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Resumo

Introducdo: As bactérias Gram-negativas resistentes aos agentes antimicrobianos estéo
comumente associadas a infec¢des invasivas, constituindo um problema de satde publica com
maior peso nos paises de baixa e média renda como Mocgambique. A resisténcia antimicrobiana
pode ser transmitida através de varias fontes incluindo humanos, animais e ambiente, havendo

necessidade de pesquisas no contexto de saude Unica.

Objectivo: O presente estudo teve como objectivo caracterizar o perfil de susceptibilidade e os
determinantes de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos em bactérias Gram-negativas isoladas

de fontes animais e humana na cidade de Maputo de Abril a Junho de 2023.

Metodologia: Trata-se de um estudo transversal descritivo e prospectivo realizado entre Abril e
Junho de 2023, através da colheita de isolados em placas de hemocultura obtidos de pacientes com
suspeita de sepse provenientes do Laboratério de Microbiologia do Hospital Central de Maputo e
amostras de animais (carne bovina, carcaca e fezes de frango) abatidos e vendidos no Matadouro
e Mercado Fajardo na cidade de Maputo. A identificacdo preliminar de bactérias Gram-negativas
foi feita através de meios de cultura (agar MacConkey, Cetrimida, Citrato de Simmons, Hicrome
Klebsiella, Coliform Selective, caldo Luria Bertani e agar Mueller-Hinton) e testes bioquimicos
(teste de oxidase e API 20E), seguida do teste de susceptibilidade antimicrobiana que incluiu 15
antibidticos de diferentes classes usando o método de disco-difusdo de Kirby-bauer.
Posteriormente, fez-se a confirmagdo molecular dos genes uidA (623pb) para E. coli e gene PaLif
(504pb) para P. aeruginosa, através da Reaccdo em Cadeia de Polimerase, incluindo a deteccao
dos determinantes de resisténcia aos antibiéticos B-lactamicos, blactx-m (593pb), blatem (431pb)
e blasnv (214pb).

Resultados: No presente estudo, incluiu-se um total de 184 amostras, sendo 22 placas de
hemocultura, 54 amostras de carne bovina, 54 amostras de carcaca de frangos, 29 amostras de
fezes de frango e 25 isolados foram caracterizadas como outras BGN. Os pacientes com suspeita
de sepses causadas por bactérias Gram-negativas admitidos no Hospital Central de Maputo, eram
predominantemente, do sexo feminino (63%), com idade superior a 18 anos, seguidos de neonatos,
provenientes dos Departamentos de Medicina e Pediatria. As espécies de E. coli (33,7%), K.

pneumoniae (28,8) e P. aeruginosa (23,9%) foram comuns em amostras de fontes humanas e

Vi



animais. Contudo, os isolados de ambas as fontes apresentaram altas frequéncias de resisténcia aos
antibidticos usados como 1?2 linha para o tratamento de infec¢bes variando de 79% a 100%,
principalmente em humanos (cefalosporinas, penicilinas, fluoroquinolonas, aminoglicosideos,
sulfonamidas e tetraciclinas) e a sensibilidade foi observada para os antibioticos carbapenémicos
(imipenem, meropenem e ertapenem) variando de 73,3% a 100%. A coexisténcia dos genes de
resisténcia blactx-m e blatem foi detectada principalmente em isolados de E. coli e blatem € blasny

em isolados de K. pneumoniae neste estudo.

Concluséo: As espécies de bactérias Gram-negativas, principalmente, E. coli, K. pneumoniae e P.
aeruginosa isolados de placas de hemocultura, carne de gado bovino e frangos apresentaram altas
frequéncias de resisténcia aos antibidticos da primeira linha para o tratamento de infecgdes
humanas contendo mecanismos de resisténcia aos p-lactamicos de amplo espectro (blacTx-m,
blatem e blasnv). H& necessidade de gestdo e uso adequado de antimicrobianos na medicina
humana e veterinaria, e vigilancia continua de resisténcia antimicrobiana atraves da caracterizacao

fenotipica e molecular dos isolados no contexto de salde Unica.

Palavras-chave: Bactérias Gram-negativas, perfil de susceptibilidade, genes de resisténcia,

antibioticos B-lactdmicos, fontes humanas e animais, cidade de Maputo.
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Abstract

Introduction: Gram-negative bacteria isolates resistant to antimicrobials agents are communly
associated with invasive infections and are a major public health concern with high burden in low-
and middle-income countries such as Mozambique. Antimicrobial resistance can be transmitted
through various sources, including humans, animals and environment, and there is a need for

research in the context of One Health.

Objectives: This study aimed to characterise the susceptibility profile and resistance determinants
to B-lactam antibiotics in Gram-negative bacteria isolates from animal and human sources in
Maputo City from April to June 2023.

Metodology: This is a descriptive and prospective transversal study conducted between April and
June 2023, through the collection of isolates in blood culture plates from patients with suspicion
of sepsis from Hospital Central of Maputo and animal samples (beef, chicken carcass and feces)
slaughtered and sold in Slaughterhouse and Fajardo Market in Maputo city. The preliminary
identification of Gram-negative bacteria was conducted using culture medium (MacConkey agatr,
Cetrimide, Simmons Citrate, Hicrome Klebsiella, Coliform Selective, Luria Bertani broth and
Mueller-Hinton agar) and biochemical tests (oxidase test and APl 20E), followed by an
antimicrobial susceptibility test that included 15 antibiotics of different classes through the Kirby-
Bauer disc diffusion method. Subsequently, molecular confirmation of the uidA genes (623pb) for
E. coli and the PaLif gene (504pb) for P. aeruginosa was accomplished using the Polymerase
Chain Reaction, including the detection of the following B-lactam antimicrobial resistance
determinants, blactx-m (593pb), blatem (431pb) and blasqy (214pb).

Results: In this study, a total of 184 samples (humans and animals), of which 22 were blood culture
plates, 54 were beef samples, 54 were chicken carcass samples, 29 were chicken feces samples
and 25 isolates were characterized as other BGN. The patients with suspected sepsis caused by
Gram-negative bacteria admitted to Hospital Central of Maputo were mostly female (63%), aged
over 18, followed by neonates and from the Department of Medicine and Paediatric. The species
of E. coli (33,7%), K. pneumoniae (28,8%) and P. aeruginosa (23,9%) were common in human
and animal sources. However, the isolates from both sources showed high frequency rate of

resistance to antibiotics used as first-line for the treatment of infections ranging from 79% to 100%,



mainly in  humans (cephalosporins, penicillins, fluoroquinolones, aminoglycosides,
sulphonamides and tetracyclines) and the sensitivity was observed to the carbapenem antibiotics
(imipenem, meropenem and ertapenem) ranging from 73,3% to 100%. The coexistente of
resistance genes blactx-m and blarem are the main resistance mechanisms for E. coli isolates, and

the blatem and blaskv genes for K. pneumoniae isolates in this study.

Conclusion: Gram-negative bacterial species, mainly E. coli, K. pneumoniae and P. aeruginosa
isolated in the present study from human infections, beef and poultry were resistant to first-line
antibiotics for the treatment of human infections containing resistance mechanisms to broad-
spectrum B-lactams (blactx-m, blatem and blasnv). There is the need of appropriate antimicrobials
use and managent in human and veterinary medicine, and continuous surveillance of antimicrobial
resistance through the phenotypic and molecular characterisation of isolates in a one health

context.

Keywords: Gram-negative bacteria, susceptibility profile, resistance genes, p-lactam antibiotics,

human and animal sources, Maputo city.
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1. Motivagdo

Nas minhas praticas laboratoriais tenho observado um aumento de agentes microbianos, incluindo
bactérias resistentes aos antimicrobianos comumente utilizados em Mocgambique, sobretudo em
bactérias Gram-negativas. Adicionalmente, a literatura disponivel nos Gltimos anos tem mostrado
a tendéncia de aumento de prevaléncia de resisténcias no mundo. Actualmente a resisténcia
antimicrobiana esta entre as 10 maiores ameacas mundiais a satde publica, e se o problema de
resisténcias ndo for bem gerido, 4,1 milhes de pessoas poderdo morrer em Africa devido as
infeccGes multi-droga resistentes até 2050 (OMS, 2021). O maior peso das infec¢des bacterianas
multi-droga resistentes, regista-se em paises de baixa e média renda, contudo, em Mogambique ha
escassés de informacdo sobre a resisténcia antimicrobiana em animais, principalmente. Desta
forma, tive a motivacdo de desenvolver este projecto sobre resisténcias aos antimicrobianos B-
lactdmicos em bactérias Gram-negativas isoladas em amostras de animais e humanos na Cidade
de Maputo para compreender o perfil fenotipico e 0s respectivos mecanismos de resisténcia

antimicrobiana para a orientacdo do tratamento e controlo de infeccdes.



2. Objectivos
a) Geral

Caracterizar o perfil de susceptibilidade e os determinantes de resisténcia aos antibiéticos p-
lactdmicos em bactérias Gram-negativas isoladas em amostras de animais e humanos na
Cidade de Maputo de Abril a Junho de 2023.

b) Especificos

e Descrever as caracteristicas demogréaficas de pacientes com suspeita de sepses causadas
por bactérias Gram-negativas;

e Identificar as espécies bacterianas Gram-negativas em pacientes com suspeita de sepses,
no Hospital Central de Maputo;

e Identificar as espécies bacterianas isolados de amostras de carne de gado bovino, carcaca
e fezes de frango provenientes do Matadouro e Mercado Fajardo da cidade de Maputo;

e Determinar o perfil de susceptibilidade aos antibiéticos em isolados de Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa;

e Identificar os mecanismos de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos (blactx-m, blatem e
blasnv) em isolados de E. coli e K. pneumoniae;

e Comparar o perfil de susceptibilidade aos antibiticos em isolados de E. coli, K.
pneumoniae e P. aeruginosa provenientes de fontes humanas e animais (carne de gado

bovino, carcaca e fezes de frangos).



