocidental e a América do Norte com apenas 3,5% e
[,3%, respectivamente, representam uma pequena fraccao da produgao mundial. Cerca de
40% da produgao mundial de pescado, a maioria deriva da aquacultura, sendo negociado
internacionalmente, com exportagoes superiores as mercadorias diarias, assim como a
carne, os cereais, o agucar e o café (Smith, P. et al. 2008).

Em termos percentuais, até 2008, a produgao aquicola é dividida de forma
aproximadamente igual, entre agua marinha ou salobra (57%) e agua doce (43%) e, em
termos de valor, os peixes sao o produto da aquacultura dominante (54%), seguidos dos
crustaceos (20%) e moluscos (14%) (Smith, P. et al. 2008).

O consumo de peixes na alimentagao aumentou uma média de 9,9 Kg (peso vivo) em
1960, para 18,4 Kg em 2009. Das 126 milhdes de toneladas, disponiveis para consumo
humano em 2009, o consumo de peixe era menor em Africa, enquanto a Asia, foi
responsavel por dois ter¢os do consumo total, com 85,4 milhoes de toneladas, dos quais
42,8 milhoes foram consumidos fora da China (FAO, 2012).

Os valores per capita de consumo de peixe correspondentes a Oceania, América do
Norte, Europa, e América Latina e do Caribe foram 24,6 Kg, 24,1 Kg, 22,0 Kg e 9,9 Kg,
respectivamente. Embora o consumo anual per capita de produtos da pesca ter crescido nas
regioes em desenvolvimento, ainda é notavel a diferenca para as regides mais desenvolvidas.
Uma parte consideravel do peixe consumido nos paises desenvolvidos consiste em
importagoes, e, devido a demanda constante e produgao doméstica em declinio, a
dependéncia das importagoes, esta prevista aumentar nos proximos anos (FAO, 2012).

A China, por exemplo, tem sido responsavel pela maior parte do aumento de consumo
de peixe no mundo. A sua participagao na producao mundial de pescado cresceu de 7% em
1961 para 35% em 2010, impulsionada pelo aumento na diversidade de peixe disponivel
(FAO, 2012).

Os peixes e os produtos da pesca representam uma valiosa fonte de proteinas e
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micronutrientes essenciais para a nutricao equilibrada e boa salde. Em 2009, o peixe
representou 16,6% do consumo na populagao mundial de proteina animal e de 6,5% de toda
a proteina consumida. Globalmente, o peixe abastece cerca de 3,0 bilides de pessoas, com
quase 20% do seu consumo de proteina animal, e 4,3 bilides de pessoas com cerca de 15%
de proteina (FAO, 2012).

Em 2010, a pesca de captura e de aquacultura, forneceram cerca de 148 milhdes de
toneladas de peixe, dos quais cerca de 128 milhdes de toneladas foram consumidos pelo
homem, e os dados preliminares para 201| indicam um aumento na producao de |54
milhoes de toneladas, dos quais 131 milhoes sao destinados ao consumo (FAO, 2012).

As tendéncias mundiais no consumo de produtos de origem animal, mais concretamente
o consumo de peixe, em todo o mundo registou um aumento de 9 Kg per capita por ano em
1960 e de 16,7 Kg em 2006, espera-se que este valor aumente para 17,0 KKg em 2020
(Leston et al., 2011).

Portanto, a aquacultura continua a ser o sector de maior rapidez no crescimento de
animais para consumo humano (FAO, 2013).

Segundo a FAO, a aquacultura cresce mais rapidamente do que todos os outros sectores
de producao de alimentos para animais. A sua contribuicao para as reservas mundiais de
varias espécies de peixes, crusticeos e moluscos teve um aumento de 3,9% da producao
total em 1970, para 33% em 2005. Estima-se que a pesca e a aquacultura tém fornecido
cerca de |10 milhdes de toneladas de peixe por ano, proporcionando uma oferta per capita
de 16,7 Kg (peso vivo). Desta oferta, 47% ¢ derivado da produgao aquicola (Romero, Feijod
and Navarrete, 2012).

A vasta gama de espécies cultivadas reflecte-se na diversidade dos sistemas e ambientes
(Smith, P. et al. 2008).

No entanto, existem varios factores que influenciam a escolha de ragao para peixes de
viveiro. Destes, o factor economico é geralmente o mais importante. Outros factores
importantes no fabrico de ragdes para animais aquaticos, sao a estabilidade do alimento na
agua e a sua aceitabilidade. A inclusao de um agente de ligagao é necessaria para assegurar a
alimentagao. Podendo ser liquidos ou sdlidos, revestimentos ou peliculas. Sao usados para
melhorar a ragao animal e para estabilizar as dietas em ambientes aquaticos. A ragao para os
peixes exige um nivel adequado de processamento, para garantir uma boa estabilidade na
agua até que os animais a consumam (Muchlisin, 2012).

A indlstria da aquacultura esta a tornar-se cada vez mais concentrada. Porém, esta

producao é dificultada pela mortalidade imprevisivel, que pode ocorrer devido a interacgoes



CariTuLo |

negativas entre os peixes e bactérias patogénicas (Romero, Feijo6 and Navarrete, 2012).

A aquacultura intensiva, em condigées ambientais desfavoraveis ou mas praticas de
gestao, podem afectar significativamente a homeostasia e levar ao stress fisiologico, podendo
contribuir em desequilibrar o equilibrio delicado entre o ambiente e o bem-estar do
hospedeiro-patogénio (Serum, 2006; Torrecillas and Makol, 2012). Entre os parametros de
bem-estar, o cortisol é comumente aceite como um indicador de stress dos peixes. A
resposta dos peixes mal-adaptados resulta na sobrecarga alostatica, que afecta negativamente
muitas fungoes fisioldgicas, tais como; osmorregulagao, crescimento, reprodugao ou defesa
imunitaria e, ainda provoca alteragoes celulares em diversos tecidos, tais como; os do tracto
gastrointestinal. Esta situagao pode facilitar a indugao de doengas infecciosas devido a uma
translocacao bacteriana (Torrecillas and Makol, 2012).

Para resolver este problema, os produtores utilizam frequentemente antibidticos no
tratamento de doengas bacterianas (Romero, Feijo6 and Navarrete, 2012).

Uma vez que é utilizada actualmente uma grande variedade de farmacos na produgao
aquicola, foram introduzidas medidas de controlo. Estas incluem desinfectantes, antibioticos
e agentes anti-helminticos. Contudo, o controlo da doenga é um campo de pesquisa activa, e
as alternativas para os tratamentos com antibidticos, tém sido cada vez mais exploradas

(Romero, Feijoé and Navarrete, 2012).

1.2. FLORA MICROBIANA DOS PEIXES

O trato intestinal dos peixes tem sido investigado por varios autores, devido a sua
importancia assumida na nutrigao, digestao e doenga (Romero, Feijoé and Navarrete, 2012).
Oferece um nicho ecoldgico para o crescimento bacteriano, e a microflora presente no
interior do tracto intestinal € dependente da espécie hospedeira, estirpe, crescimento
ontogenético, niveis de tensao, e estrutura do intestino. O processamento de nutrientes e
desenvolvimento de absorgao, do sistema imune das mucosas, angiogénese e renovagao
epitelial sao influenciados pela flora intestinal. Por conseguinte, a flora intestinal desempenha
um papel significativo no estado fisiologico de um individuo. Uma flora alterada pode facilitar
o crescimento e a sobrevivéncia das bactérias potencialmente patogénicas de peixes e
também resultar em maturagao diferente da imunidade da mucosa em peixes jovens (Cantas
and Fraser, 201 |; Romero, Feijod and Navarrete, 2012).

A especificidade da resposta do hospedeiro depende das espécies de bactérias que
colonizam o tracto digestivo. Eventuais modificagoes na flora gastrointestinal, devido ao

tratamento com antibioticos podem alterar presumivelmente a relagao benéfica hospedeiro-

4
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parasita. Portanto, entender como compostos antibacterianos modificam a flora
gastrointestinal dos peixes, pode ajudar a melhorar a gestao dos sistemas de produgao a fim
de reduzir o uso de antibiéticos e aumentar a seguranga dos peixes de cultivo. No entanto,
poucos estudos se tém centrado na determinagao dos efeitos do tratamento com antibiotico
sobre a ecologia microbiana do intestino de peixes. Em geral, estes descrevem
essencialmente a frequéncia na resisténcia a antibioticos, durante e apds a utilizagao dos
mesmos, a susceptibilidade dos agentes patogénicos isolados a partir de peixe e
determinantes moleculares da resisténcia aos antibioticos (Romero, Feijoé and Navarrete,
2012).

Sistemas de monitorizagao de resisténcia destinados a resolver problemas de saude,
principalmente humana, normalmente incluem bactérias zoonodticas enteropatogénicas ou
comensais. Todas estas bactérias podem ser encontradas no trato gastrointestinal de uma
ou mais espécies de animais de produgao. Podem contaminar os alimentos de origem animal
(McEwen, M. and David, 2006), e a adigao de antibioticos acelera a taxa de desenvolvimento
de resisténcia em seres humanos (Lees and Shojaee Aliabadi, 2002).

As bactérias zoonoticas sao directamente perigosas para a saude humana e a resisténcia
antimicrobiana dessas espécies podem aumentar a carga de doenga no homem, devido a uma
variedade de mecanismos, como o aumento da frequéncia, a duragao e severidade da
infeccao. No entanto, as bactérias comensais podem funcionar como um reservatério de
genes de resisténcia podendo transferir a sua resisténcia para bactérias patogénicas

(Aarestrup, 2006; McEwen, M. and David, 2006).

1.2.1. AEROMONAS SP.

Até 1984, apenas quatro espécies de Aeromonas sp. eram conhecidas, Aeromonas
hydrophila, A. caviae, A. sobria (actualmente A. veronii biovar sobria) e A. salmonicida. Desde
entao, o género Aeromonas evoluiu com a adicao de novas espécies e a reclassificagao de
taxa existente, anteriormente colocadas em conjunto com Vibrio sp. e Plesiomonas na familia
Vibrionaceae. No entanto, estudos genéticos forneceram evidéncias suficientes para apoiar a
colocagao numa familia propria, Aeromonadaceae (Ghenghesh and Ahmed, 2008).

Os membros do género Aeromonas sao encontrados em diversos habitats, incluindo solo
e agua e sao patogéneos de animais de sangue frio, como os peixes (Deodhar, Saraswathi
and Varudkar, 1991; Cantas, Midtlyng and Sgrum, 2012) mas podem, raramente, estar

associados a infec¢ao no Homem (Deodhar et al. 1991; Serum 2006; Ghenghesh and Ahmed
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2008). Aparecem naturalmente em 3agua doce, rios, regos e lagos de agua, esgoto bruto,
esgoto tratado, lama activada e agua municipal potavel tratada com cloro. Sao facilmente
isoladas em dguas estuarinas e de praias, mas nao em mar profundo. Porém, estes
organismos aparecem em agua de salinidade muito elevada, fontes geotérmicas ou rios
extremamente poluidos. Algumas espécies de Aeromonas sp. sido resistentes as
concentragoes de cloro usuais em agua purificada para consumo (Ghenghesh and Ahmed,
2008).

A grande diversidade de habitat pode ser claramente vista pela espécie citotoxica e
hemolitica isolada recentemente de A. cavige. A temperatura de crescimento de Aeromonas
sp. varia de 12° a 43°C, com crescimento optimo a 30°C. A sua motilidade vai de uma faixa
de temperatura entre 0° e 45°C para algumas espécies, com faixa de temperatura éptima de
22° a 35°C com pH alcalino (pH 6ptimo 5,5-9,0), um caracter utilizado no meio de
enriquecimento alcalino-peptona (pH 8,5-9,0) para o isolamento de espécies de Aeromonas a
partir de fezes e de outras amostras ricas em bactérias entéricas (Ghenghesh and Ahmed,
2008).

Os membros do género Aeromonas sao Gram-negativos de aproximadamente 0,3 — [,0
pm em diametro por 1,0 — 3,5 ym em comprimento, anaerdbios facultativos, catalase e
oxidase-positivas, em forma de bastonete, nao produzem esporos e nao apresentam capsula
(Rogol and Sechter 1979; Ghenghesh and Ahmed 2008; Barcellos et al. 2008; Cantas et al.
2012). Possuem geralmente um unico flagelo polar, no entanto, os flagelos laterais e
peritricos podem ser formados por algumas espécies. Produzem varias enzimas hidroliticas
como amilase, desoxirribonuclease, elastase, e lipase (Ghenghesh and Ahmed, 2008).

A viruléncia de Aeromonas ¢é multifactorial, e nao totalmente esclarecida. A
enteropatogenicidade tem sido atribuida a produciao de exotoxinas elaboradas (hemolisinas,
citotoxinas, enterotoxinas), hemaglutininas e adesinas (Deodhar et al. 1991; Handfield et al.
1996; Ghenghesh and Ahmed 2008; Pablos et al. 2009).

Muitas espécies tém sido implicadas em doencgas de peixes, incluindo A. hydrophila, A.
veronii biovar sobria, A. allosaccharophila, e A. salmonicida. Destes, A. hydrophila, A. sobria veronii
biovar, A. jandaei, A. schubertii e A. caviage sao mais comumente implicadas em infecgoes
humanas intestinais. Varios relatorios tém indicado espécies de Aeromonas como causa de
gastroenterites em criangas e adultos, e estao cada vez mais a ser isolados a partir de
pacientes com diarreia do viajante (Deodhar et al. 1991; Serum 2006; Ghenghesh and
Ahmed 2008).

Aeromonas hydrophila pode causar septicémia e mortalidade em peixes de agua doce
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temperada ou quente, em todo o mundo. E também um importante patogénio em peixes
ornamentais e animais de estimagao. Foi isolada no Homem, em casos de gastroenterites,
infecgoes do trato urinario, osteomielite, septicemia, meningite e infec¢oes de feridas (Rogol
and Sechter 1979; Barcellos et al. 2008; Pablos et al. 2009).

Existem evidéncias epidemioldgicas e moleculares que demonstram que os patogéneos
de peixes, tais como Aeromonas, podem transmitir e partilhar genes de resisténcia a
antibioticos com outros agentes patogénicos (Jacobs and Chenia, 2007; Cantas, Midtlyng and
Serum, 2012) tais como Escherichia coli isoladas a partir de seres humanos (Cabello, 2006).
Além disso, a prova de expressao de citotoxinas semelhantes a shiga-toxina de Escherichia
coli verotoxigénica (VTEC) em plasmideos de Aeromonas sp. tem sido observada (Pablos et
al,, 2009).

Ha um aumento da incidéncia de resisténcia antimicrobiana de Aeromonas spp isoladas
em ambientes de aquacultura (Jacobs and Chenia, 2007). O primeiro relatorio nos Estados
Unidos, em 1959, sobre resisténcia adquirida antibacteriana, em trutas tratadas com
sulfatiazol e tetraciclina, deu positivo para Aeromonas salmonicida. Esta espécie causa doengas
em peixes de regidoes temperadas e frias (Serum, 2006; Ghenghesh and Ahmed, 2008). A
subespécie salmonicida causa furunculose em peixes salmonideos, enquanto outras
subespécies, também conhecidas como estirpes atipicas, causam septicemia e infecgoes na
pele, musculos, varios 6rgaos e varias outras espécies de peixe marinhos (Serum, 2006).

A resisténcia intrinseca deste género a B-lactimicos pode surgir a partir da expressao
cromossomica de B-lactamases e/ou bombas de efluxo. Beta-lactamases que conferem
resisténcia aos P-lactimicos de espectro estreito (penicilinas e cefalosporinas de primeira
geragao), tais como, enzimas tipo-OXA e penicilinases TEM-1 e SHV-1, foram identificadas
no género, bem como B-lactamases de espectro estendido (ESBL), como TEM-24 (Picao et
al. 2008; Carvalho et al. 2012). Além disso, a metalo-p-lactamase CPhA/imiS, e os genes tet,
tém sido envolvidos na resisténcia a carbapenemos e tetraciclinas, respectivamente. Por
outro lado, outros genes bla clinicamente relevantes, genes que codificam resisténcia a f3-
lactimicos, embora nao sejam geralmente detectados em Aeromonas, representam
determinantes de resisténcia importantes, e foram encontrados ocasionalmente entre
estirpes clinicas de Aeromonas sp. e também em isolados nao-clinicos recuperados de
ambientes aquaticos, e de animais de aquacultura (Carvalho et al., 2012).