3. Contribuicao

A resisténcia aos antimicrobianos € considerada um problema de satde publica. Com o presente
estudo, pretende-se caracterizar o perfil de resisténcia de bactérias Gram-negativas provenientes
de fontes animais e humanas (abordagem de salde Unica) para contribuir na orientacdo da terapia
antimicrobiana e controlo das infec¢des invasivas no Hospital Central de Maputo. Adicionalmente,
o perfil fenotipico e molecular dos isolados de bactérias Gram-negativas obtidas de amostras de
carne de gado bovino, frango e das fezes de frango serd importante para o conhecimento dos
antibidticos que apresentam elevadas taxas de sensibilidade e resisténcias. Estes dados s&do
fundamentais para a orientacdo e monitorizacdo do uso de antibidticos na veterinaria,
principalmente como promotores de crescimento, profilaxia e tratamento de doencas em
Mocambique. As autoridades de satde humana e animal em Mogambique com base neste estudo
terdo dados para a orientacdo da gestdo antimicrobiana considerando a abordagem de satde Unica.

4. Problema

As infecgdes bacterianas multi-droga resistentes constituem um problema de Saude Publica devido
a sua associacdo com elevadas taxas de morbidade e mortalidade, prolongamento de doencas e
elevados custos de tratamento. Por outro lado, esses patdgenos podem disseminar-se entre
alimentos, animais, Homem e ambiente, havendo necessidade de continua vigilancia para o
controlo de infecgdes (Guenther et al., 2011; Subramanian et al., 2015; Dias et al., 2016; Bush,
2018).

A maioria das classes de antimicrobianos usados em humanos sdo também prescritas para animais
(peixes cultivados em sistemas de aquicultura, abelhas e animais de criacdo), incluindo classes de
antimicrobianos vitais para a medicina humana, como p-lactamicos de amplo espectro e
fluoroquinolonas, utilizados principalmente para fins terapéuticos, profilaticos e promotores de
desenvolvimento. O uso indiscriminado dos antimicrobianos na salde humana e veterinaria
aumenta a pressdo selectiva da resisténcia antimicrobiana e sua disseminacao (Meza et al., 2022).
Estima-se que o volume de antimicrobianos utilizados em animais em todo 0 mundo seja maior do
que em humanos (Meza et al.,, 2022), mostrando a necessidade de estudos de resisténcia

antimicrobiana que incluem as fontes animais.



Estudos de vigilancia de resisténcia antimicrobiana considerando a abordagem de saude Unica
ainda sdo escassos em Mocambique. Todavia, um estudo realizado por Matsimbe et al. (2021),
examinou a susceptibilidade de 24 isolados de uma espécie de bacteria Gram-negativa,
Campylobacter spp. provenientes de carcacas de frangos de carne comercializadas em
supermercados, mercados informais e num matadouro em Maputo, Mocambique, tendo testado 13
antibidticos e constataram a resisténcia dos isolados a pelo menos seis antibidticos em quatro

classes.

Adicionalmente, estudos de resisténcia incluindo a caracterizacdo fenotipica e molecular de
frangos congelados importados e produzidos em Mogambique, de Faife et al. (2020), mostrou que
em 198 amostras colhidas, 27 (13,6%) isolados foram positivos para p-lactamase de amplo
espectro (ESBL), 15 de esfregacos de carcaca e 12 do descongelamento liquido de 22 frangos com
19, 5 e 3 isolados de frangos sul-africanos, mogambicanos e brasileiros, respectivamente. E 0s
isolados apresentaram a seguinte resisténcia: ampicilina 100%, ceftriaxona 89%, trimetoprim-
sulfametoxazol 78%, cefotaxima 74%, ciprofloxacina 70%, ceftazidima 67%, cefoxitina 22% e
gentamicina 8%. O gene ESBL predominante foi o blasnv (85%), seguido do blacTtx-m (62,9%) e
blatem (44,4%), enquanto blamox e blapHa foram os genes pAmpC mais comuns, com 33,3%. O
gene de resisténcia as fluoroquinolonas mediado por plasmideo predominante foi 0 gqepA (22,2%)
(Faife et al., 2020). Este estudo concluiu que a populacdo mogambicana estd exposta a um
reservatdrio de genes de resisténcia a B-lactamicos e fluoroquinolonas mediados por plasmideos
e, por conseguinte, a genes moveis, através de aves de capoeira importadas e, em menor grau,
produzidas localmente, evidenciando a necessidade de continua vigilancia de resisténcias em

fontes animais (Faife et al., 2020).

Um estudo realizado por Mahaluca et al. (2019) no Hospital Central de Maputo, observou que no
Departamento de Pediatria, as Enterobacteriaceae foram responsaveis por 37,8% (48/127) de
todas as infecgOes, com maior frequencia de Klebsiella pneumoniae (43%), e nos adultos, as
Enterobacteriaceae representaram 51,9% (27/52) de todas as infec¢Ges, sendo as principais causas
bactérias as Gram-negativas: Klebsiella spp. (26%), Escherichia coli (22%) e Klebsiella oxytoca
(19%).

Apesar da existéncia de alguns estudos, regista-se ainda uma fraca vigilancia de infeccGes

bacterianas incluindo a resisténcia antimicrobiana, apesar destas bactérias Gram-negativas multi-



droga resistentes (MDR) estarem a ser cada vez mais relatadas em muitas regides do mundo,
inclusive em Mocambique, como causadoras de infec¢Bes invasivas, como infeccdo do trato
urinario, pneumonia, sepses e meningite (Sigauque et al., 2009; Sumbana, 2019). De forma
alarmante, as Klebsiella spp. surgiram em todo o0 mundo como agentes patogénicos multi-droga
resistentes, devido a uma escala excessiva de utilizacdo e utilizacdo incorrecta de antibidticos, o
que potencia o desenvolvimento e a propagacdo de genes de resisténcia antimicrobiana e de
estirpes MDR (Sumbana et al., 2023). As infecgdes causadas por estas estirpes, particularmente as
que produzem B-lactamases de amplo espectro que conferem resisténcia as cefalosporinas e aos
monobactamicos de terceira geracao, e/ou carbapenemases que resultam em resisténcia a todos 0s
B-lactamicos, incluindo os carbapenémicos, apresentam desafios significativos em termos de
tratamento, pois estas infeccdes podem conduzir a doencas graves ou mesmo a morte,
especialmente em individuos com sistemas imunitarios enfraquecidos, representando uma
preocupacao significativa em termos de salde publica mundial e estdo entre as principais causas

de infeccBes hospitalares (Sumbana et al., 2023).

Por outro lado, a falta de actualizagdo de algoritmos do tratamento de infeccOes bacterianas
favorece o uso indiscriminado de antibidticos, e por conseguinte emergéncia e disseminacdo de
resisténcias (Nhatave et al., 2019). Por este motivo, as bactérias resistentes aos antimicrobianos
tém sido reportadas na cidade de Maputo em isolados clinicos, individuos saudaveis e alimentos,
0 que evidencia a necessidade duma vigilancia considerando diversas fontes (animal, humana e
ambiental) (Chirindze et al., 2018; Nhatave et al., 2019; Faife et al., 2020; Salamandane et al.,
2021; Santona et al., 2022).

5. Questéo de pesquisa

Estudos de vigilancia de resisténcia antimicrobiana considerando abordagem de saude Unica séo
escassos em Mocambique, dificultando a tomada de decisdo sobre a gestao de antimicrobianos nas
medicina humana e animal. Deste modo, o presente estudo pretende responder a seguinte questao

cientifica;

Qual é o perfil de susceptibilidade e quais s&o 0os mecanismos de resisténcia aos antibioticos p-
lactdmicos de bactérias Gram-negativas isoladas de fontes animais (carne bovina, carcaca e fezes

de frango) e placas de hemocultura na cidade de Maputo entre Abril e Junho de 2023?



6. Revisao bibliografica
6.1. Caracteristicas gerais de bactérias Gram-negativas

As espécies da familia Enterobacteriaceae sdo um grupo heterogéneo de gamaproteobactérias,
em forma de bastonete recto e ndo esporulado, podem ser méveis ou ndo (por meio de flagelos
peritriquios), aerobias ou anaerdbias facultativas, oxidase-negativos, catalase-positivos, redutores
de nitrato a nitrito e fermentadores de glicose (Pires, 2011; Oliveiraetal., 2015; Lopez et al., 2019;
Oliveira & Reygaert, 2021).

Os microorganismos da familia Enterobacteriaceae, estdo amplamente distribuidos na
natureza, e podem ser encontrados em solo, &gua, vegetais, e muitas de suas espécies vivem no
intestino de humanos e animais, incluindo insectos, onde podem causar doencas entéricas ou
permanecer como microorganismos comensais (Faria Junior, 2014; Lopez et al., 2019). No
entanto, nem todos 0s generos ou espécies desta familia sdo patogénicas, apenas um pequeno grupo

de espécies sdo considerados patdgenos estritos (Lopez et al., 2019).

6.2. Espécies de bactérias Gram-negativas com importancia clinica

Os microorganismos tém grande importancia clinica, pois colocam em risco os doentes,
sobretudo aqueles que se encontram na unidade de terapia intensiva (UTI) (Oliveira e Reygaert,
2022). As espécies da familia Enterobacteriaceae incluindo Escherichia coli, Proteus spp.,
Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae, Citrobacter spp., Yersinia spp., Shigella spp. e
Salmonella spp. tém sido isolados em casos clinicos (Oliveira & Reygaert, 2021; Tilahun et al.,
2021). Estes agentes sdo comumente associados a infecgdes humanas e podem ser isolados de uma
grande variedade de amostras bioldgicas, e sdo considerados maiores causadores de infeccGes
hospitalares. Eles representam cerca de 80% dos isolados Gram-negativos que causam infeccdes
do trato urinario, pneumonia, diarréia, meningite, sepse, chogue endotdxico e muitos outros em
humanos (Pires, 2011; Faria Junior, 2014; Oliveira & Reygaert, 2021).

Os bacilos Gram-negativos ndo fermentadores tém uma frequéncia de isolamento menor
guando comparados com as Enterobacteriaceae, no entanto, sao um grupo relevante, uma vez que
causam infeccOes graves e fatais, especialmente no ambiente hospitalar e também causam doencas

oportunistas em pacientes em UTIs submetidos a procedimentos invasivos (Oliveira & Reygaert,



2021). Os principais microorganismos ndo fermentadores que causam doencas humanas sdo
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Burkholderia cepacia, Burkholderia

pseudomallei, Stenotrophomonas spp., Alcaligenes spp. e Moraxella spp.

As espécies pertencentes a familia Enterobacteriaceae (E. coli, Salmonella spp., Campylobacter
spp. e Yersinia enterocolitica) incluindo as bactérias Gram-positivas (Listeria monocytogenes e
Bacillus anthracis) sdo importantes agentes patogénicos transmitidos atraves do consumo de carne
aos humanos na transmissdo global de doencas zoondticas e na seguranca alimentar, sendo
significativa para a saude publica (Abebe et al., 2020), entretanto, este estudo, focou-se apenas em

trés espécies bacterianas, nomeadamente: E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa.

6.2.1. Escherichia coli

E um patogeno facultativo pertencente ao microbioma intestinal normal de humanos e animais
homeotérmicos (Kohler & Dobrindt, 2011; Sarowska et al., 2019), constituindo um potencial

reservatorio para esses agentes patogénicos (Oliveira et al., 2015; Lavagnoli et al., 2017).

E um agente disseminado no ambiente, que pode ser encontrado particularmente nas fezes,
sobretudo onde os cuidados de higiene e limpeza séo ineficientes (Ferjania et al., 2015). Contudo,
existem algumas estirpes que sdo extremamente virulentas e capazes de causar doencas graves ao
portador, como infec¢des do trato urinario, diarréia, problemas respiratorios e outras doencas
associadas ao consumo de alimentos ou agua contaminados com fezes (Ferjania et al., 2015; Bajpai
etal., 2019).

Ha relatos de estirpes de E. coli que colonizam o trato intestinal de frangos, carcaca e visceras, as
quais sdo transmitidas aos humanos através da alimentacdo, do contacto ou por contaminacao
cruzada nas linhas de processamento (Lerma et al., 2013; Ferjania et al., 2015). Ela faz parte da
microbiota entérica de aves e é 0 mais importante indicador de contaminacdao fecal, embora possa
ser introduzida nos alimentos a partir de fontes néo fecais (Brito & Coelho, 2021). Os genes ESBL

blactx-m, blatem € blasny tém sido identificados em E. coli em vérios paises (WHO, 2021).



6.2.2. Klebsiella pneumoniae

Sé&o bacilos imdveis, ndo esporulados e envolvidos por capsulas polissacaridicas, nas quais estdo
presentes diferentes antigenos que permitem a diferenciacdo do género em 77 sorotipos (Cabral,
2011; Sousa et al., 2019).

Existem pelo menos quatro espécies no género Klebsiella, que sdo K. pneumoniae, K. oxytoca, K.
terrigena e K. planticola (Al-Hassan et al., 2023). A K. pneumoniae e a K. oxytoca sdo 0s dois
agentes patogénicos humanos mais significativos em termos de gravidade e frequéncia da doenca,
todavia, a K. oxytoca tem sido isolada com uma frequéncia significativamente maior, embora
partilhe uma relacdo préxima com a K. pneumoniae, pode ser distinguida desta por ser indol-
positiva, e tem sido a espécie mais comum associada a infec¢des clinicas em pessoas (Al-Hassan
etal., 2023).

E um patdgeno oportunista e constitue o segundo patégeno Gram-negativo mais comum depois de
E. coli associado a um amplo espectro de infec¢des, como infeccdo do trato urinario, pneumonia,
infeccdo intra-abdominal, infeccdo da corrente sanguinea (ICS) e meningite (Siu et al., 2012).
Além disso, também foi identificado como agente causador de outras infeccdes menos comuns,
porém graves, como abscesso hepético e sindrome invasiva (Siu et al., 2012), artrite séptica ou

pustulose generalizada (Huang et al., 2013).

As espécies do género Klebsiella resistentes aos antimicrobianos constituem uma causa importante
de infecgBes nosocomiais e infecgOes invasivas adquiridas na comunidade (Wyres et al., 2019).
Espécies de Klebsiella tem causado surtos mundiais em humanos, especialmente devido aos genes
blakpc € blactx-m ESBL que tém sido reportados no mundo (Bialek-Davenet et al., 2014). Estirpes
de K. pneunomiae principalmente o produtor de blactx-m-15 € portador de todos os tipos de genes
de carbapenemases: blakec, blaoxa-ss-iike, blanom, blavim e blaime também ja foram reportados

como um problema de saude publica (Navon-Venezia et al., 2017).

6.2.3. Pseudomonas aeruginosa

E uma bactéria Gram-negativa omnipresente pertencente a familia Pseudomonadaceae e é um
grande patdgeno oportunista, responsavel por infeccbes nosocomiais, principal causa de

morbidade e mortalidade em individuos imunomprometidos e pacientes com fibrose cistica que



aumentam a importancia medica e veterinaria (Silby et al., 2011). Adicionalmente, é responsavel
por mais de 5% das exacerbacdes infecciosas em pacientes com doenca pulmonar obstrutiva

cronica (DPOC) e tem sido associada ao aumento de mortalidade desses pacientes (Murphy, 2009).

As Pseudomonas spp. tem um valor significativo na carne e no leite devido a sua capacidade de
produzir varias enzimas lipoliticas e proteoliticas e de desenvolver um biofilme que afecta a
qualidade dos alimentos, pois é um agente patogénico oportunista associado a deterioracdo da

carne e reduz o prazo de validade da carne e dos produtos a base de carne (Jawher e Hassan, 2023).

P. aeruginosa pode ser cultivada a partir de tecidos normais de animais saudaveis, incluindo o
trato alimentar, uretra, cavidade nasal, boca, amigdalas, vias aéreas superiores e conjuntiva
(Silverstein & Hopper, 2009). Exsudatos purulentos com odor de uva sdo caracteristicos, e é o
epitome de um patdgeno oportunista e raramente esta envolvido na doenca primaria (Silverstein
& Hopper, 2009).

P. aeruginosa é geralmente resistente a antibidticos devido as seguintes caracteristicas: abrigar
alta resisténcia intrinseca aos antibidticos devido a baixa permeabilidade de sua parede celular, a
extraordinaria capacidade de adquirir novos mecanismos de resisténcia, a capacidade de expressar
um amplo repertério de mecanismos de resisténcia e mutagdo em genes cromossomicos que
regulam genes de resisténcia (Silverstein & Hopper, 2009). Alguns isolados de P. aeruginosa,
tem a presenca de ESBLSs tipicos da familia Enterobacteriaceae, identificados como TEM, SHV e
CTX-M (Bae et al., 2014; Potron et al., 2015).

6.3. Mecanismos de resisténcia antimicrobiana

Os mecanismos de resisténcia tém sido identificados e descritos para todos os antimicrobianos

conhecidos e disponiveis para 0 uso humano e veterinario (Tortora et al., 2016).

O mecanismo de resisténcia esta relacionada com a penetracdo dos antibidticos p-lactdmicos na
célula bacteriana, pois, ela esta directamente relacionada com a parede celular, sendo que nas
bactérias Gram-negativas, a parede celular apresenta-se mais estratificada, sendo constituida por
camadas de lipopolissacarideos e fosfolipidos, onde se inserem poros constituidos por proteinas

(as porinas) sob as quais se encontra a camada de peptidoglicano, onde entre esta camada e a



membrana citoplasmatica confina-se o espaco periplasmico, e € no folheto externo da membrana

citoplasmatica que se localizam as PBPs (Penicilin Binding Proteins) (Dias, 2009).

A resisténcia antimicrobiana esta intimamente relacionada a sobrevivéncia dos microorganismos
e 0s principais mecanismos de resisténcia bacteriana sdo: redugédo da incorporagdo do antibiotico
por diminuicdo da permeabilidade e/ou por efluxo activo da droga, a alteracéo do alvo de ac¢éo
do antibidtico e a sintese de enzimas com capacidade de degradar o antibiotico tal como ilustrado
na figura 1 (Dias, 2016).

4

Figura 1. Mecanismos de resisténcia antimicrobiana.
Fonte: Levy & Marshall, (2004).

6.3.1. Alteracdo da permeabilidade

A permeabilidade da membrana celular externa, constituida de lipopolissacarideo, é uma
propriedade de bactérias Gram-negativas, que sdo intrisicamente mais impermeaveis a muitos
antibidticos por possuirem uma membrana externa, e a permeabilidade dessa membrana consiste
na presenca de proteinas transmembranares, como as porinas, que formam canais especificos para

a entrada de aminoacidos na célula bacteriana (Blair et al., 2015; Tortora et al., 2016).

As alteracdes de porinas podem ocorrer de trés formas: uma alteracdo no tipo de porina expressa,
uma mudanca na express&o de porinas e na sua funcéo (Silva et al., 2020). E por este canal das
porinas que as substancias podem passar para 0 espaco periplasmatico e chegar ao interior da
ceélula, assim as drogas conseguem atingir seu receptor na parede celular e exercer sua acc¢ao
bactericida (Tortora et al., 2016).
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6.3.2. Alteracdo do sitio de accéo

Este mecanismo impede a ocorréncia de qualquer efeito bacteriostatico ou bactericida devido a

falta de ligacdo ou interacdo farmaco-receptor (Tortora et al., 2016; Zhu et al., 2022).