Foi observada a multirresisténcia (MDR), ou seja, resisténcia a antibiéticos pertencentes
a pelo menos trés categorias, associadas a bombas de efluxo. Estes sistemas sao conhecidos

por desempenhar um papel importante na resisténcia aos antibioticos de varios bacilos
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Gram-negativos ambientais que se comportam como agentes patogénicos oportunistas
(Hernould et al., 2008).

A capacidade de transferéncia horizontal de genes tem sido também documentada, Por
exemplo, num estudo dinamarqués, trés isolados de A. salmonicida resistentes transferiram o
seu plasmideo R com resisténcia a oxitetraciclina, sulfonamidas, trimetoprim e
estreptomicina para E.coli (Serum, 2006).

A alta incidéncia de resisténcia a cefalosporinas de terceira geragao e fluoroquinolonas é
encontrada em Aeromonas isoladas a partir de fontes clinicas em alguns paises em
desenvolvimento da Asia (Ghenghesh and Ahmed, 2008).

Em Espanha, os dados do Centro Nacional de Epidemiologia indicam que o género
Aeromonas ocupou o quarto lugar entre as causas de doengas gastrointestinais totais
relatadas a cada ano durante o periodo de 1997 a 2006 (Pablos et al., 2009).

Um estudo de 2001 com a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) no norte de Portugal,
com lesdes causadas predominantemente por A. hydrophila, apresentava resisténcia a -
lactamicos, incluindo imipenem. No entanto, o nivel de resisténcia contra antibiéticos [-
lactdimicos entre os isolados de A. hydrophila foi inferior a muitos isolados de infecgoes

clinicas humanas (Segrum, 2006).

1.2.1. ENTEROBACTERIACEAE

As bactérias da familia Enterobacteriaceae (que incluem Enterobacter spp., Klebsiella spp.,
Escherichia coli, Proteus spp., Serratia marcescens, Salmonella spp. Citrobacter spp., entre outras
(Lynch, Clark and Zhanel, 2013) sao Gram-negativas anaerobias facultativas, em forma de
bastonete, catalase positiva e oxidase negativa, nao produzem esporos e sao fermentadores
de glicose (Bergey et al.,, 1957).

Sao patogénicos oportunistas importantes que podem causar doenga intestinal e
sistémica nos seres humanos e outros animais (Freney et al. 1988; Sabat et al. 2000; Stone et
al. 2007). Sao habitantes da flora intestinal, e estdo entre os mais comuns agentes
patogénicos oportunistas, causando infecgoes, tais como cistite e pielonefrite com febre,
septicemia, pneumonia, peritonite, colangite, meningite e varias infecgoes intra-abdominais
(Paterson, 2006; Nordmann, Naas and Poirel, 201 I).

Dentro desta familia, Escherichia coli é uma causa frequente de infeccoes do trato
urinario, e pode por vezes, adquirir plasmideos conjugativos, que podem ser transferidos

entre bactérias entéricas (EFSA and ECDC, 2013). Klebsiella spp. e Enterobacter spp. sao
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causas importantes de pneumonia. Salmonella entérica provoca gastroenterite e, em alguns
pacientes, uma infecgao invasiva (Paterson, 2006).

A resisténcia aos antibiéticos é um problema emergente em Enterobacteriaceae. A
resisténcia relacionada com ESBLs é um problema particular devido ao espectro alargado
destas enzimas, que inactivam grande parte dos antibioticos B-lactimicos, complicando o
tratamento de infecgoes, mas muitos outros mecanismos de resisténcia estao presentes
nesta familia, conduzindo a resisténcia a multiplos antibioticos (Paterson, 2006).

Desde 2000, a disseminagao adquirida a nivel hospitalar e comunitirio de
enterobactérias, que produzem ESBLs capazes de hidrolisar quase todas as cefalosporinas, e
de carbapenemases (CPEs), tem sido relatada em todo o mundo. Enterobacteriaceae
resistentes ao carbapenem tém sido relatadas como consequéncia, principalmente de
aquisigao de genes que codificam carbapenemases (Nordmann, Naas and Poirel, 201 I).

Recentemente, estirpes produtoras de ESBLs, em especial Escherichia coli e Klebsiella spp.,
surgiram como importantes patogénios humanos resistentes a antibidticos em todo o
mundo devido a produgao da ESBL tipo CTX-M (Jiang et al. 2012; Renata C Picao et al.
2013). Portugal é um dos paises europeus com maiores taxas de produtores de ESBL na
clinica, com uma mudanga de variantes TEM ou SHV para tipos-CTX-M, desde 2003. A
propagacao de bactérias multirresistentes, incluindo produtores de ESBL, nos hospitais,
animais saudaveis produtores de alimentos, produtos alimenticios e aquaticos, tem sido
descrita (Mendonga et al., 2007; Machado et al.,, 2013).

A qualidade microbiana do peixe tilapia foi estudada em 2005, mostrando que todas as
amostras de tecido, com excepgao dos tecidos musculares foram contaminadas com
coliformes fecais. Escherichia coli era o contaminante mais comum e encontrado em numero
elevado (Yagoub, 2009). A presenca desta espécie em agua ou alimentos € um indicador de
contaminagao fecal e exposicao dos consumidores para microorganismos potencialmente
patogénicos. Enquanto a maioria das estirpes sao inofensivas para o homem, outras sao
virulentas e podem ser fatais (Vieira et al, 2010). Disseminam-se facilmente (por contacto
directo, alimentos e agua contaminados) e adquirem material genético através de
transferéncia horizontal de genes, mediada principalmente por plasmideos e transposoes
(Nordmann et al. 201 I; Lynch et al.et al. 2013).

O consumo de agua contaminada com material fecal € uma importante via de exposicao,
e de acordo com o regulamento 2073/2005, a familia Enterobacteriaceae pode ser utilizada na
monitorizagao de rotina e, caso estes microrganismos estejam presentes, podem efectuar-se

testes para deteccao de agentes patogénicos especificos. (Sabat et al. 2000; "Regulamento
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(CE) N.o 2073/2005” 2005).

1.3. UsO DE AGENTES ANTIMICROBIANOS EM PEIXES

Agentes antimicrobianos podem ser definidos como moléculas que tém a capacidade de
matar ou inibir o crescimento de microorganismos (Read & Fernandes 2003; Gordon et al.
2007; Burridge et al. 2010). Podem ser produzidos por microrganismos como fungos e
bactérias, ou de forma sintética ou semi-sintética (Guardabassi and Kruse, 2010; Romero et
al. 2012)

Depois da descoberta da penicilina, por Fleming em 1928, os antibioticos tornaram-se
medicamentos essenciais para a saide humana e animal, e bem-estar. Devem ser seguros
(nao toxicos) para o hospedeiro, permitindo a sua utilizagdto como agentes
quimioterapéuticos para o tratamento de doengas infecciosas bacterianas. Em adigao a sua
utilizagao na medicina humana, os agentes antimicrobianos sao também usados em animais
de produgao e de aquacultura, podendo ser categorizados como terapéuticos, profilacticos
ou metafilacticos. A utilizagdo terapéutica corresponde ao tratamento de infecgoes
estabelecidas. Profilactico significa a utilizagao de agentes antimicrobianos como forma de
prevencao em individuos ou grupos para impedir o desenvolvimento de infecgoes.
Metafilactico € um termo usado para o procedimento em que o grupo de medicamentos que
visa tratar os animais doentes, simultaneamente trata os outros do grupo para evitar que a
doenga se propague (Romero, Feijoo and Navarrete, 2012).

Em aquacultura, sao frequentemente administrados, por curtos periodos de tempo,
antibioticos a niveis terapéuticos por via oral, (Romero, Feijoé and Navarrete, 2012; Sgrum,
2006) a excepgao de alguns casos de peixes reprodutores, tratados com injecgoes
intraperitoneais de antibioticos. No entanto, os peixes marinhos, devido ao teor de sais da
agua do mar, devem ter maior quantidade de antibidticos ao seu dispor para assegurar um
nivel suficiente de moléculas de farmacos activas (Serum, 2006).

Os peixes doentes nao obtém niveis optimos dos farmacos nos tecidos do corpo por
causa da perda de apetite, enquanto os saudaveis sao capazes de ganhar niveis mais elevados
de medicamentos administrados (Serum, 2006).

Uma caracteristica distinta nesta indlstria é o numero muito limitado de agentes
antimicrobianos possiveis de serem utilizados (Smith, P. et al. 2008). Todos os farmacos
legalmente utilizados na aquacultura devem ser aprovados pelo 6rgao governamental

responsavel pela medicina veterinaria. Nos EUA, os seguintes agentes antimicrobianos estao
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autorizados pela FDA para uso na aquacultura: oxitetraciclina, florfenicol, e sulfadimetoxina/
ormetoprim. Estas agéncias reguladoras podem definir regras para o uso de antibiéticos,
incluindo rotas admissiveis de entrega, formas de dosagem, tempos de abstinéncia,
tolerancias e uso, incluindo taxas de dose e limitagoes. Por exemplo, na Noruega, o uso de
agentes antimicrobianos requer prescricao de um veterinario, e, por conseguinte, a sua
utilizacao é terapéutica. Sao vendidos em farmacias ou em fabricas de ragao autorizadas pela
Agéncia de Medicamentos da Noruega. E obrigatério informar a quantidade de antibiéticos
utilizados e manter os registros de prescrigoes (OIE 2007; Romero et al. 2012).

Em muitos paises, as varias legislagdes em vigor, no intuito de proibirem, nas ragoes a
adicao de antibioticos utilizados em clinica humana, assim como, na definigao das quantidades
autorizadas de antibidticos, deverao ser acompanhadas de medidas de vigilincia e de
controlo rigoroso (Romero, Feijod and Navarrete, 2012).

Em relagao a 25 paises europeus, o nUmero médio de antimicrobianos regulamentados
para uso em aquacultura é actualmente de 2 + [|,2. Em paises com uma infra-estrutura
cientifica menos desenvolvida, as regulamentagoes sao fracamente aplicadas (Smith, P. et al.
2008).

A escolha dos antibioticos usados em aquacultura é complicada pela auséncia de regime
terapéutico padronizado e pela falta de dados sobre a eficacia clinica de quaisquer terapias.
Na pratica, a escolha do agente terapéutico é frequentemente influenciada tanto por
consideragoes de disponibilidade do agente, como pelos regulamentos e susceptibilidade
bacteriana e por consideragoes da natureza da doenga a ser tratada (Smith, P. et al. 2008).

Os niveis actuais de antimicrobianos usados na aquacultura mundial nao sao faceis de
determinar porque, diferentes paises tém distribuicio diferente e sistemas de registro
proprios (Romero, Feijod and Navarrete, 2012). As diversidades entre espécies aquicolas e
ambientes aquaticos de cultivo e de tecnologias sao muito maiores do que para os animais
terrestres (Smith, P. et al. 2008).

Na aquacultura comercial, a terapéutica antimicrobiana é mais comumente aplicada na
producao de peixes e crusticeos. Em sistemas de cultivo de moluscos, a utilizacio de
agentes antimicrobianos é quase confinada as primeiras fases larvais de produgao, e as
quantidades utilizadas s3o, por conseguinte, relativamente pequenas. Jd em peixes
ornamentais, a utilizagdo de antimicrobianos é em grande parte nao regulamentada e
raramente tem sido quantificada, mas pensa-se ser consideravel, e a importancia desta

utilizagdo é aumentada pela proximidade destes com os seres humanos (Smith, P. et al.

2008).
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Os sistemas de producao modernos favorecem um melhor controlo de doengas, devido
a melhoria de condigdes higiénicas. No entanto, tornam os animais mais vulneraveis a
doengas devido a sua elevada densidade e condi¢oes de stress a que estao submetidos
(Guardabassi and Kruse, [s.d.]). Estas doengas sao provocadas por dinoflagelados,
protozoarios, mixosporideos, monogenéticos e crustaceos, além de fungos, bactérias e virus
(Tavechio, Guidelli and Portz, 2009). Devido a este facto, houve um acréscimo da utilizagao
de agentes antimicrobianos (Romero, Feijoé and Navarrete, 2012).

A terapia antimicrobiana actua através da redugao do impacto de uma bactéria sobre a
saide do hospedeiro. O objectivo de qualquer diagnostico nao deve ser apenas a detecgao
da bactéria em particular, mas também, e de maneira critica, uma avaliagao do seu papel no
desenvolvimento da doenga (Smith, P. et al. 2008).

Do ponto de vista clinico, deve-se ter em conta: a eficacia clinica, a toxicidade para o
hospedeiro, o risco de desenvolvimento de resisténcia e os efeitos adversos sobre a flora
microbiana (Guardabassi and Kruse, 2010).

A administragao de antibidticos para tratar infecgoes associadas a bactérias clinicamente
resistentes podem nao beneficiar o animal infectado e pode ter somente impactos negativos.
Nos ultimos anos, alguns progressos foram feitos no desenvolvimento de métodos
padronizados para determinar a susceptibilidade in vitro de bactérias associadas com a
doenga dos animais aquaticos. O uso de antimicrobianos deve, portanto, ser sempre
acompanhado pelos dados de susceptibilidade da bactéria alvo (Smith, P. et al. 2008).

As vacinas foram desenvolvidas para algumas doencas em peixes. A utilizagao de algumas
destas vacinas foi indicada como papel importante na redugao da infeccao. No entanto, os
crustaceos carecem de um sistema imune adaptativo e, por isso, as vacinas nao fornecem um
método de redugao da utilizagao de antibidticos (Smith, P. et al. 2008).

As duas vias mais comuns de administracao, sdo a utilizacio de racdes medicadas e a
adicao directamente na agua (terapia de imersao), e ambos os métodos implicam o
tratamento efectivo dos animais (Heuer et al., 2009; Romero, Feijo6é and Navarrete, 2012).
Porém, os peixes nao metabolizam alguns antibioticos e transportam-nos directamente para
o ambiente nas fezes. Estima-se que 75% dos antibiéticos utilizados na alimentagao dos
peixes sao excretados na agua (Romero, Feijoo and Navarrete, 2012).

A administracao é normalmente feita pela medicagao da ragao, embora algumas criagoes
possam ser tratadas individualmente, por injeccoes ou imersdes. Numa destas situagoes, o
sucesso de qualquer terapia antimicrobiana sera em funcao da escolha do agente mais

adequado (Smith, P. et al. 2008).
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1.4. AGENTES ANTIBACTERIANOS — MEECANISMOS DE ACCAO

Os antibioticos podem afectar indirectamente a biodiversidade das comunidades de
fitoplancton e zooplancton, a saude dos animais e dos seres humanos, e sao potencialmente
prejudiciais para a industria de aquacultura (Burridge et al., 2010).

Citando o Decreto-Lei n° 314/2009, um medicamento veterindrio é toda a substdncia, ou
associacdo de substdncias, apresentada como possuindo propriedades curativas ou preventivas de
doencas em animais ou dos seus sintomas, ou que possa ser utilizada ou administrada no animal
com vista a estabelecer um diagndstico médico-veterindrio ou, exercendo uma ac¢do farmacolégica,
imunolégica ou metabdlica, a restaurar, corrigir ou modificar fungoes fisiolégicas (Decreto-lei n.°
314/2009, 2009).

Os antibioticos utilizados na medicina veterinaria, podem ter diferentes tipos de
estruturas quimicas, e actuam em diferentes locais da célula bacteriana (Burridge et al,
2010). Em geral, os antibiéticos podem apresentar: (Romero, Feijo6 and Navarrete, 2012):

i. Um efeito bactericida, isto é, o antibidtico mata as bactérias, por interferir
com a formacgao, quer da parede celular da bactéria, quer dos seus conteudos celulares.
Exemplos incluem a penicilina, quinolonas e metronidazol (Romero, Feijo6 and Navarrete,
2012);

ii. Um efeito bacteriostatico, ou seja, o antibiético impede que as bactérias se
multipliquem, interferindo com a produgao de proteina bacteriana, a replicagao de ADN, ou
outros aspectos do metabolismo celular. Sao exemplos; tetraciclinas, sulfonamidas,
cloranfenicol, e macrdlidos (Romero, Feijo6 and Navarrete, 2012).

Os mecanismos de acgao dos antibidticos encontram-se discriminados na tabela |
(Romero, Feijoé and Navarrete, 2012).