A alteracdo do sitio de accdo ocorre em inimeras bactérias e para um grande nimero de
antibioticos (Tortora et al., 2016). A aquisi¢do de resisténcia pode envolver a transferéncia de
genes de resisténcia de outros microorganismos por alguma forma genética (conjugacéo,
transducdo ou transformacao) (Tortora et al., 2016). A alteracao sitio de accéo destes antibioticos
podem ocorrer devido as mutacdes pontuais nos genes que codificam para a proteina alvo e pela

substitui¢do ou desvio do alvo original (Munita et al., 2016).

As mutacdes pontuais podem originar uma diminuicdo da afinidade destas enzimas para com a
molécula de antibidtico e, consequentemente, a diminui¢do da eficacia destes antibioticos (Silva,
2017). Enquanto que, a substitui¢do do alvo consiste na capacidade da bactéria desenvolver novos
alvos dos antibi6ticos que realizam as mesmas funcBGes que o alvo original, mas que ndo sao

inibidas pelas moléculas de antibiético (Blair et al., 2014).

6.3.3. Bomba de efluxo

E transportador de membrana encontrado em todas as bactérias que desempenham fungdes como
manutencdo das concentracBes de soluto intracelular, eliminacdo de subprodutos toxicos do
metabolismo ou transporte de aminoacidos e nucleotideos, além da resisténcia aos antimicrobianos
(Silva et al., 2020).

As bombas de efluxo sdo proteinas transportadoras codificadas por genes localizados em
cromossomas ou em elementos genéticos moveis, como plasmideos, e alguns desses genes sao
expressos constitutivamente, e outros podem ser induzidos ou super-expressos dependendo de
factores ambientais ou da presenca de substrato especifico (Blair, 2014; Reygaert, 2018). A
resisténcia ocorre geralmente, devido a mutacfes que modificam o canal de transporte (Blair,
2014; Reygaert, 2018).

O envelope das BGN tem trés camadas principais: a membrana externa, a membrana interna e a
parede celular de peptidoglicano no espaco periplasmatico entre duas membranas, e todos os

transportadores de drogas sdo localizados na membrana interna (Silva et al., 2020).
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Através do bombeamento activo das drogas, as bactérias diminuem a concentracdo de
antimicrobianos no interior da célula, do meio intracelular para o extracelular e a bactéria passa a
produzir proteinas de membrana que funcionam como uma bomba, por exemplo, para as

tetraciclinas, bombeando activamente a tetraciclina para fora da bactéria (Tortora et al., 2016).

Existem dois subtipos de sistemas de bombeamento, um sistema que bombeia especificamente
tetraciclinas e, outro, o “multi-drug-pump” que bombeia de forma inespecifica véarias drogas (Dias,
2018). Estes mecanismos tém amplo espectro, porque expulsam substractos como
antimicrobianos, antissépticos e desinfectantes, que desempenham um papel importante na
resisténcia intrinseca e adquirida de varios microorganismos Gram-negativos, deste modo,
algumas bombas de efluxo actuam sobre drogas especificas (bombas de resisténcia especifica a
antimicrobianos), enquanto outras sdo activas contra varias drogas (bombas de resisténcia multipla

a antimicrobianos) (Dias, 2018).

6.3.4. Mecanismo enzimatico

E o principal mecanismo de resisténcia das bactérias Gram-negativas aos antibidticos p-
lactamicos, pois as enzimas designadas B-lactamases hidrolisam a ligacdo amida do anel B-
lactdmico destruindo o local onde os antimicrobianos p-lactamicos ligam-se as Proteina de Ligacdo
da penicilina (PBS) bacterianas causando o efeito antibacteriano (Munita et al., 2016; Silva, 2017).

Existem trés tipos principais de enzimas inactivadoras de drogas: hidrolase (principalmente f-
lactamase), enzima de passivacdo (enzima de inactivagdo de aminoglicosideos, cloranfenicol
acetil-transferase e eritromicina esterase) e enzima modificada (enzima modificadora de
aminoglicosideos) (zZhu et al., 2022). As enzimas codificadas pelos genes cromossdmicos e
plasmidiais podem direccionar e clivar as ligacdes quimicas vulneraveis hidroliticamente

susceptiveis em drogas (Zhu et al., 2022).

Os genes enziméticos de maior preocupacdo clinica abrigam amidases que cortam o anel -
lactamico das classes de drogas de penicilina e cefalosporina, incluindo blactx-m, blatem, blasty,
blaoxa, blacmv, blarox, blamox, blapna, blakec, blanowm, blavim, blamve, blaoxa e outros (Zhu et al.,
2022).
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6.3.5. Resisténcia antimicrobiana de bactérias Gram-negativas aos p-lactamicos

Os antibioticos p-lactamicos possuem enzimas capazes de hidrolisar antimicrobianos de diferentes
classes (4 classes de A a D), e de acordo com as diferengas em seus mecanismos cataliticos, podem
ser classificados em dois grupos: serina-f-lactamases (classes A, C e D) e metalo-p-lactamases
(classe B) (Bush & Jacoby, 2009; Livermore, 2012; Blair et al., 2015).

Este tipo de antibidticos apresenta um elemento estrutural farmacoférico em comum, o anel
azetidinona de quatro elementos ou anel B-lactamico (Silva et al., 2020). Actualmente os
antibioticos B-lactamicos estdo divididos em quatro classes principais em funcdo da estrutura
quimica apresentada: penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos (Silva et al.,
2020).

Os B-lactamicos sdo rotineiramente utilizados para o tratamento de infeccdes hospitalares, uma
vez que apresentam eficécia terapéutica e toxicidade selectiva, com estrutura quimica maleéavel e
versatil (Fernandes et al., 2013). No entanto, a sua utilizacdo frequente no decorrer dos anos
favoreceu o aumento de microorganismos portadores de genes codificadores de B-lactamases,
enzimas que hidrolisam o anel B-lactamico, fazendo o mesmo perder sua efectividade e, assim,
contribuindo para as falhas terapéuticas e disseminacdo da multi-droga resisténcia (Fernandes et
al., 2013).

Com base nas especificidades do substrato, a familia das p-lactamases é dividida em quatro grupos
funcionais: penicilinases, ESBLs, carbapenemases e cefalosporinases do tipo AmpC (Livermore,
2012).

6.3. Determinantes de resisténcia aos antibioticos p-lactamicos
6.4.1. p-lactamases de amplo expectro (ESBL)

As espécies da familia Enterobacteriaceae que contém p-lactamases de amplo espectro (ESBLS)
surgiram como patogenos significativos e resistentes a maltiplos agentes antimicrobianos e podem

ser dificeis de tratar, pois suas op¢Oes terapéuticas sdo poucas (Bradford, 2001).

Com base nas especificidades do substrato, a familia das 3-lactamases € dividida em quatro grupos

funcionais: penicilinases, ESBLs, carbapenemases e cefalosporinases do tipo AmpC (Livermore,
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2012). Destes, 0s ESBLs, que podem hidrolisar praticamente todas as penicilinas e cefalosporinas,
incluindo as cefalosporinas de espectro estendido, como cefotaxima ou ceftazidima, compreendem
0 maior e mais prevalente grupo de enzimas (Livermore, 2012). Muitos produtores de ESBL sé&o
multi-droga resistentes a antibioticos ndo-p-lactdmicos, incluindo fluoroquinolonas e
aminoglicosideos, trimetoprima, tetraciclinas, sulfonamidas e cloranfenicol, bem como
aminoglicosideos, e isso é frequentemente codificado pelos mesmos plasmideos que determinam
a ESBL (Livermore et al., 2007; Hijazi et al., 2016).

Mais de 200 tipos de ESBLs foram descritos em varias espécies da familia Enterobacteriaceae e
outros organismos ndo entéricos, incluindo Pseudomonas aeruginosa, esse organismo produz
variantes das B-lactamases TEM, SHV e CTX-M (Hijazi et al., 2016). As B-lactamases do tipo
TEM e SHV, produzidas principalmente por K. pneumoniae, facilmente se espalham por todo o
ambiente hospitalar, e as enzimas CTX-M, produzidas principalmente por E. coli, tornam-se

predominantes na comunidade (Hijazi et al., 2016).

Os genes blactx-m-15 580 encontrados principalmente em Enterobacteriaceae e foram recentemente
denominados “plasmideos de resisténcia responsaveis pelo surto” devido a sua capacidade de
adquirir genes de resisténcia e de transferir entre bactérias. A comunidade pode, assim, representar
um reservatério para ESBLs ndo detectados em isolados clinicos (Hijazi et al., 2016).

A industria avicola tem sido considerada um potencial reservatorio de bactérias Gram-negativas
produtoras de ESBL que podem ser adquiridas por humanos através do manuseio ou consumo de
carne contaminada (Faife et al., 2020). Desta forma, o presente estudo foca-se na deteccdo de
genes dos mecanismos de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos, nomeadamente: blacTx-m,

blatem e blasqv em amostras de origem humana e animal na cidade de Maputo.