Alguns dos antibioticos que inibem a sintese da parede celular bacteriana incluem beta-
lactamicos (penicilinas, cefalosporinas) e glicopeptideos. Bloqueiam a sintese da parede
celular bacteriana, interferindo com as enzimas necessdrias para a sintese da camada de
peptidoglicano. Em contraste, vancomicina e teicoplanina actuam através da ligagao de
terminais da D-alanina a cadeias de peptidoglicanos, impedindo assim a ligagao cruzada
necessaria para a sintese da parede celular (Romero, Feijod and Navarrete, 2012).

Os antibidticos que actuam, inibindo a sintese de proteinas incluem macrdlidos,
aminoglicosideos, tetraciclinas e cloranfenicol. Estes, aproveitam as diferengas estruturais
entre os ribossomas bacterianos e eucaridticos para inibir selectivamente o crescimento de

bactérias (Romero, Feijo6 and Navarrete, 2012).
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Macrélidos, aminoglicosideos e tetraciclinas ligam-se a subunidade 30S do ribossoma, ao
passo que o cloranfenicol se liga a subunidade 50S (Pato 1989; Stratton IV 1996; Romero et
al. 2012).

Fluoroquinolonas exercem os seus efeitos antibacterianos, interrompendo a sintese do
ADN e causando quebras letais na dupla cadeia de ADN durante a sua replicagao (Kocsis et
al, 2013). Sulfonamidas e trimetoprim (TMP) inibem a sintese do ADN. A combinagao do
farmaco antibacteriano comum TMP, um anilogo do acido fdlico, com sulfametoxazol
(SMX), uma sulfonamida, inibem dois passos na via enzimdtica para a sintese do folato
bacteriano. Por exemplo, a sulfadimetoxina é uma sulfonamida de acgao prolongada e o
ormetoprim é estruturalmente relacionado com TMP. Estes antibioticos agem em sinergia,
bloqueiam dois passos sequenciais na sintese do acido folico (Pato 1989; Stratton IV 1996;
Romero et al. 2012).

As polimixinas acumulam-se na membrana da célula bacteriana e exercem efeitos
inibitorios por aumento da permeabilidade da membrana bacteriana. A daptomicina
aparentemente insere sua cauda lipidica na membrana celular das bactérias, causando a
despolarizagao da membrana e, eventualmente, a morte da bactéria (Pato 1989; Stratton IV

1996; Romero et al. 2012).

Tabela I: Mecanismos de acgao dos antibioticos. Adaptado de Romero et al. 2012.

Mechanisms of action of antibacterial agents Examplesa:fe:rzzlbacterlal

Cephalosporins, carbapenems,

B-lactams b
Interference with cell wall synthesis monobactams
Glycopeptides Vancomycin, teicoplanin
Macrolides, chloramphenicol,
Bind to 50S ribosomal subunit clindamycin, linezolid,
Protein synthesis inhibition quinupristin-dalfopristin
Bind to 30S ribosomal subunit Aminoglycosides, tetracyclines
Bind to bacterial isoleucyl-tRNA .
Mupirocin
synthetase
Interference with nucleic acid
synthesis Inhibit DNA synthesis Fluoroquinolones
Inhibit DNA synthesis Rifampin

Sulfonamides, folic acid

Inhibition of metabolic pathway e

Disruption of bacterial membrane

Polymyxins, daptomycin
structure ymyxins, daptomy
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1.5. RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

O uso de antimicrobianos em aquacultura fornece as condi¢coes para o aparecimento de
bactérias resistentes aos antibioticos. As bactérias com variantes mais resistentes sao mais
provaveis de aparecer associadas a doengas caracteristicas de peixes. Os antimicrobianos
sao cada vez mais usados, deixando de ser vidveis. Esse feedback negativo fornece razoes
fortes para a ponderagao da sua rotina. O uso irracional ou excessivo de qualquer agente
tera um impacto directo sobre o seu valor terapéutico futuro (Smith, P. et al. 2008).

A possibilidade do uso de antimicrobianos na aquacultura ter um impacto sobre o
tratamento de infecgcoes em humanos e outros animais terrestres, foi levantada pela primeira
vez ha cerca de 40 anos (Smith, P. et al. 2008).

Os riscos relevantes para a saude publica relacionados com o uso de antimicrobianos na
aquacultura incluem o desenvolvimento de resisténcia, e disseminagao de bactérias
resistentes a antimicrobianos e genes de resisténcia, e a presenga de residuos de
antimicrobianos nos peixes e meio ambiente podem ser transferidos para humanos através
da cadeia alimentar (Smith, P. et al. 2008; Romero, Feijoo, and Navarrete 2012).

O recente grupo da OMS/FAO/OIE identificou os principais riscos para a saide humana
associados ao uso de antimicrobianos de aquacultura como sendo aqueles decorrentes do
aparecimento de resisténcias transferiveis nas bactérias associadas a doengas de peixes e em
ambientes de aquacultura. Recomendam que o aparecimento de tais resisténcias transferiveis
deve ser regularmente monitorado (Smith, P. et al. 2008).

Esses regulamentos, particularmente aqueles que regem o comércio internacional, tém
estimulado rapidas melhorias na capacidade de muitos paises detectarem e monitorizarem
os residuos de antibidticos. A introdugao de testes de residuos também teve um grande
impacto sobre o uso de antibioticos (Smith, P. et al. 2008).

Os mecanismos de resisténcia aos antibiéticos incluem: a inactivagao do antibiético por
sintese de enzimas (por exemplo, B-lactamases); a diminuicao da concentragao intracelular
(por reduciao da permeabilidade da membrana externa em Gram-negativos ou bombas de
efluxo); e a alteragao do local activo (Nested et al., 1998).

A resisténcia intrinseca, decorre de um factor estrutural ou funcional, associado a
espécies bacterianas, um género ou mesmo um grande grupo. A resisténcia adquirida
decorre de alteragoes genéticas no genoma bacteriano, as quais podem ser uma
consequéncia de mutagoes ao acaso em genes proprios ou aquisicao horizontal de genes
exdgenos, como transposoes (sequéncias de ADN celulares que podem ser transferidos a

partir de uma bactéria para outra, sem um plasmideo intermediario (Aarestrup, 2006) e
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plasmideos (ADN extra cromossomico que se replica de um modo auténomo controlado,
variando normalmente entre 300bp para 2.400 kb (Aarestrup, 2006; Cabello 2006;
Aarestrup 2006; Burridge et al. 2010; Marshall and Levy 2011). As contribuigoes mais
importantes para a transferéncia horizontal de genes em bactérias sao elementos genéticos
moveis, como plasmideos, transposoes integroes, fagos, ilhas genomicas, e integrando
elementos conjuntivos (Rodriguez-Blanco, 2012).

Andlises de sequéncias de genoma total de diferentes espécies bacterianas tém indicado
que grande parte do genoma bacteriano resulta da transferéncia horizontal de genes
(Aarestrup, 2006). A transferéncia horizontal de genes ocorre por trés mecanismos:
conjugagao, transformagao e transdugao (Fig.1).

A transformagao inicia quando as paredes celulares das bactérias sao rompidas, e o ADN
cromossomico circular se divide em cerca de cem unidades, cada um das quais constituidos
por cerca de vinte genes. Este ADN pode passar através da célula e pode ser integrado no
cromossoma da célula receptora (Nested et al., 1998; Romero, Feijo6 and Navarrete, 2012).

A conjugagao requer o contacto entre células doadoras e receptoras. O ADN é
transferido apenas numa direcgao, a partir da célula dadora para a receptora. Na situagao
mais comum, o dador contém um tipo especial de plasmideo (Aarestrup, 2006; Nested et al.,
1998; Romero, Feijo6 and Navarrete, 2012). Este plasmideo é designado como plasmideo F
(fertilidade). As células dadoras sé sao capazes de transferir o seu plasmideo F e nao o seu
cromossoma. Transportam a informagao genética e informacao adicional necessarias para a
transferéncia de ADN para a sintese dos pili do organelo que liga a célula receptora. Com
alguns minutos de contacto, o plasmideo F entra na célula receptora (Nested et al. 1998).

E chamado mecanismo de transdugio, quando um virus bacteriano chamado bacteriéfago
(ou simplesmente fago) pode transferir genes de uma bactéria para outra (Nested et al,
1998). Esta alternativa tem potencial para desempenhar um papel importante na
transferéncia de resisténcia devido as elevadas concentragoes de virus (bacterioéfagos) em
habitats aquaticos, de agua do mar e sedimentos marinhos (Romero, Feijo6 and Navarrete,

2012).
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Fig. I: Esquema ilustrativo dos mecanismos da transferéncia horizontal de genes
de resisténcia. Adaptado de ScienceBlogs, 2009

Independentemente da forma como a resisténcia é adquirida, o uso de agentes
antimicrobianos cria condi¢goes adequadas para a emergéncia e a disseminagao de bactérias
resistentes (Guardabassi and Kruse, 2010).

Esta disseminagao ocorre como consequéncia da transferéncia horizontal mediada por
um conjunto diversificado de elementos de ADN moveis, como plasmideos, transposoes,
ilhas gendmicas, integroes, bem como, a transformagao natural (Aarestrup, 2006).

A transmissao do animal para o homem pode ocorrer por varios meios, incluindo
adicoes em alimentos e agua, bem como contacto directo com animais e fezes (Jacobs and

Chenia, 2007; Marshall and Levy, 201 |; Read and Fernandes, 2003).

1.6. CONSEQUENCIA DA TRANSFERENCIA DE ANTIMICROBIANOS PARA O HOMEM

As bactérias resistentes podem disseminar-se por fronteiras geograficas através do
movimento de pessoas, ou serem transferidas para os seres humanos através de feridas, ou
pela exposicao obtida apds o manuseamento de peixe, contacto com animais terrestes, e
cadeia alimentar (Cabello 2006; Aarestrup 2006; Jacobs and Chenia 2007; Burridge et al.
2010).

Isso implica que o uso de antimicrobianos em animais tenha consequéncias para a
situagao da resisténcia em humanos, e os problemas de resisténcia num pais podem-se
expandir para outros (Guardabassi and Kruse, 2010). Podem estar expostos a bactérias
resistentes através do contacto com animais ou consumo de produtos (Marshall and Levy,
2011), libertagao de substancias activas das moléculas em ecossistemas aquaticos (Gordon et

al., 2007) e de uma quantidade significativa da substancia original, nao metabolizada, através
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da urina ou fezes (Hirsch et al., 1999).

A Tabela 2 resume os principais agentes antimicrobianos utilizados na aquacultura
mundial e a sua importancia na medicina humana. Assim, entre os agentes antimicrobianos
comumente utilizados em aquacultura, varios sao classificados pela OMS como criticamente
importantes para utilizagio em medicina humana. A resisténcia aos antibidticos limita
severamente as opgoes em medicina humana, e, portanto, a utilizagao destes agentes em
animais devem ser evitada ou controlada a fim de prevenir a propagacao de resisténcia a

drogas (Heuer et al., 2009; Regitano and Leal, 2010).

Tabela 2: Principais agentes antimicrobianos utilizados em aquacultura e a sua importancia na medicina
humana. Adaptado de Heuer, O.E., 2009.

Importance of

Route of - .
administration in antimicrobial
Antimicrobial agent (drug Class) aquaculture class in.h‘uman
medicine
Amoxicillin (aminopenicillins) Oral Ciritically important
Ampicillin (aminopenicillins) Oral Ciritically important
Chloramphenicol (amphenicols) Oral/bath/injection Important
Florfenicol (amphenicols) Oral Important
Erythromycin (macrolides) Oral/bath/injection Critically important
Streptomycin, neomycin (aminoglycosides) Bath Ciritically important
Furazolidone (nitrofurans) Oral/Bath Important
Nitrofurantoin (nitrofurans) Oral Important
Oxolinic acid (quinolones) Oral Ciritically important
Enrofloxacin (fluoroquinolones) Oral, bath Critically important
Flumequine (fluoroquinolones) Oral Critically important
Oxytetracycline, chlortetracycline, tetracycline (tetracyclines) Oral/bath/injection Highly important
Sulphonamides (sulphonamides) Oral Important

O efeito toxico que os antibioticos causa nos peixes também pode acumular residuos na
musculatura, oferecendo um potencial risco para o consumidor (Hirsch et al, 1999;
Tavechio, Guidelli and Portz, 2009; Leston et al., 201 |; Marshall and Levy, 201 1).

No que refere ao homem, ha poucos relatos de reacgoes adversas a antibidticos nos
produtos de aquacultura. Existem regulamentos, significativos relativos a presenga de tais
residuos (Smith, P. et al. 2008).

Segundo o regulamento estes limites baseiam-se no tipo e quantidade de residuos que se
considera ndo apresentarem qualquer risco de toxicidade para a saude humana nos termos

expressos pela dose didria aceitavel (DDA) ou com base numa DDA tempordria com um factor de
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seguranga adicional. Atende também a outros riscos pertinentes para a saude publica, bem como a
aspectos de tecnologia alimentar (Regulamento (CEE) n.° 2377/90, 2009).

A quantidade de antibidticos excretados varia com o tipo de substancia, dosagem,
espécie e idade animal, entre outros factores. Mesmo quando a molécula é em grande parte
metabolizada, alguns dos produtos de degradagao excretados podem permanecer bioactivos
(Regitano and Leal, 2010).

Como podemos visualizar na tabela 3, as tetraciclinas e os macrolideos apresentam baixa
taxa de metabolizagdo (< 20% da dose administrada), enquanto as lincosamidas, as
fluoroquinolonas e as sulfonamidas apresentam moderada a elevada taxa de metabolizagao
(> 20% da dose). Ja os aminoglicosideos tém comportamento bastante variavel (Regitano and

Leal, 2010).

Tabela 3: Taxa de metabolismo dos principais antimicrobianos em aquacultura. Adaptado de Regitano and Leal,

2010.
Pharmacological Rate of metabolism
group in the animal body
Tetracyclines Low
Macrolides Low
Aminoglycosides Low to high
Lincosamides Moderate
Fluoroquinolones Moderate to high
Sulfonamides High

Low: <20%; Moderate: from 20 to 80%; High: >80% of the
dose administered.

A fim de minimizar o possivel impacto do uso de antimicrobianos em animais sobre a
salde publica e animal, varias organizagdes internacionais, como a OMS, a World
Organization for Animal Health, a FAO e a Comissao da Uniao Europeia, nos dltimos anos
tém dado importancia a utilizagao prudente e racional de antimicrobianos em animais, nao s6
para salvaguardar a eficacia dos antibidticos em medicina veterinaria, mas, mais ainda, para
evitar o aparecimento e a disseminagiao de fenotipos resistentes indesejaveis em patogénios
zoonoticos, bem como a transmissdo entre animais € humanos, e tem sido reconhecida
pelas associagcoes profissionais como a Associagio Mundial de Veterinaria (WVA), a
Federagao Internacional dos Produtores Agricolas (IFAP), a Federagio Mundial da Industria
de Saude Animal (COMISA), a Federagao dos Veterinirios da Europa (FVE), o Colégio

Americano de Medicina Veterinaria Interna (ACVIM) e as Associagoes Americanas de
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Médicos Veterinarios (AVMA), bem como autoridades nacionais e internacionais
(Guardabassi and Kruse, 2010).

No entanto, os piscicultores ainda contam com o uso agressivo de quimioterapéuticos
para combater infec¢oes bacterianas e infestagoes de ectoparasitas, bem como

desinfectantes para gerenciar propagacao de doengas (Burridge et al., 2010).

1.7. CONSEQUENCIA DA TRANSFERENCIA DE ANTIMICROBIANOS NO AMBIENTE

Informagoes sobre a ocorréncia e as concentracoes médias de residuos dos principais
antibidticos veterinarios em diferentes matrizes ambientais encontram-se em anexo (tabela
9, capitulo V). De modo geral, as concentragoes ambientais sao relativamente baixas (ng/L ou
Kg' a pg/L ou Kg'), sendo consideradas insuficientes para ocasionar efeitos toxicos agudos
aos organismos expostos (Kummerer, 2004; Regitano and Leal, 2010).

Os compostos sao detectados a partir de diferentes classes de antibioticos
importantes, tais como os macrolidos, tetraciclinas, sulfonamidas, quinolonas e B-lactamicos.
Obviamente, a maioria dos antibioticos nao sao totalmente eliminados durante o processo
de purificagao de aguas residuais. Os resultados das investigagoes indicam que um certo
numero de antibidticos nao é biodegradavel no ambiente aquatico, como a tetraciclina, que
foi detectada no solo meses apods a aplicagao do adubo (Kimmerer, 2004).