6.4.2. B-lactamases mediados por plasmideos (AmpC)

As PB-lactamases codificadas em plasmideos sdo enzimas que conferem resisténcia as
cefalosporinas de terceira geragdo, como cefotaxima, ceftazidima e ceftriaxona, as cefamicinas,
como cefoxitina e cefotetan e aos inibidores das B-lactamases (Tolentino, 2009). Estas enzimas
sdo produzidas por genes de localizagdo cromossomica ou as B-lactamases tipo AmpC, que
possuem uma modificagdo estrutural nas 10 regifes adjacentes ao seu sitio activo, o que

provavelmente levou a ampliacdo de seu expectro de acgéo (Tolentino, 2009).
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As B-lactamases AmpC hidrolisam as penicilinas, as oximino-cefalosporinas, aztreonam (variavel)
e a cefoxitina e ndo sdo inibidas pelo acido clavulanico (Jacoby, 2009). Estas enzimas pertencem
aclasse C de Ambler e aos subgrupos funcionais 1 e 1e de Bush e Jacoby (Bush, 2013). No entanto,
as enzimas do subgrupole, designadas por AmpC de amplo espectro (ESAC), apresentam maior

actividade hidrolitica as cefalosporinas de terceira geracdo do que as do subgrupo 1 (Bush, 2013).

As B-lactamases AmpC sdo importantes cefalosporinases codificadas por genes cromossémicos
em algumas espécies de Enterobacteriaceae (Enterobacter spp., C. freundii, M. morganii, E. coli
e P. aeruginosa), no entanto, tém sido também muito descritas B-lactamases AmpC mediadas por
plasmideos (PMASP, Plasmid-Mediated AmpC p-Lactamases) em E. coli, Klebsiella spp.,
Salmonella spp. e P. mirabilis e as PMAP derivam de genes ampC cromossomicos de diferentes

espécies (Barbosa, 2013).

Os genes AmpC sdo derivados dos genes cromossémicos de varias espécies da familia
Enterobactericeae, e estdo normalmente localizados em integrons de classe | em plasmideos onde
também estdo genes que determinam a resisténcia para outras drogas como fluoroquinolonas,
sulfonamidas, aminoglicosideos e cloranfenicol, além de genes para a producdo ESBL tipo TEM,
SHV e CTX-M (Tolentino, 2009; Kimera et al., 2024). Devido a este ambiente genético, estes
genes se disseminam facilmente através de transmissdo horizontal, e estirpes produtoras de
pAmpC sdo normalmente multi-droga resistentes e encontram-se disseminadas ndo somente em

dentro do ambiente hospitalar, mas também na comunidade (Tolentino, 2009).

Para agravar este cenario, as mutagcdes que causam alteracfes nas sequéncias de aminoécidos,
consequentemente modificam a estrutura enzimatica, o que promove o surgimento de AmpC de
amplo espectro (ESAC) que é capaz de hidrolisar cefalosporinas de quarta geracdo e
carbapenémicos, e que ja foi detectada em rebanho bovino, sendo que, pequenas diferencas na
sequéncia de aminoacidos deram origem as familias e tipos de AmpC, sendo CMY?2 prevalente
em isolados oriundos de animais de companhia e de producdo em todos os continentes (Tolentino,
2009; Santiago et al., 2016).

A presenca de AmpC esta frequentemente associada a multiresisténcia, uma vez que genes de
resisténcia as mais variadas classes de antimicrobianos, por exemplo aminoglicosideos,

fluoroquinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas, além de genes codificadores de outras p-
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lactamases, podem estar presentes em um mesmo plasmideo (Tolentino, 2009; Santiago et al.,
2016).

A importancia clinica reside no facto de que isolados produtores deste tipo de B-lactamase
hidrolisam a maioria dos antimicrobianos B-lactdmicos, incluindo cefalosporinas, cefamicinas,
penicilinas e as combinagdes com inibidores de B-lactamases (ESBL), limitando as opgoes

terapéuticas para tratamento de infec¢fes causadas por estas bactérias (Santiago et al., 2016).

6.4.3. Carbapenamases

Os carbapenémicos possuem uma estrutura anular de cinco elementos acoplados ao seu anel B-
lactamico e tem quatro representantes: imipenem, meropenem, ertapenem e o doripenem, e
possuem um espectro de accdo mais amplo de todos os B-lactdmicos com um ndmero maior de
microorganismos, incluindo cocos e bacilos Gram-positivos e Gram-negativos e algumas estirpes

multi-droga resistentes e anaerébias (Willian & Petri, 2012; Nordimann et al., 2012).

Os Carbapenémicos (Imipenem, Meropenem, Ertapenem e Doripenem) tém sido tradicionalmente
reservados para a terapia de infec¢des suspeitas ou confirmadas com BGN multi-droga resistentes,
incluindo Enterobacteriaceae produtoras de ESBL, pois as carbapenemases sdo enzimas diversas
que variam em sua capacidade de hidrolisar carbapenemas e outros B-lactamicos (Kaur et al.,
2015).

A deteccdo de carbapenemases é uma questdo crucial para o controlo de infec¢des, pois muitas
vezes estdo associadas a extensa resisténcia a antibioticos, falhas no tratamento e mortalidade
associada a infeccdo, e dentre as B-lactamases, as carbapenemases, especialmente as metalo-f-
lactamases transferiveis (MBLS) sdo as mais temidas por sua capacidade de hidrolisar praticamente

todos os farmacos dessa classe, inclusive os carbapenémicos (Kaur et al., 2015).

Nas Enterobacteridceas, a resisténcia aos carbapenémicos surge principalmente através de dois
mecanismos: aquisicdo de genes codificadores de enzimas responsaveis pela hidrélise de
carbapenémicos ou diminui¢do na absorc¢éo de antibidtico devido a expressao qualitativa deficiente
de porina qualitativa (OmpF and OmpC), em associacdo com uma super-expressao de f-
lactamases com fraca afinidade para carbapenemases (Nordimann et al., 2012). A deteccdo de

bactérias produtoras de carbapenemase é provavelmente superestimado, desde que o0s
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carbapenémicos ndo sao incluidos na rotina de testes de susceptibilididade nos laboratérios

veterinarios (Abraham et al., 2014).

6.5. Testes de susceptibilidade antimicrobiana

O teste de suscetibilidade antimicrobiana (TSA) é um procedimento laboratorial realizado por
profissionais especializados (cientistas de laboratorio clinico) para identificar qual regime
antimicrobiano é especificamente eficaz para pacientes individuais (Bayot & Bragg, 2022).

A determinacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos a partir de isolados bacterianos tem como
principal objectivo predizer o desfecho do tratamento com o0s agentes antimicrobianos testados.
Este apresenta trés categorias: “sensivel” quando existe uma alta probabilidade do paciente
responder ao tratamento com este farmaco, na dosagem apropriada, “resistente” quando o
tratamento com o agente antimicrobiano tende a falhar e “intermediaria” que caracteriza que a sua
prescricao pelo médico requer cautela, uma vez que pode ser necessaria a utilizagdo de doses mais

elevadas deste farmaco para se atingir o sucesso terapéutico (Paiva, 2010).

O resultado do antibiograma disponibiliza aos médicos a susceptibilidade bactéria frente a diversos
antimicrobianos, proporcionando, geralmente, alternativas medicamentosas para o tratamento ao
paciente, no caso de aparecimento de reaccdes adversas ao farmaco prescrito inicialmente (Rossi
e Andreazzi, 2005; Turindge et al., 2007).

Os métodos classicos dependentes de cultura (por exemplo, teste de difusdo em disco e método de
difusdo em gradiente) estdo firmemente estabelecidos na rotina diagnostica e sua principal
limitacdo é que os resultados sdo obtidos para a maioria das bactérias clinicamente importantes em
pelo menos 18-24 h ou 48 h, incluindo isolamento bacteriano prévio e identificacdo (Gajic et al.,
2022).

Nos métodos de diluicdo em caldo e agar, as concentragdes inibitérias minimas (CMIs) de agentes
antimicrobianos podem ser determinadas, pois este valor da CMI serve como base para avaliar a
categoria de susceptibilidade do patdgeno a um determinado antibiotico, de organismos que dao
resultados ambiguos e, especialmente, quando ndo ha pontos de interrupgéo clinicos para difusao
em disco, e permite avaliar o grau de susceptibilidade ou resisténcia ao antibi6tico. Além da

determinacdo das CMls, a vantagem dos métodos de diluicdo em caldo é a possibilidade de obter
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a concentracdo bactericida minima (CBM), que € a menor concentracdo de uma substancia

antimicrobiana que mata 99,9% das bactérias (Gijac et al., 2022).

Adicionalmente, Gajic et al. (2022), referem que os métodos de teste de susceptibilidade

antimicrobiana incluem:

e O método de macrodiluicdo ou teste de diluicdo em tubo: utiliza a dilui¢ao seriada de duas
vezes de substancias antimicrobianas em meios correspondentes, em que uma concentracdo
conhecida de bactérias suspensas é adicionada aos tubos preparados e apds 24 h de
incubacéo a 37°C, o crescimento bacteriano € medido pela turbidez do meio, permitindo a
determinacdo dos valores de CMI (Figura 2).

e O método de macrodiluicdo utilizando a metodologia time-kill: permite monitorar o efeito
de diferentes concentragdes de substancias antimicrobianas, examinando a taxa na qual os
antimicrobianos levam a morte bacteriana (Figura 2).

e O método de microdiluicdo em caldo: é padronizado, preciso e barato, pois pode ser
realizado em placas de microtitulacdo de 96 pocos, permitindo testar varias substancias
antimicrobianas consecutivas e oito séries de diluicGes duplas de agentes antimicrobianos
em uma placa.

e O método de diluicdo em 4&gar: envolve a adiccdo de diferentes concentracGes de
substancias antimicrobianas ao meio ndo selectivo antes da solidificacéo.

e O método de gradiente antimicrobiano em tira: € uma combinacdo de disco-difusdo e
método de diluicdo, e permite que o CMI seja determinado, mantendo-o simples e facil de
usar, e este método baseia-se na difusdo de um antibiotico através de dgar com gradiente
continuo.

e O teste de disco de difusdo: baseia-se na colocacao de diferentes discos impregnados com
antibiético em agar previamente inoculado com suspensdo bacteriana, e o antibidtico
difunde-se radialmente para fora através do meio de agar, produzindo um gradiente de
concentragdo de antibiotico. Apds as zonas de inibicdo serem estabelecidas dentro de 24 h
de incubacao a 35+1°C, os diametros das zonas de cada antibidtico testado sdo medidos a

olho nd ou usando um sistema automatizado.