Nas aguas residuais, aguas de superficie, sedimentos, lamas e solos, um cocktail de
diferentes compostos activos podem estar presentes, em contraste com a aplicagao médica
e veterinaria de antibioticos e desinfectantes. As concentragoes sao normalmente algumas
ordens de grandeza mais baixa (Kiimmerer, 2004). Contudo, pouco se sabe sobre o efeito
cronico da exposigao a baixas concentragoes desses residuos a longo prazo, qual o efeito em
espécies que nao sao estudadas e qual o impacto ambiental vindo dos produtos de
degradagao desses antibioticos (Regitano and Leal, 2010).

No entanto, pode haver também efeitos indesejaveis sobre as populagoes selvagens,
tais como interacgoes genéticas entre peixes de viveiro e peixes selvagens, transmissao de
doengas pelos peixes que escaparam ou através da ingestao de residuos contaminados (Read
and Fernandes, 2003).

As bactérias dos animais normalmente sobrevivem por apenas pouco tempo no
ambiente. No entanto, foi sugerido que as bactérias resistentes a antimicrobianos a partir de
animais possam transferir os genes de resisténcia a bactérias do solo ambiente. Tem sido

demonstrado que os genes de resisténcia antimicrobiana podem estar presentes nos
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produtos residuais provenientes da produgao animal e podem sobreviver durante um longo
periodo de tempo no solo. (Aarestrup, 2006).

Por exemplo, em 2007, a FDA teve de bloquear temporariamente as vendas de cinco
produtos da aquacultura da China, porque tinham salmonelas e, entre outros residuos,
nitrofuranos e fluoroquinolonas (Burridge et al., 2010).

No entanto, em comparagao com outras formas de transmissao, este método de
propagagao do ambiente &, provavelmente, de menor importancia. No futuro, as mudangas
no sistema de produgao podem aumentar a importancia da difusio do meio ambiente. Isto
se a produgao se tornar mais integrada ou mais intensiva em areas geograficas de menores

dimensoes (Aarestrup, 2006).

1.8. OBIJECTIVOS

Os agentes antimicrobianos utilizados em animais na Europa sao muitas vezes idénticos,
ou pertencem as mesmas classes, como os usados na medicina humana. A resisténcia
antimicrobiana é o principal efeito colateral indesejavel do uso de agentes antimicrobianos
em seres humanos e animais, e os resultados sao a seleccao continua de bactérias
resistentes, patogénicas, bactérias comensais ou mesmo ambientais (EFSA and ECDC, 201 3).

Assim, o principal objectivo deste projecto foi avaliar a susceptibilidade a agentes
antimicrobianos em bactérias potencialmente patogénicas para o Homem, nomeadamente
em Aeromonas sp. e Enterobacteriaceae, isoladas de robalo e na dourada, provenientes de

sistemas de aquacultura comprados no comércio regional.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Os peixes usados neste estudo, nomeadamente robalos e douradas, foram cedidos
pelos sistemas de aquacultura da Figueira da Foz e adquiridos no comércio regional, com
origem em aquaculturas da regido de Aveiro, Espanha e Grécia (tabela 4). Foi ainda
recolhido sedimento da aquacultura da Figueira da Foz. As amostras foram retiradas do
conteudo intestinal e das branquias, e foram semeadas em meios de cultura com e sem
antibiotico.

Tabela 4: Origem das amostras.

rees | origam | Quaniade

Robalo Figueira da Foz 4
Robalo Grécia 4
Dourada Figueira da Foz 2
Dourada Espanha 3
Dourada Aveiro I

I

Sedimentos  Figueira da Foz

2.2. MEIOS DE CULTURA SELECTIVOS

2.2.1. Meio MC (MACCONKEY)

Agar MacConkey (Diagnostici Liofilchem, Liofilchem, Italy) € um meio de crescimento
bacteriano selectivo para Enterobactérias. Inibe o crescimento de bactérias Gram-positivas,
devido a presenga de violeta cristal e sais biliares. Pode diferenciar as bactérias que sao
capazes de fermentar a lactose, sendo as coldnias de cor rosa (Online Education Resorces,

2013).

2.2.2. MEkio EMB (EosINE METHYLENE BLUE)

O meio EMB (Diagnostici Liofilchem, Liofilchem, Italy) é um meio cromogéneo de
diferenciagao selectivo utilizado para o isolamento e diferenciacao de bacilos entéricos gram-
negativos (Enterobacteriaceae e outros bacilos gram-negativos) provenientes de amostras
clinicas e nao-clinicas (BD EMB Agar, Eosin Methylene Blue Agar, Modified, 201 1).

Contém os corantes eosina e azul-de-metileno que inibem as bactérias gram-positivas
num determinado grau. Os corantes funcionam também como indicadores de diferenciagao

em resposta a fermentagao da lactose e/ou sacarose. Os coliformes produzem coldnias
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pretas-azuladas. As coldnias de Escherichia coli poderao apresentar um reflexo verde
metalizado caracteristico, devido a rapida fermentacao da lactose (BD EMB Agar, Eosin

Methylene Blue Agar, Modified, 2011).

2.2.3. Meio AMB (AEROMONAS MEDIUM BASE)

O meio AMB (Oxoid, England) foi desenvolvido para melhorar a detecgao e
isolamento de Aeromonas spp. a partir de amostras clinicas e ambientais. No entanto, para
melhorar o seu desempenho no isolamento de Aeromonas, é recomendada a adicao de
ampicilina em 5 mg/L. As coldnias apresentam cor verde-escura, com centros opacos

escuros, com um tamanho de 0,5 - 1,5 mm de diametro. (Scientific, 2001).

2.3. ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO DE BACTERIAS POR METODOS FENOTIPICOS

Todo o procedimento foi elaborado em condigoes de assepsia através de técnicas de
microbiologia gerais.

As amostras dos peixes foram colocadas em ImL de H,0 destilada Milli Q estéril. As
amostras de sedimentos foram colocadas em 500 puL de H,0 destilada Milli Q estéril.

Numa fase inicial, a partir desta suspensao, foram inoculadas placas com tripticase de
soja (TS) agar (Diagnostici Liofilchem, Liofilchem, Italy) e MacConkey (MC) agar (Diagnostici
Liofilchem, Liofilchem, Italy) pelo método de esgotamento do indculo para isolar as
bactérias, e incubadas a 37°C (Binder, USA) durante 24h a 3 dias. Todos os dias as culturas
foram observadas. O meio TS € um meio nao selectivo, enriquecido, e o meio MC foi usado
para isolar Enterobactérias, onde outros bacilos Gram-negativos, como Pseudomonas sp.
também podem crescer.

Para eventual estudo posterior, 200 pL da suspensao inicial foram guardados num
tubo com o meio Luria-Bertani (LB) (Diagnostici Liofilchem, Liofilchem, Italy) com 5% de
glicerol (v/v), e congelados a -20°C.

Posteriormente foram também inoculadas placas de selecgao para Aeromonas (AMB)
e placas de seleccao de EMB a partir da suspensao inicial (com vista a isolar Escherichia coli),

de acordo com o procedimento mencionado em cima.
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2.3.1. TESTE DA 0.—AMILASE:

Aeromonas sp. produzem a enzima amilase. De modo a diferenciar as bactérias que
utilizam a enzima a-amilase para degradar o amido do meio de cultura na presenga da
solugao de iodo foi adaptada a técnica de Palumbo e colaboradores (Palumbo et al., 1985).

Foram inoculadas aliquotas de 50 pL das suspensoes iniciais em placas com meio
Brain Heart Agar (BHA) (Diagnostici Liofilchem, Liofilchem, Italy) e TS com 0,1% de amido.
Apos a incubagao a 28°C a 24, 48 e 72 horas, adicionaram-se 5 mL de iodo.

O iodo em contacto com o amido forma um complexo azul acastanhado. O amido
hidrolisado nao produz alteragao de cor. Se aparecer uma zona clara apés adigao de iodo, é
sinal de produgao de a-amilase pela bactéria. Se nao ocorrer uma zona clara, o amido nao
foi hidrolisado.

A formacao de halos comecga a ser visivel aos |5 minutos. As bactérias com formagao

de halo foram isoladas em meio TS e incubadas 18-24h a 30°C (Consessus SA, Portugal).

2.3.2. TESTE OXIDASE

O teste de oxidase foi feito para determinar a presenga ou auséncia de actividade de
oxidase no citocromo C. Aeromonas sp. e Pseudomonas sp. produzem esta enzima, enquanto
que as Enterobactérias nao (Rogol and Sechter, 1979). Portanto, todas as bactérias suspeitas
de pertencerem a estes grupos, apos crescimento nos meios anteriormente descritos, e
positivas para o teste da amilase, foram testadas. O reagente da oxidase (BioMérieux) foi
colocado num papel de filtro, e um pouco da cultura bacteriana com [8-24h de incubagao foi
colocada e esfregada no papel humido com uma ansa de plastico, e observada a formagao de

cor. A prova positiva é dada em | minuto pela formagao de uma cor purpura.

2.3.3. IDENTIFICACAO POR MICROMETODOS: API NE20

Em alguns isolados recorreu-se a micrométodos comerciais como o Api20 NE
(BioMérieux) para identificagao de bacilos Gram-negativos nao fermentadores (Aeromonas
sp.). O procedimento foi elaborado de acordo com as indicagoes do fabricante.

O procedimento consistia em distribuir cerca de 5 mL de agua destilada estéril nos
alvéolos para criar um ambiente himido. Retirou-se a galeria da embalagem individual e
colocaram-se na caixa de incubagao. Preparou-se uma suspensao da cultura bacteriana de
I8-24h com uma turbidez equivalente a exactamente 0,5 de McFarland (que corresponde a

cerca de 150x10° células/mL). A inoculagio da galeria foi feita enchendo os tubos de testes
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D- glucose (GLU) a acido fenil-acetato (PAC) com a suspensao anterior. Colocou-se a ponta
da pipeta de lado, inclinando a caixa ligeiramente para a frente, para nao formar bolhas no
fundo dos pogos. Abrindo uma ampola de APl Médio AUX, adicionou-se 200 uL da
suspensao restante para a ampola. Homogeneizou-se bem com a pipeta, evitando a formacgao
de bolhas. Encheram-se os tubos e as cupulas de GLU a PAC para os testes de assimilagao
com a suspensao. Adicionou-se 6leo mineral para as cupulas (GLU, ADH (L-arginina) e URE
(ureia) até ser formado um menisco convexo. Fechou-se o quadro de incubagao e incubou-
se a 30°C durante 24 a 48h.

Apods o periodo de incubagao, anotaram-se todas as reacgoes espontaneas (GLU,
ADH, URE, ESC (esculina), GEL (gelatina) e PNPG (4-nitrofenil-BD-galactopiranosido). A
revelacao dos testes da nitratase (NO,) e do indol (TRP) foram protegidas da contaminagao
pelo ar. No teste NO, adicionou-se | gota de NIT | e | gota de NIT dois reagentes a clpula
NO,. A reacgao utilizada para a identificagao da bactéria € a redugao de nitratos (presenga
de nitratase). No teste TRP adicionou-se uma gota de reagente JAMES.

Por fim, nos testes de assimilacao, observou-se o crescimento bacteriano.

2.4. TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS

2.4.1 METODO DE DIFUSAO EM DISCO

De modo a aferir a susceptibilidade das estirpes bacterianas em estudo a varios
antibiéticos, foi utilizado método de Kirby-Bauer ou método de difusio em disco. Os
antibidticos testados foram: amoxicilina (10 pg); acido nalidixico (30 pg); cloranfenicol (30
ug); tetraciclina (30 pg); trimetoprim (5 ug) e sulfametoxazol/ trimetoprim (5png) (Oxoid,
United Kingdom).

Com a anga estéril, suspenderam-se algumas colonias isoladas de uma cultura de 18-
24h em meio solido (TS ou BHA) num tubo de H,O estéril ajustando a turbidez a 0,5 da
escala de MacFarland. De seguida, com uma zaragatoa estéril mergulhou-se na suspensao
bacteriana, removendo o excesso, pressionando a zaragatoa contra o tubo, e semearam-se
em toalha placas de agar Muller-Hinton (MH) (Diagnostici Liofilchem, Liofilchem, Italy) de
modo homogéneo, passando a zaragatoa em, pelo menos quatro direcgoes diferentes.
Aguardaram-se £5 minutos para o meio “absorver” a suspensao e colocaram-se os discos de
antibioticos no agar com o dispensador de discos da Oxoid (Oxoid, United Kingdom).
Incubou-se 18-24h a 37°C. Apds incubagdo mediram-se e registaram-se os diametros dos

halos de inibicio de crescimento em milimetros, e interpretou-se segundo as normas do
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Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010). Para Aeromonas sp. foram
utilizados os valores de referéncia da zona de inibicao para bacilos Gram-negativos
fermentadores como Enterobacteriaceae sp., uma vez que bacilos Gram-negativos como
Pseudomonas sp. nao apresentam valores de referencia para todos os antibiéticos testados.
antibidticos das familias acima mencionadas e viram-se que apresentavam valores idénticos.
As bactérias foram classificadas como susceptivel, intermédio e resistente de acordo com o

CLSI das Enterobacteriaceae.

2.4.2. DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO MINIMA INIBITORIA POR E-TESTE

O E-test quantifica directamente a susceptibilidade antimicrobiana, determinando a
E-teste difere pelo uso de tiras que contém um gradiente de antibidtico, expresso em
pg/mL. (Rosenblatt, 1996).

Antes de comegar o procedimento, deve-se aguardar aproximadamente 30 minutos
para que as tiras de antibidtico, guardadas a -20°C, atinjam a temperatura ambiente, para
nao haver perda de actividade do antibidtico. A metodologia foi idéntica a do método de
Kirby Bauer descrita anteriormente (subcapitulo 2.4.1). Em vez dos discos, aplicou-se uma
tira de E-teste (AB Biodisk, Sweden) por placa com a ajuda de uma pinga, tendo o cuidado a
nao formagao de bolhas de ar. Teve-se em atengao para nao tocar a parte da fita com o
gradiente, somente a parte marcada com a letra E. Depois, aplicou-se no centro do meio de
cultura. Por fim, foi a incubar 18-24h a 37°C. Apds a incubagao, mediu-se a CMI| do

antibiotico testado.

2.5. METODOS MOLECULARES
2.5.1. EXTRACGAO DE ADN BACTERIANO

A) METODO DA FERVURA (BOIL METHOD):

De forma a obter ADN bacteriano para reac¢oes de PCR, procedeu-se a extrac¢ao
das amostras, de acordo com o método de fervura.

Retiraram-se 4 ou 5 colonias da cultura bacteriana pura da placa com a anga, e
diluiram-se em 500 pL de H,O estéril Eppendorf 1,5 mL estéreis. Homogeneizou-se a
mistura no vortex. Centrifugou-se a amostra durante 3 min a 10.000 rpm (Thermo Scientific,

USA) e descartou-se o sobrenadante, retirando o excesso com papel absorvente.
17



CariTuLo I

Adicionaram-se 100 pL de H,O estéril e uniformizou-se novamente a suspensao no
vortex. Furaram-se as tampas dos Eppendorf com o auxilio de uma anga esterilizada para
estas nao abrirem na fervura. Colocam-se os respectivos Eppendorf em banho-maria. Apos
I5 min, retirou-se o flutuador com as amostras com a ajuda de uma pinga.

Centrifugou-se a mistura durante 5 min a 10.000 rpm (Thermo Scientific, USA).

Retirou-se o sobrenadante, e guardou-se a -20°C quando nao utilizado de imediato.

B) QIAAmMP DNA MINI AND BLOOD MINI KIT

Em amostras em que houve uma possivel inibicdo da reaccao de PCR, o ADN foi
extraido das bactérias recorrendo a um método comercial. Neste caso utilizou-se o kit
QIAmp DNA mini and Blood Mini kit da Qiagen (lzasa, Portugal) segundo as instrugoes do
fabricante.

Retiraram-se bacterianas da placa de cultura e ressuspende-se em 180 pL de tampao
de ATL num Eppendorf de 1,5 mL. Misturou-se por vortex até obter uma solugao
homogénea. Adicionaram-se 20 pL de proteinase K, misturou-se por vortex e incubou-se a
56°C com agitagio moderada (Reagentes, Portugal), até o tecido se encontrar
completamente lizado (lise 18-24h). De seguida, centrifugaram-se os Eppendorf de 1,5 mL
para remover as gotas no interior da tampa e adicionam-se 200 pL Buffer AL. Misturou-se
durante 15 segundos por vortex, e incubou-se a 70°C durante 10 min (Reagentes, Portugal).
Centrifugou-se o Eppendorf para remover gotas de dentro da tampa. Foi formado um
precipitado branco, que na maioria dos casos, que se dissolveu durante a incubagio a 70°C.
Adicionam-se 200 pL de etanol (98%), e misturou-se durante |5 segundos por vortex.
Depois, centrifugou-se brevemente para remover gotas de dentro da tampa. Aplicou-se
todo o precipitado, formado aquando da adicio do etanol na coluna QlAamp MiniSpin.
Aplicou-se a mistura para a coluna de centrifugacio QlAamp MiniSpin (num tubo de recolha
de 2 mL) e centrifugou-se a 6000 g durante | min. Colocou-se a coluna de centrifugacao
QIlAamp MiniSpin num tubo de recolha limpo, e descartou-se o filtrado. Como a solugao
nao passou completamente através da membrana, centrifugou-se novamente a velocidade
maxima (20.000 rpm).

Abriu-se cuidadosamente a coluna QlAamp MiniSpin e adicionam-se 500 pL de
tampao AWI. Centrifugou-se a 6000 g durante | min. E descartou-se o tubo com o filtrado
colocando a coluna QlAamp MiniSpin num tubo de 2 ml limpo. Posteriormente, adicionam-
se 500 pL de tampao AW?2 e centrifugou-se a velocidade maxima durante 3 min. Descartou-

se o tubo colector com o sobrenadante. Colocou-se a coluna de QlAamp MiniSpin num
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novo tubo e centrifugou-se a velocidade maxima durante | min. Este passo ajudou a eliminar
o restante tampao AW2.

Por fim, colocou-se a coluna QlAamp MiniSpin num tubo Eppendorf de 1,5 mL, e
descartou-se o tubo colector. Abre-se cuidadosamente a coluna de centrifugagio QlAamp
MiniSpin e adicionaram-se 200 uL de Buffer AL, colocou-se a temperatura ambiente durante
| min e, em seguida, centrifugou-se a 6000 g durante | min. Repetiu-se este passo 2 vezes.

O ADN bacteriano purificado foi guardado a -20°C até posterior utilizagio.

2.5.2. AMPLIFICACAO POR REACCAO EM CADEIA DE POLIMERASE (PCR)

O PCR (Polymerase Chain Reaction) possibilita a amplificagdo de sequéncias especificas
numa mistura complexa de ADN. A partir de uma Unica copia de ADN contida na amostra,
é possivel produzir rapidamente cerca de um bilhao de réplicas de produtos de PCR. A
especificidade da reacgao é determinada pela especificidade dos primers (Powledge, 2004).

PCR foi usada na identificagao das bactérias e na detecgao de genes de [-lactamases.

2.5.3. IDENTIFICACAO DE BACTERIAS POR METODOS MOLECULARES: 16s RDNA

Apos a identificagao por métodos fenotipicos e avaliagao da susceptibilidade aos
antibioticos, todos isolados classificados como “intermédio” e “resistente” foram
identificados por amplificagao do 16S rDNA.

Na tabela 5 aparecem esquematizados os componentes da PCR seguido das
respectivas quantidades utilizadas e do conjunto de primers testados.

Inicialmente comegou por se testar o conjunto de primers descritos por Bosshard e
Zbinden (2006). Testou-se também o conjunto descrito por Magray e colaboradores (2011)
e o conjunto descrito por Borrel e Acinas (1997), como evidencia a tabela abaixo.

Comegou por se adicionar os volumes da solugao pela ordem decrescente de valor
para um tubo de PCR de 0,2 mL. A fim de se comparar a banda obtida foi usado um
controlo positivo (Escherichia coli 77), e um controlo negativo (H,0) para ver a funcionalidade
do PCR.

As amostras foram colocadas no termociclador (Biometra, USA) para se proceder a
reacgao em cadeia de polimerase.

O programa de amplificagcio de ADN consistiu num ciclo de desnaturagao inicial
(95°C, 5 min), seguido de 29 ciclos com desnaturagiao (95°C, | min), hibridacdo (56°C, |

min) e extensao (72°C, | min), e por fim, a extensao final (72 °C, 10 min)
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Tabela 5: Constituintes da reacgao PCR 16s rDNA com os respectivos tamanhos esperados dos fragmentos.

Tamanho
Solucdo para Primers . esperado
PCR [10pmol/uL] Primers Forward e Reverse do
amplicao
Master Mix F [AGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG 796 pb (Bosshard
(DyDNAzyme  F - Bakl IHW [ (R ) ] (Paresp de and
TM I, R - Bak2 Zbinden,
FINNZYMES, [GGACTAC(C/T/A)AGGGTATCTAAT] base) 2006)
Finland) - 10
L F-Bakl IHW  F[AGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG] 1830y  (Magrayet
Primer (LF) -05  R_Ecoli  R[CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC] 157 P al, 2011)
uL;
Primer (R) - 0,5 (Borrell
WL F-Bakl IHW  F[AGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG] RS and
H,0 - 8 uL; R — Aer. R [GGTTACCTTGTTACGACTT] Bhadl4 Acinas,
ADN - | pL. 1997)

2.5.3.1. VISUALIZACAO DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS EM GEL DE AGAROSE

O gel de agarose possibilita a separagao de moléculas ionizadas, de acordo com a
carga eléctrica e o peso molecular. Fragmentos com carga negativa migram para o polo
positivo e moléculas com carga positiva migram para o polo negativo. Para tal, é estabelecida
a diferenga de potencial entre dois eléctrodos ligados aos terminais de uma fonte de
corrente continua. A corrente eléctrica, ao passar pelo meio tamponado, conduzida pelos
pequenos ides presentes na solucao, faz os fragmentos correrem pelo gel (Oliveira et al.,
2007).

Para se visualizar os amplicoes obtidos na reac¢ao de PCR, fez-se um gel de 1% de
agarose (Conda, Pronadisa) com TBE 0,5x (50 mL TBE 10x (0,89M Tris; 0,89M acido borico;
20mM EDTA, pH=8,2, 1000mL) com 950 mL H,0), num volume de 30 mL, ao qual se
adicionaram 3pL de brometo de etidio para visualizagao directa do ADN no gel. O corante
intercala-se nas bases emparelhadas dos acidos nucleicos e emite fluorescéncia vermelho-
alaranjada (560 nm) quando iluminado com luz ultravioleta (260 a 360 nm) (Oliveira et al.,
2007).

ApOos solubilizagao da agarose no tampao por aquecimento em microondas, verteu-se
o gel para o ber¢o e colocaram-se os respectivos pentes. Deixou-se polimerizar (cerca de
20 min). Retirou-se com cuidado o pente, e colocou-se o bergo com o gel na tina que tinha
TBE. Antes da aplicagao, as amostras foram misturadas com tampao de carga, azul de

bromofenol.
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Adicionou-se 3 pL de marcador de peso molecular (1.000 pb) e (10.000 kb) para
saber o tamanho estimado da banda da amostra comparando com o marcador com pesos
conhecidos, a 3 pL de azul bromofenol para este dar peso suficiente a amostra. Colocou-se
a mistura no pogo do pente. Seguido de 6 pL do controlo positivo com 3 uL de azul
bromofenol. Apds a aplicagao do controlo negativo e das amostras, colocou-se o gel a

correr, durante | hora a 80 V. Por fim, coloca-se o gel no transiluminador e liga-se a 100%

Uv.

2.5.3.2. SEQUENCIAGCAO DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS

Os produtos amplificados foram purificados adicionando 4 ulL da enzima ExoSAP a
cada amostra e colocados no termociclador num programa a 37°C durante |5 min seguido
de I5 min a 80°C, e foram sequenciados nos dois sentidos da cadeia de ADN pela StabVida
(Portugal). Os resultados foram analisados recorrendo ao software disponivel na internet
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) visivel na fig. 2 (capitulo VIl) e editados através do

programa BioEdit.

2.5.4. DETECCAO DE B-LACTAMASES DO TIPO TEM E SHV

As beta-lactamases do tipo TEM e SHV foram pesquisadas por PCR multiplex nos
isolados resistentes a amoxicilina.

Na tabela 6 aparecem esquematizados os componentes da reac¢ao PCR seguida das
respectivas quantidades utilizadas. O procedimento foi idéntico ao 2.5.2.1 com excepg¢ao dos
primers, que sao especificos para genes SHV e TEM.

O programa de amplificagio de ADN consistiu num ciclo de desnaturagao inicial
(95°C, 5 min), seguido 29 ciclos com desnaturagdo (95°C, | min), hibridagio (61°C, | min) e

extensdo (72°C, | min), e por fim, a extensao final (72°C, 10 min).

31



CariTuLo I

Tabela 6: Constituintes da reac¢ido de PCR para detecgio de genes TEM e SHV com os respectivos tamanhos
esperados dos fragmentos

Solucdo para Tamanho
; CRP Primers Primers Forward e Reverse esperado do Ref.
amplicdo
Master Mix
(DyDNAzyme TM SHV F— [TCAGCGAAAAACACCTTG]
I, FINNZYMES, [30pmol/ R - 471 pb
Finland) - 10 pL; pL] [TCCCGCAGATAAATCACCA]
Primer (F) - 0,5 pL; (Mendonga
Primer (R) - 0,5 pL; F_ et al., 2007)
Primer (F) - 0,5 pL; TEM
Primer (R) - 0,5 uL;  [10pmol/ [TACGATACGS{G_AGGGCTTAC] 716 pb
H,O - 8 pL; pL]
ADN - | L. [TTCCTGTTTTTGCTCACCCA]

2.5.5. VISUALIZACAO EM GEL DE AGAROSE

Para a visualizagao do produto PCR, procede-se da forma descrita no passo 2.5.3.1,
com excepgao da concentragao do gel. Neste caso, foi feito um gel de 2% de agarose.
A concentragao da agarose influencia a migragao do gel, pois separa com mais eficacia

bandas com tamanhos muito proximos.

2.6. ExTRACCAO DE ADN PLASMIDICO

A extracgao de plasmideos foi feita em Aeromonas sp., numero 8, subcapitulo 3.5.3,
com resisténcia ‘intermédia’ ao trimetoprim e resisténcia a amoxicilina. Foram usadas varias

técnicas de extracgao de plasmideos, uma vez que nem sempre foi possivel observar bandas.

2.6.1. PEeLO KIT PLASMID MINIPREP (JETQUICK)

Para extrac¢ao dos plasmideos, usou-se o kit Plasmid Miniprep da Jetquick (Jetquick,
Genomed GmbH, Germany). Todo o procedimento foi elaborado de acordo com as
indicacoes do fabricante.

A bactéria Aeromonas foi primeiramente inoculada em caldo TS liquido e incubada 8-
24h a 37°C.

Comecgou por se colocar | mL do caldo num Eppendorf de 1,5 mL e centrifugou-se a
amostra. Descarta-se o sobrenadante e todos os vestigios com auxilio de papel absorvente.
Adicionaram-se 250 pyL de solugao de GI (50 mM Tris/HCI (pH 8); 10 mM EDTA; 100

pg/mL RNase) ao sedimento e ressuspendeu-se, até que a suspensao se tornar homogénea.
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Para se proceder a lise celular, adicionaram-se 250 pL de solugao de G2 (200 mM NaOH,;
% SDS [w/v]) e misturou-se delicadamente, invertendo o tubo varias vezes. Incubou-se a
temperatura ambiente durante 5min. Ao fim dos 5 min adicionou-se 350 pL de solugao de
G3 (acetato e hidrocloreto de guanidina) e misturou-se delicadamente por inversao, até se
obter uma suspensao homogénea. Centrifugou-se a mistura 14.000 rpm durante 10 min.
Colocou-se uma coluna JetQuick num tubo de 2 ml e colocou-se o sobrenadante.

O passo que se segue foi feito, no entanto é opcional, adicionaram-se 500 pL da
solugao GX (etanol acetato, hidrocloreto de guanidina, EDTA) na coluna de centrifugagao,
deixou-se repousar durante | min, e centrifugar a 12.000 x g durante | min. Descartou-se o
sobrenadante e colocou-se a coluna Jetquick de volta para o mesmo tubo receptor.

Adicionaram-se 500 pL de solugao G4 (etanol, NaCl, EDTA e Tris/HCI) e
centrifugou-se a 12.000 x g por | min. Descartou-se o sobrenadante e centrifugou-se
novamente a velocidade de 14.000 rpm durante | min para eliminar os residuos da solugao
G4.

Por fim, para eluir os plasmideos, colocou-se a coluna de centrifugagao Jetquick para
um novo tubo de microcentrifugacao de 1,5 mL e adicionaram-se 50 pL de H,0 destilada
estéril directamente para o centro da matriz de silica da coluna. Centrifugou-se a 12.000 x g

durante 2 minutos. Guardou-se a amostra obtida a -20°C.

2.6.2. PLAsMID orR CosmiD DNA PuRrIFICATION - QIAGEN PLAsmiD MIDI AND
Maxi KiTs

Usou-se também o kit Plasmid or Cosmid DNA purification da Qiagen (Qiagen, UK).
Todo o procedimento foi elaborado de acordo com as indicagoes do fabricante. Foi feito o
protocolo com os volumes menores e também com os volumes maiores (em italico).

A bactéria Aeromonas foi primeiramente inoculada em caldo LB liquido com um disco
de trimetoprim e incubada a 37°C durante 8h com agitagao.

Comegou por se diluir a cultura de 1/500 a [/1000 em meio LB selectivo. Inoculou-se
25 mL (100 mL) de meio com 25-50 uL (/00-200 yd) da cultura inicial. Para plasmideos de
baixa copia, inocularam-se 100 mL ou (500 mL) do meio com 100-200 pL (250-500 ) de
cultura inicial. Incubou-se a 37°C durante 12-16 h, com agitagdo. Centrifugou-se a 6.000 g
durante |5 min a 4°C e eliminou-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se completamente o
sedimento com 4 mL (/10 mL) de tampao de P, (50 mM Tris-Cl, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100
pug/mL Rnase A). E adicionaram-se 4 mL (/0 mL) de tampao P, (200mM NaOH, 1% SDS
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(W/v)), misturou-se bem por inversio 4-6 vezes, e incubou-se a temperatura ambiente
durante 5 min. Nao se deixou a reacgao de lise durante mais de 5 min.

Adicionaram-se 4 mL (/0 mL) de tampao P, (3,0 M acetato de potassio, pH 5,5),
misturou-se imediatamente e vigorosamente por inversao 4-6 vezes, e incubou-se no gelo
por 15 min (20 min). Apos adicao de tampao P,, a mistura tornou-se menos viscosa.
Centrifugou-se a 20.000 g durante 30 min a 4°C. Removeu-se o sobrenadante contendo
ADN de plasmideo. Centrifugou-se o sobrenadante novamente a 20.000 g durante |5 min a
4°C. Esta segunda etapa de centrifugagao foi realizada para evitar a aplicagdo de material de
particulas em suspensao.

Por opgao, removeu-se 240 uL (120 pl) da amostra a partir do sobrenadante e
guardou-se para determinar se as condigoes de crescimento e lise foram 6ptimas.

De seguida colocou-se a coluna QIAGEN-tip 100 (QIAGEN-tip 500), aplicando 4 mL
(10 mL) de tampao QBT (750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH7,0; 15% isopropanol (v/v); 0,15%
Triton® X-100 (v/v)). Aplicou-se o sobrenadante na coluna permitindo a passagem para o
fluxo de resina por gravidade.

Removeu-se, por opgao, 240 uL (/20 ul) da amostra a partir do fluxo e para
determinar a eficiéncia de ligagao ao ADN a resina Qiagen.

Lavou-se a coluna com 2x10 mL (2x30 mL) de tampao QC (1,0 mM NaCl; 50 mM
MOPS, pH 7,0; 15% isopropanol (v/v)). A primeira lavagem foi suficiente para remover os
contaminantes de ADN plasmidico.

De seguida, removeram-se 400 puL (240 pl) da amostra a partir das fracgoes de
lavagem combinadas (amostra 3). Eluiu-se o ADN com 5 mL (/5 mL) de Tampao QF (1,25 M
NaCl; 50 mM Tris-Cl, pH 8,5; 15% isopropanol). E por fim, retiraram-se 100 pL (60 yl) da
amostra (amostra 4). Precipitou-se o ADN pela adicao de 3,5 mL (/0,5 mL). Misturou-se
bem e centrifugou-se imediatamente a 15.000 g durante 30 min a 4°C. Decantou-se
cuidadosamente o sobrenadante. Lavou-se o ADN com 2 mL (5 ml) de etanol 70% e
centrifugou-se a 15.000 g durante |0 min. Cuidadosamente decantou-se novamente o
sobrenadante.