18



e Meio de &gar cromogeénico: permite uma detec¢do e identificacdo mais rapida de
microorganismos resistentes, permitindo com que os patégenos alvo crescam como
colonias coloridas.

e Testes colorimétricos: sdo baseados no componente de teste de hidrolise de enzimas
bacterianas, que é detectado pelas mudancas nos valores de pH e na cor das substancias
cromogenicas. Esses testes mostraram-se rapidos, faceis de realizar e interpretar, além de

serem altamente sensiveis e especificos.

Methods of antimicrobial susceptibility testing
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Figura 2. Métodos de teste de susceptibilidade antimicrobiana.
Fonte: Gajic et al., (2022).

No presente estudo foi usado o método de disco de difusdo interpretando os resultados de acordo
com as orientagdes de Clinical Laboratory Standards Institute (EUA) (CLSI, 2023).
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7. Enquadramento tedrico

O crescente aumento e propagacao da resisténcia antimicrobiana compromete a capacidade de
tratar infeccGes, consequentemente, uma abordagem de um Gnico sector para prevenir e controlar

a resisténcia antimicrobiana é insuficiente (WHO, 2023).

A abordagem de salde Unica reconhece a interconexao e interdependéncia dos seres humanos,
animais, plantas e o ambiente em geral (incluindo os ecossistemas) na emergéncia e propagacao

da resisténcia antimicrobiana (WHO, 2023).

As bactérias Gram-negativas, principalmente E. coli, K. pneumoniae, Salmonella spp. e P.
aeruginosa tem sido fonte de infeccdes de origem alimentar e disseminagdo por varias vias entre

animais, humanos e o ambiente, incluindo solo e &gua (Melo, 2014; Poursina et al., 2023).

A carne é uma das principais componentes da alimentagdo humana devido ao seu alto teor de
proteinas (Brito & Coelho, 2021). No entanto, apesar de seus inimeros beneficios, pode sofrer
reaccBes quimicas, fisicas e contaminacdo microbiologica que pode ser transmitida ao Homem
(Brito & Coelho, 2021).

Por conta disso, a contaminagéo da carne pode ocorrer em qualquer etapa, desde o abate do bovino
e/ou aves até o armazenamento e distribuicdo do produto, através do contacto com a pele,
pélos/penas, patas, conteudo do trato gastrointestinal, leite, roupas, médos dos operarios,
equipamentos, ar dos locais onde os procedimentos de abate sdo realizados e locais de
armazenamento das carcacas, evidenciando a necessidade de abordagem de salde Unica (Ribeiro,
2012).

Por outro lado, a producao de aves de capoeira em pequena escala representa 60%-90% de toda a
producdo em paises de baixo e médio rendimento em toda a Africa e tende a aumentar como um
meio de fornecer simultaneamente nutri¢do, rendimento e seguranca alimentar as familias, apesar
destes beneficios, a producdo de aves de capoeira também acarreta riscos financeiros e de satde

devido a exposicédo a perigos microbianos (Wong et al., 2017).

A carne de frango pode se tornar veiculo de transmissdo de inUmeros microorganismos

patogénicos e resistentes, destacando-se Salmonella sp., Campylobacter sp. e E. coli
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enteropatogénica (Steffens et al., 2017). E os produtos de frango a retalho sdo incriminados como

uma fonte primaria de Pseudomonas spp. para os seres humanos (EI-Ghany, 2021).

Todavia, as infeccbes humanas associadas as aves de capoeira com Campylobacter spp. e
Salmonella spp. sdo mais provaveis nas zonas urbanas onde o frango e o seu consumo sdo uma
importante fonte de infecgdo, e os riscos sdo provavelmente maiores em contextos onde 0 acesso
a dgua e os comportamentos de higiene sdo deficientes e podem afectar as praticas de higiene

alimentar (Lamar et al., 2023).

Antibioitcs

Figura 3. Uso de antibidticos e a disseminacdo das resisténcias em animais, humanos e meio
ambiente.
Fonte: Aslam et al., (2021).

Relativamente a producéo global anual de fezes de animais (principalmente gado bovino, galinhas
e ovelhas) encontra-se estimada em 29:7x109kg, aproximadamente quatro vezes a quantidade de
biomassa fecal humana, e esta quantidade tende a aumentar, em paralelo com o aumento do
consumo de proteinas animais, apoiado pela promocdao da criacdo de animais como estratégia de
desenvolvimento para aumentar 0os meios de subsisténcia e reduzir a subnutricdo, contudo os
residuos fecais ndo tratados de seres humanos e animais que podem entrar na cadeia alimentar
podem condicionar a seguranca alimentar, causando as doencas de origem alimentar (Lamar et al.,
2023).

Todos o0s animais e 0s seres humanos tém bactérias, mas 0 uso excessivo de antibioticos na

producdo animal levou a que alguns se tornassem colonizados por bactérias resistentes a
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antibidticos, e nas fases de abate e processamento, estas bactérias podem ser transferidas para o

produto alimentar (Morel, 2019).

Os produtos alimentares de origem animal podem por vezes estar contaminados com bacterias e
as bactérias resistentes aos medicamentos podem permanecer na carne, e quando nao sdo
manuseados ou cozinhados correctamente, as bactérias podem propagar-se aos seres humanos
(CDC, 2013). Os produtos alimentares contaminados sdo considerados a principal via de
transmissdo de microorganismos patogénicos incluindo bactérias resistentes aos animais e seres
humanos (OMS, 2011).

A utilizacdo de antibidticos na medicina humana e veterinaria contribui para o aumento e
emergéncias de resisténcia em varios paises (Aslam et al., 2021). Nos seres humanos, 0s
antibidticos sdo utilizados principalmente para tratar infeccGes clinicas, fins profilacticos, como

nos casos pos-cirdrgicos (Aslam et al., 2021).

Por exemplo, os isolados de P. aeruginosa multi-droga resistentes representam um problema de
saude global, devido a limitacdo nas opcGes de tratamento clinico (Zowalaty et al., 2015). O
tratamento destas estirpes multi-droga resistentes, inclui carbapenémicos, porém, a emergéncia de
estirpes produtoras de p-lactamases e metalo-B-lactamases (MBLs) constitui uma ameaca
(Hammami et al., 2011; Yoo et al., 2012), pois as MBLs tém a capacidade de hidrolisar e
desenvolver resisténcia a praticamente todos os antibidticos B-lactamicos existentes e quase nao
existem regimes medicamentosos clinicamente Uteis para os MBL, devido a um rapido isolamento
e descoberta de novas variedades, os seus genes codificadores sdo facilmente transferidos e estdo

omnipresentes nos hospitais e no ambiente natural (Li et al., 2022).

Nos animais, a prescricdo de antibidticos é geralmente comparavel aos dos seres humanos
(McEwen & Collignon, 2018). Todavia, em animais, os antibidticos sdo também utilizados como

aditivos alimentares e promotores de crescimento (Landers et al., 2012).

A resisténcia bacteriana aos p-lactamicos tem sido cada vez mais observada em bactérias,
incluindo as isoladas em fontes animais (Sumbana, 2019), através da producdo de enzimas -
lactamases, contribuindo para a ineficacia de antibiéticos como cefalosporinas, carbapenémicos,
penicilinas, aminoglicosideos e fluoroquinolonas, utilizados comumente na primeira linha de

tratamento de infecgdes (Sumbana, 2019).
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Do ponto de vista da satde humana e animal, uma questdo de preocupacdo emergente é o0 aumento
de relatos de certas B-lactamases de amplo espectro em bactérias de origem animal que produzem,
por exemplo, as B-lactamases CMY do tipo AmpC codificadas por plasmideo e as ESBLs CTX-
M (Li et al., 2007).

Em Africa, a resisténcia aos antibioticos em produtos alimentares foi notificada e os genes ESBL
mais comuns detectados em bactérias de animais de criacdo de géneros alimenticios s&o o blactx-

M, seguido dos genes blaTem-s2 € blasHv-12 € principalmente em Escherichia coli (Faife et al., 2020).

Entre os vérios farmacos antimicrobianos, os p-lactdmicos representam uma das classes mais
significativas de antimicrobianos, proporcionando beneficios terapéuticos notaveis para o

tratamento, controlo e gestdo de infec¢cdes bacterianas (Li et al., 2007).

Devido a tendéncia de aumento de resisténcia em fontes animais e humanos, estudos de vigilancia
de resisténcia considerando a salde Unica sdo fundamentais para uma abordagem holistica da

gestdo antimicrobiana em Mocambique.
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8. Metodologia

O presente estudo iniciou com a aquisi¢do de amostras bioldgicas entre Abril e Junho de 2023, que
consistiu na recolha de placas de hemocultura com coldnias sugestivas de bactérias Gram-
negativas (BGN) no Laboratorio de Microbiologia do Hospital Central de Maputo (LM-HCM)
obtidas de pacientes com suspeita de sepses, bem como a recolha dos respectivos dados
demogréaficos nos livros de registo. Entretanto, as amostras de carne bovina foram colhidas no
Matadouro da cidade de Maputo, de bovinos abatidos diariamente, juntamente com a recolha de
dados relativos a proveniéncia e idade. Adicionalmente, as amostras de carcacas e fezes de frango
foram obtidas de galinhas de corte comercializadas no Mercado Fajardo. Todas as amostras foram,
em seguida, transportadas para o Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Eduardo Mondlane (LM-FAMED-UEM), onde foram submetidas a analises
laboratoriais, incluindo o isolamento/identificacdo e a caracterizacdo fenotipica e molecular de
BGN, seguindo o fluxograma apresentado na Figura 4 e utilizando reagentes e consumiveis

listados nas Tabelas 1, 2 e 3.
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Figura 4. Fluxograma da metodologia para elaboracao do trabalho.
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8.1. Reagentes

Tabela 1. Meios de cultura usados para o isolamento das espécies bacterianas.