Por fim, secou-se o sedimento durante 5-10 min na estufa a 37°C, e redissolveu-se o

ADN em 30 puL de H,0 destilada estéril. Guardou-se a amostra a -20°C.

2.6.3. METoDO BIRNOBOIM E DOLY ADAPTADO

A extracgao foi efectuada a partir de uma cultura em placa e através de uma

cultura em meio LB com um disco de trimetoprim, suspendendo num Eppendorf de 1,5 mL
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diversas colonias em agua destilada estéril, de modo a obter uma suspensao densa. A partir
de um tubo de cultura fresca, transferiu-se 1,5 mL da suspensao bacteriana. Centrifugou-se
(Sigma, Portugal) a 18.000 g durante 3 min, eliminando o sobrenadante. Adicionaram-se 100
pL da solugao | (ImL de glucose 500 mM, ImL de EDTA 100mM, 2,5 mL Tris HCL 100 mM
a pH 8, 40 mg de lisozima, perfazendo o volume de |0 mL com H,O estéril) que se
encontrava a 4°C, ressuspendendo com a pipeta e deixou-se durante |0 min a temperatura
ambiente, tornando-se a suspensao viscosa. Colocaram-se os tubos no gelo e adicionaram-se
200 pL da solugao 2 (0,6mL de NaOH 2N, 0,6mL SDS 10% e 4,8 mL de H,O destilada)
agitando por inversao | a 2 vezes, deixaram-se os tubos no gelo durante 5 min.

Se seguida, adicionaram-se 150 pL da solugao 3 (6 mL Acetato de Potassio 5M pH
4,8, 1,5mL de acido acético glaciar e 2,5 mL de H,O destilada) que se encontrava a 4°C,
agitando por inversao suavemente e colocaram-se no gelo. Apds 45 min, centrifugou-se a
amostra durante 3 min a 18.000 g Entretanto, num outro Eppendorf identificado,
adicionaram-se a mistura de 400 pL de fenol saturado e cloroférmio. Apds centrifugagao,
pipetaram-se 400 pl do sobrenadante para estes novos tubos, agitando por suave inversao
30 vezes, centrifugando-se de seguida, 5 min a 18.000 g.

Colocaram-se 900 pL de etanol absoluto guardado a -20°C, em novos tubos
identificados, aos quais se adicionaram 350 a 400 pL de sobrenadante resultante da
extracgao fenol cloroféormio. Agitaram-se os tubos por suave inversao, e colocaram-se a -
20°C durante 90 min. Centrifugou-se a amostra durante 30 min a 18.000 g. Eliminou-se o
sobrenadante, tendo em atengao o possivel desprendimento do sedimento. Adicionaram-se
400 pL de etanol a 70% igualmente a -20°C, invertendo 2 a 3 vezes para lavar o sedimento.
Centrifugou-se durante 12 min a 18.000 g, eliminando o sobrenadante com cuidado, repete-
se este passo 2 vezes.

Por fim, colocou-se o Eppendorf na estufa a 37°C para secar bem o sedimento, e
ressuspendeu-se em |0 pL de H,O destilada estéril, aos quais se adicionaram 4 pL de RNase

a Img/mL, deixando-se |5 min a temperatura ambiente. E guardou-se a amostra a -20°C.

2.7. CONJUGACAO

Com a anga estéril colocou-se uma colénia isolada da bactéria dadora Aeromonas
numero 8 (resistente trimetoprim e amoxicilina) em caldo LB com agitador (Model G25
incubator Shaker, USA), com e sem disco de antibiotico, e colocou-se a crescer na estufa a

37°C durante 4-6h. Fez-se o mesmo procedimento com a bactéria receptora Escherichia coli
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J53 (resistente a azida de sédio), sem antibidtico. Ao fim das 6 horas viu-se a turvagao do
meio, sinal de crescimento bacteriano. De seguida, transferiu-se para novo caldo TSB
(tripticase soja broth) 500 pL da bactéria receptora e 50 pL da bactéria dadora. E incubou-se
18-24h a 37°C.

Por fim, fez-se meio selectivo com suplemento de antibidtico de ampicilina (2,5 mg/
mL), azida de sodio (5 mg/ mL) e trimetoprim (4 mg/ mL) e fez-se espalhamento em estria,

para ver se houve formagao de transconjugantes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO BACTERIANA

3.1.1. METODOS FENOTIiPICOS

Inicialmente, o conteudo intestinal dos peixes, a solugao de lavagem das branquias e
o sedimento foram cultivados em meio tripticase soja (TS) e MacConkey (MAC) para
observar a relativa abundancia e variabilidade de colonias. Com o meio de MAC pretendiam-
se observar coldnias fenotipicamente sugestivas de E. coli, que aparecem neste meio de cor
rosa forte, e nao mucosas. E confirmando os resultados posteriormente em meio EMB, em
que a E. coli aparece verde metalizado caracteristico. Na gelose TS tentou-se seleccionar o
género Aeromonas por métodos fenotipicos através do teste da a-amilase segundo Palumbo
e colaboradores (1985) (Palumbo et al., 1985). Observou-se também uma enorme variedade
de colonias, de varias cores, formas e tamanhos, o que era esperado, visto nao ser um meio
selectivo. No meio MAC nao se observaram coldnias sugestivas de E. coli, mas foram
observadas outras, rosas e mucosas, e colonias nao rosa, ou seja, nao fermentadoras de
lactose.

As amostras foram entao semeadas nos meios selectivos MAC (para Enterobactérias)
e meio AMB (para Aeromonas sp.). Apds a incubagao, e da observagao cuidadosa das
coldnias, as que apresentavam caracteristicas sugestivas de Enterobactérias fermentadoras
da lactose (cor rosa) e Aeromonas sp. foram retiradas e cultivadas para posterior estudo.
Foram ainda guardadas algumas coldnias nao fermentadoras da lactose. Adicionalmente, as
amostras foram semeadas em meio selectivo adicionado de ampicilina, o que ¢é indicado para
o meio de AMB no isolamento de Aeromonas sp., mas também foi adicionado ao meio MAC.
Na gelose AMB, apds incubagao, foram observadas pelo menos trés tipos de coldnias
diferentes, umas verdes com centro negro, outras verde-escuras € umas pequenas verdes
amareladas.

Aeromonas sp. e Enterobactérias podem diferenciar-se pelo teste da oxidase, e este
foi realizado em coldnias sugestivas destes microrganismos, e também nas bactérias nao
fermentadores da lactose isoladas.

Uma vez que era completamente desconhecido o nivel de resisténcia aos antibiéticos
das bactérias isoladas do robalo e dourada de aquacultura, foram feitos inicialmente testes
de susceptibilidade aos antibioticos em |51 isolados retirados dos diversos meios de cultura

anteriormente usados (ver subcapitulo 2.2), ou seja, com base na identificagio presuntiva
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fenotipica. Observou-se que a grande a maioria dos isolados eram susceptiveis aos
antibioticos testados (108 amostras).

Foram seleccionados 43 isolados que apresentavam diminuida susceptibilidade ou
resisténcia, segundo as normas do CLSI (CLSI, 2010), a pelo menos um antibiotico testado
(dados apresentados no subcapitulo 3.3) para identificagdo por métodos moleculares.

Os resultados dos testes fenotipicos (crescimento em meio selectivo MAC e AMB,
com ou sem amoxicilina; teste da amilase; teste da oxidase) encontram-se na tabela 7, ja
com a indicagdio do género determinado por amplificagdo da regido do 16S rDNA

(subcapitulo 3.2.).

3.1.2. METODOS MOLECULARES

Inicialmente comegou por se testar o conjunto de primers de Bosshard e
colaboradores (2006) descritos para Escherichia coli. Contudo, apenas quatro enterobactérias
foram identificadas pelo conjunto, nomeadamente duas Pantoea sp., uma Buttiauxella sp. e
uma Erwinia sp., apresentadas na tabela 7.

Posteriormente testou-se o conjunto de primers de Borrell e colaboradores (1997),
descrito para Aeromonas sp., no entanto, nao se obtiveram resultados positivos para a
bactéria pretendida, apenas para Buttiauxella sp. e Erwinia sp., pelo que se deixou de utilizar
este conjunto, optando por utilizar o conjunto de primers universais de Magray e
colaboradores (201 1), descritos para Escherichia coli.

Todos os amplicoes obtidos por PCR pelo conjunto de primers universais de Magray
e colaboradores (201 1), como se pode visualizar num exemplo, fig. 2, em que os amplicoes

apresentam cerca de 1.000 pb de tamanho.

Fig. 2: Gel de prova do produto amplificado |6s rDNA.
MM — Marcador molecular de ADN de 1000pb e 10.000pb; |- E.coli 77, controlo
positivo; 2 - Aeromonas sp., n°14; 3 - Aeromonas sp., n°19; 4 — Buttiauxella sp., n°15;

5 - Buttiauxella sp., n°6; 6 - Pantoea sp., n°2.
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Os produtos amplificados pelo programa |6s ADN foram sequenciados nos dois
sentidos da cadeia de ADN. Os resultados foram editados através do programa BioEdit,
como podemos ver esquematizado na figura 3. A edicao da sequéncia é feita apenas para
eliminar nucledtidos nao especificos (N), ou para colocar o nucledtido correcto na
sequéncia de acordo com o respectivo grafico.

Em cima, podemos ver o emparelhamento das duas cadeias. Em baixo vemos os
graficos de cada sequéncia (5 — 3’). No caso de a sequenciagao ter sido feita nos dois

sentidos, é importante reverter a sequéncia (3’ — 5’) para um emparelhamento correcto.

p
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Fig. 3: Imagem ilustrativa do programa utilizado para a editar a sequéncia das bactérias.

Foi necessario fazer uma sequéncia consenso e esta foi colocada no software
disponivel na internet BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) dando o género da bactéria.

Esta visivel na fig. 4 a sequéncia da Aeromonas sp., n°8 da tabela 7, utilizada para os
diversos testes. A andlise pelo BLAST demonstrou um indice de diversidade entre as
bactérias, como podemos ver na tabela 7. Os resultados entre as sequéncias obtidas em
relagao as do banco de dados apresentaram entre 90-99% de similaridade, o que indica

confiabilidade para os resultados encontrados.
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Fig. 4: Sequéncia de Aeromonas sp., n°8 da tabela 7, proveniente do software BLAST.
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov)

Como podemos ver na tabela 7 foram identificadas, por amplificagao da regiao 16S
rDNA e sequenciagio dos produtos amplificados, |13 Aeromonas sp., 8 enterobactérias,
nomeadamente 3 Pantoea sp., 2 Buttiauxella sp., 2 Klebsiella sp. e | Erwinia sp., 10
Stenotrophomonas sp., 7 Pseudomonas sp., 2 Acetobacter sp., 2 Achromobacter sp. e uma Vibrio
sp., ou seja, um total de 43 bactérias resistentes a pelo menos um antibiotico.

E de notar que nio houve Escherichia coli isolada nos resultados obtidos. No entanto,
foram encontradas outras enterobactérias, descritas como pertencentes a familia
Enterobacteriaceae (Chatterjee and Starr, 1972; Gavini et al., 1989; Miiller et al., 1996).

Grigorakis e Rigos (201 1) sugerem que a enorme variedade de bactérias encontradas
provém da vasta gama de espécies cultivadas, da diversidade dos sistemas e do ambiente
(Grigorakis and Rigos, 2011). Bactérias como Aeromonas sp., Stenotrophomonas sp.,

Pseudomonas sp., Acetobacter sp., Vibrio sp. e Achromobacter sp., ja foram encontradas em
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amostras de peixes, aguas (tratadas ou nao) e ambiente, pelo que é normal a sua presenga
nos peixes testados (Adams, Farber and Lerke, 1964; Press and Lillehaug, 1995; Trcek and
Teuber, 2002; Miranda and Kehrenberg, 2003).

Bactérias como Aeromonas, Stenotrophomonas, Pseudomonas, Acetobacter, Vibrio,
Enterobacteriaceae e Achromobacter encontram-se no tracto digestivo dos peixes, embora a
colonizagao bacteriana seja dominada por Aeromonas e Vibrio. No entanto, a bactéria
Achromobacter encontra-se mais nas branquias dos peixes (Austin, 2006).

Alguns destes géneros sao patogéneos oportunistas para o Homem, destacando-se
algumas espécies de Stenotrophomonas sp., Pseudomonas sp. e de enterobactérias. Outras,
como Aeromonas sp., nao estao frequentemente associadas a infecgado em humanos, mas
esporadicamente aparecem alguns casos. Embora Aeromonas sp. seja um género encontrado
em ambiente aquatico e associado a infecgoes nos peixes, ja foi encontrado como causa de
infeccoes humanas como um patogéneo oportunista. (Daily and Joseph, 1981). Também a
enterobactéria Erwinia sp. € patogénica no Homem (Chatterjee and Starr, 1972), assim
como, Achromobacter insolitus sp. e Achromobacter spanius sp. ja foram detectadas em
amostras clinicas humanas (Coenye, 2003). O género Acetobacter pode também provocar
infeccoes humanas (Gouby et al., 2007).

Em 2002, Buttiauxella gaviniae foi isolada da medula espinal de um paciente com
patologia na bexiga (Baere et al, 2002). Bactérias como Stenotrophomonas maltophilia,
Klebsiella sp. e Pantoea sp. foram identificadas como espécies mais susceptiveis de contaminar
a nutricio parenteral. E de salientar a importincia do risco desta contaminagio para os
recém-nascidos em unidades de terapia intensiva neonatal (Habsah et al., 2005). Ainda Kim e
colaboradores (2013) identificaram genes de resisténcia a quinolonas em plasmideos de
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae isoladas de pacientes pediatricos com infecgoes na
corrente sanguinea (Kim et al., 2013).

Vibrio cholerae, agente etiologico da colera, esta presente na agua para consumo em
numero suficiente para constituir uma dose infecciosa, quando ingerido (Lobitz et al., 2000).

Pseudomonas aeruginosa, é considerada uma das trés principais causas de infecgoes
oportunistas em humanos segundo Stover e colaboradores (2000). Um factor importante é
sua resisténcia intrinseca a antibioticos (Stover et al., 2000).

Assim, os peixes possuem um diversificado tipo de bactérias, muitas vezes reflectindo
a composicao da microflora da agua circundante. A exposicio de peixes a agentes
antimicrobianos tem, sem duvida, um impacto sobre a composi¢ao da sua microflora e sobre

os padroes de resisténcia a antibioticos. Isto, por sua vez, pode ter impacto sobre a
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transmissao de resisténcia a antibidticos para outras bactérias, bactérias essas que podem
integrar a cadeia alimentar e/ou causar infecgoes oportunistas no Homem e outros animais,
assim como, aumentar a probabilidade de disseminagao de elementos genéticos moveis onde

se inserem genes de resisténcia aos antibiéticos (Austin, 2006).

A tabela 7 apresenta os isolados resistentes a pelo menos um antibidtico testado
com a respectiva identificacao pela amplificacao da regiao 16S rDNA relacionando com a
origem do isolado, meio de cultura de isolamento, teste da amilase e oxidase e primers
testados para a identificagio. E de salientar que houve adigdo de suplemento de ampicilina (5
mg/L) ao meio AMB (Aeromonas Medium Base) e ao meio MAC (MacConkey agar), que
apresenta a designagao de ‘+A’ na tabela.

Como se observa, apenas duas bactérias apresentam o teste da amilase positivo, pois
foi deixado o método quando se encontraram bactérias Gram positivas nos primeiros
isolados em meio TS (ver subcapitulo 3.1). De acordo com Palumbo e colaboradores, as
coldnias positivas para o-amilase, seriam presuntivas Aeromonas sp. (Palumbo et al., 1985).
No entanto, foram também classificadas por Habsah e colaboradores Pantoea sp. (Habsah et
al, 2005), e por Baselski e colaboradores (Baselski, Upchurch and Parker, 1978) Vibrio sp.
como bactérias produtoras de oa-amilase, indo de encontro com os resultados obtidos.
Foram também isoladas algumas bactérias Gram-positivo positivas a amilase, principalmente
Bacillus sp. identificadas por métodos moleculares, mas que nao foram incluidas neste estudo.

Bactérias como Bacillus sp., sao extensamente utilizadas pela industria pela produgao
de a-amilase de acordo com Sivaramakrishnan e seus colaboradores (Sivaramakrishnan et al,
2006). Visto isto, deixou de se utilizar este método adaptado de Palumbo e colaboradores,
pois nao diferenciava bactérias Gram-negativo de Gram-positivo.

O meio AMB nao se revelou completamente especifico para Aeromonas sp. Os
resultados obtidos, nao foram de encontro com a identificagao fenotipica descrita pelo meio.
Um dos problemas pode ser a descricao do meio ser selectivo para Aeromonas hydrophila, e
também a origem da amostra, uma vez que as amostras fecais contém além de um elevado
numero de bactérias, uma enorme variedade de microrganismos, que podem crescer (e
cresceram) neste meio.

No teste de oxidase Vibrio sp., Pseudomonas sp., Erwinia sp. e Aeromonas sp. contém a
citocromo-oxidase como parte da sua cadeia respiratoria, pois tornam o reagente purpura.
Os organismos que nao contém a citocromo-oxidase, como Buttiauxella sp., Pantoea sp. e

Klebsiella sp. da familia Enterobacteriaceae, assim como Stenotrophomonas sp., Achromobacter
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sp. e Acetobacter sp. nao oxidam o reagente, deixando-o incolor e, por isso, sao negativos
para o teste de oxidase.

Segundo Rogol e Sechter (1979), Aeromonas sp., Pseudomonas sp. e Vibrio sp.
apresentam reacgao positiva para o teste oxidase (Rogol and Sechter, 1979), o que vai de
encontro com os resultados conseguidos.

Bergey e colaboradores (1957) descrevem a familia Enterobacteriaceae como oxidase
negativa (Bergey et al, 1957). Posteriormente, Huang e colaboradores, (Huang, Hsieh and
Erickson, 2003) comprovam que a Erwinia sp. é oxidase positiva, apesar de se encontrar na
familia das Enterobactérias, o que corresponde com o resultado obtido.

Palleroni e Bradbury (1993) confirmam Stenotrophomonas sp. como oxidase negativa
ou fracamente negativa (Palleroni and Bradbury, 1993), o que esta de acordo com os nossos
resultados.

No entanto, de acordo com Kadere e colaboradores (2008) Acetobacter sp. é oxidase
negativa (Kadere et al., 2008). Também Cherter e Cooper (1979) afirmam que Achromobacter

sp. € oxidase negativa (Chester and Cooper, 1979), o que contraria os resultados obtidos.
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Tabela 7: Identificagdo dos isolados bacterianos pela amplificagdo da regido 16S rDNA em relagio a amostra e
testes fenotipicos.

Identificacdo Meio de Oxidase Conjunto de primers Amplicdo
cultura esperado

(Bosshard and Zbinden, 2006) 796 pb

Pantoea sp. Robalo (Magray et al,, 201 1) 1,183 pb

2 Pantoea sp. Dourada MAC - (Magray et al,, 201 1) 1,183 pb
3 Vibrio sp. Robalo -I;sm?;jlf + (Magray et al., 2011) 1,183 pb
TS 0,1% Bosshard and Zbinden, 2006 796 pb

4 Pantoea sp. Robalo amido - ( (Magray et al,, 2011) ) 1, I83Ppb
5 Pseudomonas sp. Robalo AMB + (Magray et al,, 201 1) 1,183 pb
(Bosshard and Zbinden, 2006) 796 pb

6 Buttiauxella sp. Dourada AMB+A" - (Borrell and Acinas, 1997) 1,483 pb
(Magray et al,, 201 1) 1,183 pb

(Bosshard and Zbinden, 2006) 796 pb

7 Erwinia sp. Robalo AMB + A + (Borrell and Acinas, 1997) 1,483 pb
(Magray et al,, 201 1) 1,183 pb

8 Aeromonas sp. Robalo AMB+A + (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
9 Klebsiella sp. Robalo MAC - (Magray et al., 2011) 1,183 pb
10 Aeromonas encheleia Robalo AMB+A + (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
Il Aeromonas sp. Dourada AMB+A + (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
12 Aeromonas sp. Dourada AMB+A + (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
13 Aeromonas sp. Dourada AMB + (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
14 Aeromonas sp. Dourada AMB+A + (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
15 Buttiauxella sp. Dourada MAC - (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
16 Klebsiella sp. Dourada MAC+A " - (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
17 Aeromonas sp. Dourada AMB + (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
18 Aeromonas sp. Dourada AMB+A + (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
19 Aeromonas sp. Dourada AMB+A + (Magray et al., 2011) 1,183 pb
20 Aeromonas sp. Dourada AMB+A + (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
2 A. salmonicida Dourada AMB+A + (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
22 A. salmonicida Dourada AMB+A + (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
23 A. salmonicida Dourada AMB + (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
24 Stenotrophomonas sp. Dourada MAC+A - (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
25 Stenotrophomonas sp. Dourada AMB - (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
26 Pseudomonas sp. Dourada AMB + (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
27 Pseudomonas sp. Robalo AMB + (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
28 Pseudomonas sp. Robalo AMB + (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
29 Stenotrophomonas sp. Robalo MAC+A - (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
30 Stenotrophomonas sp. Robalo MAC - (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
31 Stenotrophomonas sp. Robalo MAC - (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
32 Stenotrophomonas sp. Robalo MAC+A - (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
33 Stenotrophomonas sp. Robalo AMB - (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
34 Stenotrophomonas sp. Robalo AMB - (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
35 Pseudomonas sp. Robalo MAC+A + (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
36 Acetobacter sp. Robalo MAC+A - (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
37 Stenotrophomonas sp. Robalo AMB - (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
38 Achromobacter sp. Robalo AMB - (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
39 Acetobacter sp. Robalo AMB - (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
40 Stenotrophomonas sp. Robalo AMB - (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
41 Pseudomonas sp. Robalo AMB+A + (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
42 Achromobacter sp. Robalo AMB+A - (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
43 Pseudomonas sp. Robalo MAC + (Magray et al., 201 1) 1,183 pb
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3.2. TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS

3.2.1. METODO DE DIFUSAO EM DISCO

Na tabela 8, estao apresentados os resultados do teste de susceptibilidade com os
didmetros dos halos de inibicdo do crescimento das respectivas bactérias aos antibioticos
testados, nomeadamente amoxicilina (AML), acido nalidixico (NA), tetraciclina (TE),
cloranfenicol (C), trimetoprim (W) e sulfametoxazol/ trimetoprim (SXT) associados aos
valores das normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010) e suas
respectivas concentragoes. Ao medir o respectivo halo, as bactérias sao classificadas como
resistentes (R), intermédias (I) e susceptiveis (S). Estes antibidticos foram escolhidos como
representativos de uma classe de antibidticos dos que se geralmente usam em aquacultura.

Uma limitagao na analise dos resultados foi o facto de se usarem critérios baseados
em estudos de bactérias de origem clinica para aferir a susceptibilidade. Os valores de
referéncia dos halos de inibicdo de bacilos nao fermentadores foram comparados com os
valores referéncia dos fermentadores, assim como a sua respectiva concentragio minima
nao foi possivel a comparagao de todos os antibioticos testados. Apenas os fermentadores
apresentam valores para todos os antibioticos testados.

Os resultados apresentados siao de acordo com os valores de referéncia dos bacilos
fermentadores, por analogia de comparagao de alguns antibidticos com os bacilos nao
fermentadores.

Foram testadas por este método |51 bactérias isoladas nos meios MAC e AMB (ver
secgao anterior). Observou-se que a maiorias destes isolados era susceptivel aos antibioticos
testados, com halos de inibigao superiores a 25-30 mm.

Foi comprovado pelos métodos moleculares que foram identificados varios géneros
de bactérias, para além dos géneros esperados pelos métodos selectivos. Contudo, estas
foram isoladas dos peixes, e parecem nao ter sofrido pressao selectiva de antibidticos uma
vez que a maioria era susceptivel.

Destes |51 isolados, apenas 43 apresentaram resisténcia a pelo menos um antibiotico
(tabela 8) e dessas, apenas |4 bactérias sao resistentes a apenas a amoxicilina, das quais duas
Pantoea sp., uma Vibrio sp., 10 Aeromonas sp., e uma Buttiauxella sp. Duas bactérias,
Buttiauxella sp. e Pseudomonas sp. apresentam resisténcia intermédia. Ao acido nalidixico
apresentam resisténcia uma Pantoea sp. e uma Aeromonas sp., enquanto que a Klebsiella sp.
apresenta resisténcia intermédia a este antibiotico. Ao antibidtico trimetoprim, apenas uma

Pseudomonas se apresenta como resistente.
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Todas as bactérias apresentam susceptibilidade a tetraciclina.

No que diz respeito a resisténcia a diversos antibioticos, as 10 Stenotrophomonas sp.
isoladas apresentam resisténcia a amoxicilina e ao trimetoprim. Contudo, algumas delas
apresentam também resisténcia ou diminuida susceptibilidade ao cloranfenicol. Com perfil
idéntico, temos duas Acetobacter sp. e Achromobacter sp. isoladas resistentes a amoxicilina e
ao trimetoprim. Com resisténcia a amoxicilina, ao trimetoprim e resisténcia intermédia ao
acido nalidixico e cloranfenicol temos trés enterobactérias, uma Buttiauxella sp., uma Erwinia
sp. e uma Klebsiella sp.

As cinco Pseudomonas sp. apresentam resisténcia a varios antibidticos nomeadamente
a amoxicilina, acido nalidixico, cloranfenicol, trimetoprim, e a combinagao sulfametoxazol/
trimetoprim.

As restantes Aeromonas sp. identificadas com resisténcia a mais que um antibiotico,

apenas apresentam resisténcia perante amoxicilina e trimetoprim.

Uma pesquisa feita por Ferech e colaboradores reporta que Portugal, Espanha e
Grécia apresentam um aumento do uso de antibidticos ao longo dos tempos pela populagao,
nomeadamente penicilinas, macroélidos, e cefalosporinas em maior quantidade, no ano de
2006. Em 2008, Sande-Bruinsma confirma a continuacao do uso destas classes de antibidticos
pelos paises mencionados, re-afirmando que os P-lactimicos sio consumidos em elevados
numero (Ferech et al., 2006; Sande-Bruinsma, 2008).

Estudos portugueses efectuados em trutas confirmam a resisténcia de Aeromonas
hydrophila a B-lactimicos como a mais comum (Saavedra et al., 2004; Serum, 2006). No
entanto, nos estudos feitos, so se identificaram as bactérias até ao género, mas os resultados
afirmam que 86% da resisténcia apresentada é a amoxicilina.

Em Espanha, foi detectada resisténcia a -lactdimicos como ampicilina e amoxicilina,
tetraciclinas e sulfametoxazol/ trimetoprim em Vibrio, Pseudomonas, Aeromonas spp., entre
outras, em amostras de dourada. (Zorrilla et al., 2003, Herrera et al., 2006). Na Grécia foi
reportada a presenga de resisténcia a tetraciclina em diferentes habitats de agua salgada em
Stenotrophomonas, Pseudomonas, entre outras bactérias isoladas. Os genes com resisténcia a
tetraciclina encontrados em plasmideos sao comuns nos habitats de agua salgada
(Nikolakopoulou et al., 2008).

Comparando com os resultados obtidos de peixes provenientes de aquacultura de

Portugal, Espanha e Grécia vemos que a resisténcia expressa nas amostras vai de encontro
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com os estudos feitos, com excepgao da resisténcia a tetraciclina, que nao foi observada
neste estudo.

O género Aeromonas é considerado como tendo um perfil tipico de susceptibilidade
aos antibioticos. Sao considerados como intrinsecamente resistentes a ampicilina, com
excep¢ao de A. trota. Contudo, os isolados de Aeromonas hydrophila tém mostrado ser
susceptiveis. Em geral, as espécies de Aeromonas apresentam taxas mais elevadas de
resisténcia as penicilinas, cefalosporinas de primeira e segunda geragao (espectro estreito) e
macrolideos. Actualmente a crescente resisténcia a trimetoprim e sulfametoxazol, assim
como quinolonas (primeira geragao) tem vindo a aumentar (Carvalho, 2010).

Gu e colaboradores (2008) encontraram elevados niveis de resisténcia a antibioticos
em Enterobacteriaceae, nomeadamente ampicilina, sulfametoxazol/ trimetoprim, tetraciclina e
cloranfenicol em amostras clinicas (Gu et al., 2008).

Nos estudos feitos, as enterobactérias Pantoea, Buttiauxella e Klebsiella apresentam
resisténcia a amoxicilina, acido nalidixico, trimetoprim, e cloranfenicol, no entanto as
amostras provem de sistemas de aquacultura.

Pouca informagao ha sobre a resisténcia a Acetobacter sp e Achromobacter sp. mas
podemos ver que o controlo dos antibidticos administrados aos peixes na Europa é restrito,

como se reflecte na resisténcia encontrada em geral.
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Tabela 8: Antibiograma efectuado pelo método de Kirby-Bauer das bactérias identificadas por sequenciagio.

Resultado (mm)
e ........l...
12 R 24 S 25 S 20 S 22 S 20

Pantoea sp. n° | S
Pantoea sp. n° 2 13 R 26 S 26 S 24 S 30 S 30 S
Vibrio sp. n° 3 12 R 30 S 30 S 36 S 17 S 30 S
Pantoea sp. n° 4 17 S I R 24 S 22 S 30 S 20 S
Pseudomonas sp. n° 5 26 S 0 R 34 S 28 S I5 1 26 S
Buttiauxella sp. n° 6 l6 1 26 S 26 S 25 S 20 S 30 S
Erwinia sp. n® 7 2 R I5 1 23 S 13 I 0 R 16 S
Aeromonas sp. n° 8 0 R 40 S 32 S 34 S Il I 26 S
Klebsiella sp. n® 9 20 S 15 1 30 S 30 S 32 S 40 S

A. encheleia n°10 0 R 40 S 32 S 34 S 20 S 30 S
Aeromonas sp. n° | | 0 R 37 § 3l S 34 S 1 28 S
Aeromonas sp. n° 12 20 S 0 R 3l S 36 S 23 S 32 S
Aeromonas sp. n° |3 0 R 30 S 30 S 32z S 20 S 28 S
Aeromonas sp. n° 14 0 R 38 S 29 S 34 S 23 S 30 S
Buttiauxella sp. n® 15 0 R 30 S 26 S 32 S 28 S 38 S
Klebsiella sp. n° 16 0 R 10 R 26 S 16 I 0 R 20 S
Aeromonas sp. n° 17 0 R 38 S 30 S 38 S 32 S 32 S
Aeromonas sp. n° |8 0 R 34 S 30 S 32 S 22 S 32 S
Aeromonas sp. n° 19 0 R 36 S 32 S 38 S 28 S 32 S
Aeromonas sp. n° 20 0 R 38 S 32 S 34 S 25 S 32 S

A. salmonicida n® 21 0 R 34 S 30 S 32z S 13 1 30 S

A. salmonicida n° 22 0 R 36 S 32 S 30 S 25 S 32 S

A. salmonicida n°23 0 R 46 S 34 S 24 S 24 S 24 S
Stenotrophomonas sp. n° 24 0 R 24 S 17 S 2 R 0 R 36 S
Stenotrophomonas sp. n° 25 0 R 24 S 22 S 16 I 0 R 40 S
Pseudomonas sp. n° 26 0 R 10 R 23 S 0 R 0 R 0 R
Pseudomonas sp. n° 27 6 1 32 S 34 S 23 S 17 S 36 S
Pseudomonas sp. n° 28 9 R 19 S 29 S 24 S 0 R 22 S
Stenotrophomonas sp. n° 29 0 R 18 1 32 S 18 S 0 R 30 S
Stenotrophomonas sp. n° 30 0 R 23 S I8 S 15 I 0 R 36 S
Stenotrophomonas sp. n° 31 0 R 23 § 22 S 15 I 0 R 36 S
Stenotrophomonas sp. n° 32 0 R 27 S 20 S 16 I 0 R 30 S
Stenotrophomonas sp. n° 33 0 R 27 S 20 S 15 I 0 R 28 S
Stenotrophomonas sp. n° 34 0 R 22 S 24 S 19 S 0 R 26 S
Pseudomonas sp. n°35 0 R 10 R 22 S 12 R 0 R 0 R
Acetobacter sp. n° 36 0 R 30 S 26 S 30 S 0 R 40 S
Stenotrophomonas sp. n° 37 0 R 24 S 30 S 30 S 0 R 40 S
Achromobacter sp. n® 38 21 S 2 S 40 S 30 S 0 R 46 S
Acetobacter sp. n® 39 0 R 32 S 30 S 34 S 0 R 36 S
Stenotrophomonas sp. n° 40 0 R 24 S 2] S 30 S 0 R 36 S
Pseudomonas sp. n° 41 0 R 10 R 24 S 28680 S 0 R 0 R
Achromobacter sp. n® 42 0 R 20 S 28 S 30 S 0 R 40 S
Pseudomonas sp. n°® 43 28 S 28 S 34 S 26 S 0 R 28 S
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3.3. DETECCAO DAS B-LACTAMASES TEM E SHV

3.3.1. COMPARACAO DOS METODOS DE EXTRACCAO DE ADN BACTERIANO

A figura 5 evidencia o resultado do gel da comparagao dos métodos de extracgao de
ADN QIAmp DNA mini and Blood Mini kit e método de fervura respectivamente em relagao

ao multiplex TEM e SHV.