Meios de cultura

Agar Cetrimida

Agar Macconkey

Agar Citrato De Simmons Agar Mueller-Hinton
Agar Coliform Selective Caldo Luria Bertani (Lb)
Agar Hicrome Klebsiella

Tabela 2. Classes e antibidticos seleccionados para o estudo.

Classe Antibidticos Concentraciio (ng)
Aminoglicosideos Gentamicina e Amicacina 10
Carbapenémicos Meropenem e Imipenem 10

Cefalosporinas
Fluoroquinolonas
Macrolideos

Penicilinas

Sulfonamida

Tetraciclinas

Ceftazidima, Cefotaxima e Cefepima 30

Ciprofloxacina 30
Azitromicina 15
Ampicilina, Amoxiclina — Acido 10

clavulanico e Piperaciclina Tozobactam
Sulfametoxazol/trimetoprima 12

Tetraciclina 30

e 30

.5/23.75

Fonte: Sumbana et al., (2021).

Tabela 3. Reagentes usados para a caracterizagdo molecular.

Extraccéo do DNA

Master-mix

Electroforese em gel

Caldo Luria Bertani

ATCC’s:

- E. coli ATCC 6125

-SS61 E. coli (CTX-M*, TEM™)*

-SS58 K. pneumoniae (CTX-M*, TEM*, SHV*)*
-SS48P P. aeruginosa*

Agua destilada

DNA molde

Agua dionizada (ddH20)

Gel red (10.000X)

PBS 1X

dNTP’s

Gel looding Dye (6X)

Primers forward e reverse (ESBL, uidA e PaLif)

Marcador/DNA ladder
(100 pb)

Tampdo Green of Colorless Buffer (5X)

Taq polimerase (5 U/ul)

Tampédo TAE (1X)

* Controlos positivos cedidos gentilmente pelo Dr. José Sumbana.
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8.2.Tipo/desenho de estudo

O estudo foi do tipo descritivo transversal com recolha de dados de forma prospectiva.

8.3. Local do estudo

O estudo foi realizado em trés (3) locais distintos, respectivamente: Hospital Central de Maputo
(HCM), Matadouro da Cidade de Maputo e Mercado Fajardo (Figura 5).

O HCM esté situado na latitudes -25.9694 e longitude 32.58819, na Cidade de Maputo, em
Mocambique. E um hospital quaternario publico e de ensino com cerca de 1463 leitos, fornece 4
Servicos de Terapia Intensiva: a UTI de Emergéncia com 16 leitos, a UTI de Medicina com 6

leitos, a UTI Pediatrica com 16 leitos e a UT]I cirtrgica com 12 leitos (Mahaluca et al., 2018).

O mercado Fajardo é um dos mais antigos e € um dos maiores pontos venda de alimentos, incluindo
galinhas e possui também um pequeno matadouro para frangos na cidade de Maputo (Jornal
Noticias, 2020).

O matadouro da cidade de Maputo realiza abates de gado bovino credenciados na regido sul do
pais, em que em média realiza abate de 160 gados bovinos provenientes da regido sul do pais

(Miranda em Comunicacao oral, 2023).

W= — e Hospital Central de Maputo

¢ Mercado Fajardo

] e Matadouro da cidade de Maputo

Figura 5. Mapa de Mogambique com destaque dos locais de colheita das amostras.
Fonte: d-maps, (2023).
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8.4. Periodo do estudo

O estudo teve inicio ap6s a aprovacgdo ética, com duracdo de 3 meses (Abril a Junho) de 2023,
incluindo isolados de E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa colhidos de amostras de hemocultura,
carne de gado bovino, carcaca e fezes de frango.

8.5. Populacéo do estudo

A populacdo de estudo consistiu em placas de hemoculturas com colénias sugestivas de BGN
obtidas de pacientes com suspeita de sepses atendidos no Hospital Central de Maputo (HCM),
gado bovino e galinhas de corte e fezes (frangos) abatidos e comercializados no Matadouro e

Mercado Fajardo na cidade de Maputo, respectivamente.

8.6. Critérios de Inclusao e Exclusao

Foram incluidas no estudo, todas as placas de hemocultura de pacientes com suspeita de sepses
provenientes do LM-HCM, devidamente identificadas, registadas nos livros de registo e em bom
estado de conservacdo. Também foram incluidas amostras de carne fresca de bovinos abatidos no

Matadouro, e carcaca e fezes de frango provenientes do Mercado Fajardo.

Foram excluidas do estudo, todas as placas de hemocultura de pacientes com suspeita de sepses
provenientes do LM-HCM contaminadas, e as amostras de gado bovino e carcaca e fezes de frango
ndo frescas no Matadouro da cidade de Maputo e Mercado Fajardo na cidade de Maputo,

respectivamente.

8.7. Modo de seleccdo de amostra e amostragem

Foram incluidas no presente estudo amostras de origem humana (placas de hemocultura) e animal
(carne de gado bovino, carcacas e fezes de frango) que foram identificadas e confirmadas como
sendo positivas para BGN, e que reuniam todos os critérios de inclusdo acima descritos através de

uma amostragem nao probabilistica por conveniéncia.

8.8. Procedimentos, Técnicas e Instrumentos de recolha de dados
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8.8.1. Colheita das amostras

As amostras analisadas neste estudo foram obtidas a partir de trés fontes, nomeadamente: placas
de hemocultura, gado bovino, e frangos (carcaca e fezes). As placas de hemocultura no Laboratorio
de Microbiologia do HCM (LM-HCM) continham colonias sugestivas de BGN, inoculadas em
triplicado em agar sangue, chocolate e MacConkey e estas eram provenientes de garrafas de
hemocultura previamente incubadas no BACTEC no mesmo Laboratorio. Cada placa estava
devidamente identificada com os cddigos correspondentes a cada amostra de sangue do paciente e
a data de subcultura, facilitando a colheita dos dados demogréaficos nos livros de registo. As
amostras de carne bovina foram obtidas de bovinos abatidos, em que retirou-se aproximadamente
5 g do musculo de cada bovino e armazenados em sacos ziplock previamente identificados. Quanto
as carcagcas de frango, foram retirados de cada frango aproximadamente 5 g a 10 g de musculo e
armazenadas em sacos ziplock e cerca de 1 g de fezes de frango directamente da cloaca e colocadas
em frascos estéreis previamente identificados. Estas amostras foram transportadas em c6lmen com

gelo seco (apenas para as amostras animais) até ao LM-FAMED-UEM.

8.8.2. Identificacdo bioquimica e molecular de espécies de bactérias Gram-negativas

provenientes de placas de hemocultura, gado bovino, carcaca e fezes de frangos

8.8.2.1. Identificacdo bioquimica

Os isolados provenientes das amostras de placas de hemocultura foram subcultivados no meio agar
MacConkey e incubadas na estufa a 37°C durante 18-24 horas para identificacdo preliminar dos
isolados. As coldnias foram reisoladas em agar McConkey, Citrato de Simmons e cetrimida e
incubadas na estufa a 37°C durante 24h para se obter colodnias frescas e puras e realizagdo do teste
de confirmacdo APl E20 e meios cromogénicos de E. coli e K. pneumoniae para confirmacao da

identificacdo (Rawy et al., 2020).

A andlise laboratorial de amostras de fonte animal baseou-se nos protocolos de: Ibrahim et al.,
2017; Anene et al., 2021; Mensah et al., 2022; Sattar et al., 2021; Basavaraju & Gunashree, 2022

e Baah et al., 2022, com o0 seguinte procedimento:

As amostras de origem animal, gado bovino, carcacas e fezes de frango tiveram 0 mesmo

processamento microbioldgico. Inicialmente, as carnes e as fezes foram subcultivadas em meio de
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enriquecimento Luria Bertani e incubados a 37°C durante 24 horas, e posteriormente foi feito o
subcultivo nos meios 4gar MacConkey, Citrato de Simmons e agar Cetrimida. As coldnias rosadas
e frescas, tipicas de E. coli foram subcultivadas em &gar MacConkey. As colonias com
caracteristicas morfoldgicas distintas que cresceram no meio de cultura foram seleccionadas e
subcultivadas no agar Citrato de Simmons e incubadas a 37°C durante 24 horas e posteriormente
foi feito o subcultivo dos isolados com suspeitas de E. coli e K. pneumoniae nos meios
cromogeénicos. As coldnias verdes, suspeitas de P. aeruginosa, no meio agar Cetrimida foram

utilizadas para a realizagéo do teste de oxidase.

A confirmacdo da identificacdo dos isolados bacterianos foi feita usando o teste APl 20E, que é
um meétodo de identificacdo de microorganismos que utiliza tiras que contém até 20 pequenos
compartimentos contendo substratos desidratados obedecendo o protocolo descrito por Ferreira
(2017).

8.8.2.2.  Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O teste de susceptibilidade antimicrobiana (TSA) consistiu no uso de antibiéticos p-lactamicos de
amplo espectro e mediados por plasmideo, carbapenémicos e fluoroquinolonas de amplo espectro

e todos os outros comumente usados através do método de disco de difusdo:

a) Foram seleccionadas da placa de cultura, trés a cinco col6nias puras de cada bactéria de

interesse e foram inoculadas em um tubo de ensaio contendo 5 ml de soro fisiolégico;

b) De seguida, agitou-se o tubo de ensaio com ajuda do vértex por cerca de 5 a 10s e ajustou-
se a turbidez 0.5 segundo a escala de McFarland;

c) Posteriormente, com auxilio de uma zaragatoa estéril inoculou-se a suspensdo do inéculo
preparada, humedecendo-a, e em seguida, por meio de estrias semeou-se toda a placa de
Mueller-Hinton;

d) Por fim, os discos de antimicrobianos foram depositados e as placas foram incubadas a
37°C por 24 horas.