Fig. 5: Gel de prova do produto multiplex amplificado que compara os dois métodos de extracgio de ADN.

MM — 1.000 pb; I, 1.1 — Klebsiella n® 16; 2, 2.2 — Aeromonas encheleia n°® 10; 3, 3.3 — Aeromonas sp. n°1 |; 4, 4.4 —

Aeromonas sp. n° 14; 5, 5.5 — Aeromonas sp. n° 12; 6, 6.6 — Pantoea n° 2; 7, 7.7 — Aeromonas sp. n° 17 ¢ 8, 8.8 —
Aeromonas sp. n° |9. +, controlo positivo e -, negativo.

O método da Qiagen utilizado purifica o ADN das amostras para posterior PCR.
Este protocolo tem sido usado com sucesso em Escherichia coli, Bacillus subtilis, Bordetella
pertussis, Borrelia burgdorferi e Legionella pneumophila.

Em relagao aos resultados apresentados, num total, houve uma melhoria significativa
nas amostras, em comparagao com método de fervura utilizado.

As amostras |, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 extraidas com o kit, e comparando estas com as
restantes |.1, 2.2, 3.3, 4.4, 5.5, 6.6, 7.7 e 8.8, conseguem-se visualizar melhor os amplicoes

com menos arrastamento no g6|
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3.3.2. VISUALIZAGAO EM GEL DOS AMPLICOES DAS B-LACTAMASES: TEM E SHV

Das 37 bactérias resistentes a amoxicilina, || delas, apos terem sido guardadas a -20
°C em meio LB com 15% de glicerol (v/v), nio cresceram apos descongelagao e cultivo.

Foi feito o PCR multiplex com os primers para os genes gene bla;g (716 pb) e blag,,
(471 pb) nas restantes.

Os resultados do PCR com o ADN extraido pelo método da ebuligaio nao eram
satisfatorios. A resisténcia a amoxicilina é frequentemente associada a beta-lactamases do
tipo TEM. Foi colocada a hipétese de haver inibicao do PCR, purificando-se o ADN em vez
de se usar o conteudo celular. Para isso usou-se o kit de extraccao de ADN QIAmp DNA mini
and Blood Mini kit. Os resultados do PCR encontram-se na fig. 4. Os amplicoes apresentaram
os tamanhos esperados. Podemos afirmar que 24 bactérias resistentes a amoxicilina,
nomeadamente, 9 Aeromonas sp. (n° 8, |1, 14, 17, 18, 19, 21, 22 e 23), 9 Stenotrophomonas
sp. (n° 24, 25, 29, 30, 31, 32, 34, 37 e 40), 2 Pseudomonas sp. (n° 28 e 35), | Pantoea sp. (n°
2), | Klebsiella sp. (n® 16), | Acetobacter sp. (n° 36) e | Achromobacter sp. (n° 42), apresentam
o amplicao referente ao gene bla,, € nenhuma apresenta amplicao para o gene blay,,, para a
resisténcia ao antibiético -lactamico.

Na imagem que se segue, estd um exemplo de um gel de algumas amostras que
apresentam apenas o gene blay, para a resisténcia ao antibiotico B-lactamico associado ao

respectivo numero da tabela 7.

Fig. 6: Gel de prova dos produtos amplificado do PCR multiplex para os genes TEM e SHV.
| — Aeromonas salmonicida n°21; 2 - Aeromonas salmonicida n°22; 3 — Pseudomonas sp. n°35; 4 —
Acetobacter sp., n°36; 5 — Stenotrophomonas sp., n°24; 6 - Stenotrophomonas sp., n°37; 7 -
Stenotrophomonas sp., n°40; 8 — Stenotrophomonas sp., n°25; 9 — Pseudomonas sp., n°28; 10 -
Aeromonas salmonicida, n°23; | | — Achromobacter sp., n°42; 12 - Stenotrophomonas sp., n°30; 13 -
Stenotrophomonas sp. n°31. |4 — Controlo positivo; |5 — Controlo negativo.

Chikwendu e Okpokwasili (2011) detectaram em Pseudomonas sp. genes blag,, e
bla;y, (Chikwendu, Ibe and Okpokwasili, 2011). Os genes blag,, e bla;y sao os mais
identificados em Enterobacteriaceae (Colom, Pe and Larin, 2003). Também os genes blag,, e

bla;g, foram reportados em Stenotrophomonas sp. (Furushita et al., 2005).
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O mecanismo mais comum de resisténcia a [-lactimicos entre Aeromonas sp. é a
producao de P-lactamases codificadas pelo cromossoma, como sugere Carvalho. Foram
identificados outros genes cromossémicos bla, como bla,g ;, numa amostra clinica de A
hydrophila. Também blag, intimamente relacionado com blag,., numa A. caviae clinica. E o
plasmideo codificado com genes blagy,, numa A. cavicge e também uma estirpe de A
hydrophila com os genes bla;g.,, ambos recolhidos em amostras clinicas.

Recentemente um novo gene bla,,, foi identificado numa estirpe de A
allosaccharophila. E um gene TEM-1 de A. Cavige clinica, também com um plasmideo
conjugativo. Além disso, genes blag,, e bla;y, tém sido detectados em Aeromonas sp. a partir
de diversas fontes, nomeadamente estuarios e amostras clinicas, em elementos genéticos

moveis (Carvalho, 2010).

3.4. ENSAIO DE CONJUGACAO

3.4.1. IDENTIFICACAO PELO MICROMETODO API NE20

O teste APl NE 20 foi realizado em Aeromonas sp., n° 8 da tabela 7, proveniente de
meio AMB com suplemento de ampicilina com o resultado ‘intermédio’ na classificagao da
susceptibilidade ao antibiético trimetoprim e resisténcia a amoxicilina.

Como podemos ver na figura 2, a reaccao de redugao de nitratos a nitritos foi
positiva, visivel pela cor vermelha, pela permanéncia da cor, vemos que a redugao de
nitratos a azoto, foi negativa. Houve formagao de indol a partir do L-triptofano, pela
formacao de cor rosa. A amarelo, no pogo trés, podemos ver que a bactéria fermenta a
glucose. De seguida, podemos observar o resultado positivo rosa para a presenga da enzima
arginina DiHidrolase. E a auséncia da enzima urease, pela cor amarelo. A preto, podemos
observar a hidrdlise da esculina, pela enzima [-glucosidase. E de seguida, a difusao do
pigmento preto observado foi pela hidrdlise da gelatina pela protease. A amarelo, podemos
observar a hidrolise da esculina pela enzima -galactosidase. E de seguida, os pogos em que
se vé as linhas turvas, nomeadamente GLU, ARA, MNE, MAN, NAG, MAL, GNT, CAP, MLT
e CIT, sao positivos para assimilagio de glucose, arabinose, manose, manitol, N-acetil-
Glucosamina, maltose, potassio gluconato, acido caprato, malato e citrato de trisodio,
respectivamente. Associado ao teste anteriormente feito e positivo para oxidase, da um

resultado de 90% de identificagao para Aeromonas hydrophilal/caviea.
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Fig. 7: Resultado do teste APl NE 20 para Aeromonas n°8

3.4.2. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MiNIMA INIBITORIA POR E-TESTE

.....

concentragao minima dos antibioticos que inibiam a Aeromonas sp n°8., para adicionar ao
meio de cultura para o ensaio da conjugacao. Esta bactéria foi escolhida por apresentar
resisténcia possivel de ser transferida, segundo o valor do halo de inibicao de trimetoprim
mais baixo (I Imm) e de amoxicilina (Omm).

O resultado do E-teste para o trimetoprim foi 4 mg/L, como mostra na figura 3. E o
resultado para a ampicilina foi de 25 mg/L.

A ampicilina e a amoxicilina apresentam o mesmo mecanismo de ac¢ao perante as

Gram-negativas. A amoxicilina € um analogo da ampicilina (Livermore and Williams, 1996)

trlmetoprlm determinada pelo E-teste para o isolado
Aeromonas hydrophila/caviea
Comparando, os resultados por ambos os testes, vemos que a resisténcia
apresentada pelo halo de inibicao (0 mm) vai de encontro com o E-teste. No entanto, o E-
teste da-nos um resultado quantitativo, ou seja a partir de 25 mg/L de ampicilina é que ha
inibicao do crescimento de Aeromonas sp., ao contrario do resultado dado pela visualizagao

do disco que apenas nos diz que a bactéria é resistente a amoxicilina.
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3.4.3. VISUALIZAGCAO EM GEL DO PLASMIDEO

Dos métodos testados, apenas o método de Birnoboim e Doly adaptado é que
apresentou resultados positivos, como podemos ver na imagem que se segue. A amostra foi
sujeita ao crescimento com e sem disco de antibidtico para ver se o plasmideo era
expressado ou nao. A adigao de antibidtico nao alterou a sua expressao.

Nao foi possivel quantificar com exactidaio o tamanho do amplicao, mas pode-se

afirmar que apresenta um tamanho acima dos 10.000 pb.

10.000 pb 10.000 pb

Fig. 9: Gel de prova da presenca de plasmideo em Aeromonas sp. do meio AMB com
suplemento de ampicilina isolada de um robalo.
| — amostra proveniente de meio com trimetoprim; 2 — amostra proveniente de meio sem
antibiotico.

De acordo com Carvalho (2010), foram encontrados diferentes plasmideos em
Aeromonas sp. (Carvalho, 2010). O seu tamanho pode variar entre 300 pb e 2.400 kb
(Aarestrup, 2006). Contudo observa-se que o plasmideo extraido de Aeromonas sp. n° 8 tem
um tamanho superior a |kb.

Plasmideos com resisténcia a ampicilina e tetraciclina (Son et al, 1997) e com
resisténcia ao acido nalidixico (Majumdar et al, 201 1) e genes de resisténcia em plasmideos
R em Aeromonas salmonicida e Aeromonas hydrophila foram encontrados em Inglaterra, Japao,

Franga e Irlanda (Serum, 2006). Também plasmideos encontrados em Enterobacteriaceae com

B-lactamases AmpC parecem derivar de Aeromonas sp. (Carvalho, 2010).
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3.4.4. CONJUGAGAO

Os ensaios de conjugagao de A. hydrophila/caviea n°8 com a célula receptora E. coli J53
nao mostraram a obtenc¢ao de transconjugantes. Este resultado sugere que o plasmideo nao
€ conjugativo, contudo nao é rejeitada a possibilidade dos determinantes e resisténcia a
amoxicilina e trimetoprim se encontrarem no plasmideo. Num estudo, na truta arco iris, foi
evidenciada a conjugacdo com plasmideos portadores de resisténcia a oxitetraciclina,
sulfonamidas, trimetoprim e estreptomicina (Serum, 2006). Também Picao e colaboradores
(2008) testaram, com sucesso, a transferéncia de plasmideos com 70 kb com resisténcia
através de conjugacao de uma Aeromonas media para uma Escherichia coli |53 (Picao et dl.,

2008).
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CariTuLo IV

4. CONCLUSOES

Dos resultados deste estudo retiram-se as seguintes conclusoes:

A maioria das bactérias Gram-negativo (72%) isoladas dos robalos e douradas de
Portugal, Grécia e Espanha apresenta susceptibilidade a amoxicilina, acido nalidixico,
cloranfenicol, tetraciclina, trimetoprim e trimetoprim/ sulfametoxazol.

e Das |5] bactérias isoladas, apenas 43 bactérias (28%) apresentam resisténcia.
Dessa resisténcia, concluimos que 86% pertence a amoxicilina, seguido de 58% de
resisténcia ao trimetoprim, 23% ao acido nalidixico, 21% ao cloranfenicol, apenas 7% de
resisténcia ao sulfametoxazol/ trimetoprim e apresentam susceptibilidade a tetraciclina.

e Esta resisténcia observou-se em 30% de Aeromonas sp, 23% em
Stenotrophomonas sp., 19% em Enterobactérias (Pantoea sp., Buttiauxella sp, Klebsiella sp. e
Erwinia sp.) 16% em Pseudomonas sp., 5% em Acetobacter sp. e 5% em Achromobacter sp. e

2% em Vibrio sp.

e Dos oito robalos estudados foram isoladas 25 bactérias resistentes e das seis

douradas foram isoladas 18.

Podemos concluir que os robalos e douradas de aquacultura oriundos de Portugal,
Grécia e Espanha disponiveis ao consumidor final ndao apresentam bactérias com elevada
taxa de resisténcia aos antibiéticos. Para isso podera contribuir o controlo mais estrito da
administragao de antibioticos em producgao animal nos paises da EU, e o cumprimento da
legislagao.

No entanto, é de salientar a importincia da monitorizagio dos antibidticos
administrados aos animais de consumo assim como estudos continuados da avaliacao da
resisténcia por parte de bactérias patogénicas e da possivel transferéncia da resisténcia para

outras bactérias.
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5. ANEXOS

CariTuLo VII

Tabela 9: Ocorréncia e concentragoes médias de residuos dos principais antibiéticos veterinarios em
diferentes matrizes ambientais. Adaptado de Regitano and Leal, 2010.

Ph logi e L. Medi .
armacologic Antibiotic € |um. Matrix Local
group concentration

Amoxicillin
B-lactam - —
Piperacillin

. Ciprofloxacin
Fluoroquinolones

Enrofloxacin

Azithromycin
Clarithromycin

Clindamycin
Macrolides Erythromycin
Roxithromycin

Tylosin

Lincomycin

Sulfonamides Trimetoprim

Sulfamethoxazole

Sulfadimetoxin
Sulfonamides

Sulfametazin

Sulfathiazole

Sulfadiazine

Chlortetracycline

Tetracyclines

Oxytetracycline

< 10 ng/L
Until 15 ng/L
0,28 pg/Kg
5 ng/L
2,8 mg/Kg
Until |3ng/L
Until 20ng/L
Until 30ng/L
Until 300ng/L
Until 1.70 pg /L
Until 30ng/L
90ng/L
8.5 pg/Kg
21.1 pg/L
Until 7 ng/L
Until 0.20 pg/L
Until 17mg/Kg
0.5 pg/Kg
Until 98 ng/L
0.22 pg/L
1.02 pg/L
0.47 pg/L
0.06-15 pg/L
390 pg/Kg
0.22 pg/L
0.16 pg/L
2 ug/Kg
1.2mg/Kg
0.08 pg/Kg
5Img/Kg
91mg/Kg
0.15 pg/L
4.6 — 7.3 pg/Kg
Until 46 mg/Kg
0.07 — 1.34 pg/L
71.7 pg/L
27 ug/Kg
Until 29 mg/Kg

Surface water
Surface water
Animal droppings
Surface water
chicken droppings
Surface water
Surface water
Surface water
Surface water
Surface water
Surface water
Surface water
Soil
Surface water
Surface water
Surface water
Chicken droppings
Soll
Surface water
Ground water
Surface water
Ground water
Surface water
Bovine droppings
Surface water
Ground water
Soil
Maize
Surface water
Chicken droppings
Turkey droppings
Surface water
Soil
Swine droppings
Surface water
Runoff
Soil

Swine droppings

Northwest Germany
Northwest Germany
United Kingdom
Northwest Germany
Austria
Northwest Germany
Northwest Germany
Northwest Germany
Northwest Germany
Germany
Northwest Germany
Northwest Germany
United Kingdom
United Kingdom
Northwest Germany
Germany
Austria
United Kingdom
Northwest Germany
EUA
EUA
Germany
EUA
Italy
EUA
Germany
Germany
EUA
EUA
Austria

EUA
North Germany
Austria
EUA
England
Northwest Germany

Austria
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