Os resultados foram interpretados de acordo com os procedimentos de CLSI (2023).

8.8.2.3.  Identificacdo molecular de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
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8.8.2.3.1. Extraccdo do DNA

A extraccdo do DNA foi feita com base na técnica de fervura (Boiling), um procedimento que
envolve a lise celular de acordo com o protocolo descrito por Rappeli et al. (2005) e Gad et al.
(2007):

a) Uma coldnia bacteriana previamente isolada foi subcultivada em tubo de ensaio
contendo 5 mL de caldo Luria Bertani e incubada a 37°C durante 24 horas;

b) Posteriormente, adicionou-se 300 puL de LB nos tubos Eppendorf com auxilio da
micropipeta de 1000 uL;

c) Levou-se os tubos para centrifugacao, a 6000 rpm por 5 min a 20°C para sedimentacao;

d) Apos a centrifugacdo, descartou-se o sobrenadante por inversdo dos tubos no papel
toalha, e o pellet (sedimento das células) foi ressuspendido em 300 pL de PBS, agitado
por 10s e posteriormente levado ao banho-maria para incubacdo durante 7 min a 95°C;

e) Apo0s a lise celular, os tubos foram retirados do banho-maria, levados a centrifugagéo,
a 12000 rpm por 5min a 20°C;

f) De seguida, transferiu-se 75 pL do sobrenadante contendo DNA para 0s tubos
Eppendorf e o restante descartado;

g) O sobrenadante foi guardado no congelador a -20°C para realizagdo da PCR.

8.8.2.3.2. Identificacdo molecular de Escherichia coli

Para realizacdo da PCR foi preparado o mastermix usando os iniciadores especificos do gene uidA

(codifica a enzima B-glucuronidase) (Tabela 4).

Tabela 4. Mastermix para a PCR do gene uidA (623 pb) de E. coli.

Reagentes 1X (Volume)
Green of colorless Buffer [5X] 5uL

Primer forward uidA [10 uM] 0,5 pL
Primer reverse uidA [10 uM] 0,5 pL

Taq DNA polimerase [5 U/uL] 0,2 puL

dd H.0O 16,8 L
DNA molde 2 UL
Volume total 25 pL
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Ap0s a preparacdo do mastermix, misturou-se os reagentes, tendo como principio a adi¢do do
reagente com maior volume (dd H.O) para o de menor (Taq polimerase) em tubos de Eppendorf,
e de seguida, distribuiu-se 23 pL nos tubos de PCR, e adicionou-se 2 pL do DNA molde em cada
tubo, excepto no controlo negativo, em que se adicionou 2 pL de dd H2O. Para o controlo positivo
adicionou-se 2 uL de DNA positivo para o gene uidA. Posteriormente, os tubos foram colocados
no termociclador Gene Amp PCR System 9700, o qual foi programado de acordo com as condi¢6es

descritas na Tabela 5.

Tabela 5. Condic6es de PCR do gene uidA.

N° de etapas N°deciclos Etapas Temperatura (°C) Tempo (Minutos)
12 Desnaturacéo inicial = 94 5
28 Desnaturacéo 94 1
3 35 Anelamento 50 1
43 Extenséo 72 1
52 Extensdo final 72 5

Fonte: Rappeli et al. (2005).

8.8.2.3.3. Identificacdo molecular de Pseudomonas aeruginosa

Para a realizacdo da PCR foi preparado o mastermix usando os iniciadores especificos do gene

PaLif que codifica a lipoproteina associada ao peptidoglicano-PAL em P. aeruginosa (Tabela 6).

Tabela 6. Mastermix para PCR do gene PaLif (504 pb) de P. aeruginosa.

Reagentes 1X (Volume)
Supermix [2X] 12,5 uL
Primer forward uidA [10 uM] 1puL

Primer reverse uidA [10 uM] 1L

dd H.0O 55puL
DNA molde 5uL
Volume total 25 pL
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Ap0s a extraccdo do DNA, no mastermix misturou-se os reagentes, tendo como principio a adicéo
do reagente com maior volume (supermix) para o de menor (primers) em tubos de Eppendorf, e
de seguida, distribuiu-se 20 pL nos tubos de PCR, e adicionou-se 5 puL do DNA molde em cada
tubo, excepto no controlo negativo, em que se adicionou 5 pL de dd H2O. Para o controlo positivo
adicionou-se 5 pL de DNA positivo para o gene PaLif. Posteriormente, os tubos foram colocados
no termociclador Gene Amp PCR System 9700, o qual foi programado de acordo com as condi¢6es
descritas (Tabela 7).

Tabela 7. Condic6es de PCR do gene PaLif.

N°. de etapas  N°. de Ciclos Etapas Temperatura Tempo

(°C)
12 1 Desnaturacéo inicial 94 2 minutos
22 Anelamento 94 30 segundos
3 30 51 30 segundos
42 Extensdo inicial 72 1 minutos
52 1 Extensdo final 72 7 minutos

Fonte: Gad et al. (2007); Abd-El-Haleem et al. (2003).

8.8.2.4.  Caracterizacdo molecular dos determinantes de resisténcia aos antibioticos p

-lactdmicos em bactérias Gram-negativas

A caracteriza¢do molecular dos determinantes de resisténcia foi feita através da Multiplex PCR
convencional usando o protocolo de Hijaz et al. (2016), para a deteccdo dos genes TEM, SHV e
CTX-M. As reacgoes de amplificacdo foram realizadas em um volume total de 25 pL conforme a
Tabela 8. Os iniciadores e as condigdes da PCR podem ser observados nas Tabelas 9 e 10

respectivamente.
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Tabela 8. Mastermix para PCR dos genes de resisténcia, blaswv (214 pb), blatem (431 pb) e blacTx-

m (593 pb).
Reagentes 1X (Volume)
Green of colorless Buffer [5X] 5uL
Primer F (TEM) [10 uM] 0,5 uL
Primer R (TEM) [10 uM] 0,5 pL
Primer F (SHV) [10 puM] 1pL
Primer R (SHV) [10 uM] 1puL
Primer F (CTX-M) [10 puM] 1puL
Primer R (CTX-M) [10 pM] 1pL
Tag DNA polimerase [5 U/uL] 0,2 pL
dd H20 12,8 pL
DNA molde 2 uL
Volume total 25 pL

Tabela 9. Sequéncia dos primers para Multiplex PCR dos genes blatem, blasqy e blactx-m em

Enterobacteriaceae.

Nome dos [Primers Sequéncia (5’-3”) Tamanho [Gene alvo |Fonte
primers do
amplicon
ESBL TEM F AGT GCT GCC ATA ACC ATG AGT G [431pb blatem Hijazi et
TEM R CTG ACT CCC CGT CGT GTAGAT A al.
SHV F GAT GAA CGC TTT CCC ATG ATG  [214pb  |blaskv (2016)
SHV R GAT GAACGC TTT CCC ATG ATG
CTX-MF |ATG TGC AGY ACC AGT AAR GT 593pb blacTx-m
CTX-MR [TGG GTR AARTAR GTS ACC AGA
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Tabela 10. Condicdes de PCR para a deteccdo dos genes de resisténcia, blasnv, blatem e blacTx-

M.
N° de etapas | N° de Ciclos | Etapas Temperatura Tempo
12 Desnaturacéo inicial | 94°C 5 minutos
22 Desnaturacéo 94°C 20 segundos
3 30 Anelamento 61°C 30 segundos
42 Extensdo 72°C 1 minuto
52 Extensdo final 72°C 5 minutos

8.8.2.5.  Electroforese em Gel e Visualizacdo de amplicons

Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose (1,5 %), seguindo o protocolo
de Gad et al. (2007), Rappeli et al. ( 2005) e Promega, (2018), tal como se segue:

a)

b)
c)

d)

9)

h)

Na balanca analitica, pesou-se 1 g de agarose e dissolvido em 100 mL do tampdo TAE 1X
(Tampado Tris-Acetato) num frasco de vidro esterilizado;

Posteriormente, colocou-se a solugdo no microondas por 3 min, evitando a fervura;

De seguida, adicionou-se 5 pL do gel red [10.000X] no frasco e realizou-se movimentos
circulares;

Colocou-se lentamente a solugcdo num suporte electroforético com pente de espessura
usado para dar formato aos pog¢os para o carregamento dos amplicons;

Posteriormente deixou-se a solucdo do gel a solidificar durante 30 min;

Retirou-se o0 pente de espessura e o gel foi imerso na cuba electroforética contendo o
tampdo TAE 1X.

Misturou-se 10 puL de amplicons com 2 pL do Loading dye (6X) apenas para os isolados
de Pseudomonas aeruginosa, e aplicou-se 10 pL dessa mistura nos pogos, e por fim,
carregou-se 5 pL de marcador de peso molecular de 100pb em dois pogos;

Ajustou-se a voltagem e o tempo para corrida electroforética (100V/60 min);
Visualizaram-se bandas através do transiluminador UV, e o registo dos resultados foi feito

mediante uso de uma camera fotografica.

34



O gene uidA marcador de E. coli foi visualizado através do gel de agarose (Figura 6).

Figura 6. Electroforese em gel de agarose 1% em TAE para deteccdo do gene uidA (623pb).
Amostras de carne de gado enumeradas (1 a 9) foram positivas para o gene uidA e C (negativa).

O gene PaLif marcador de P. aeruginosa foi visualizado no gel de agarose (Figura 7).

500 ph

Figura 7. Electroforese em gel de agarose 1% em TAE para a detec¢cdo do gene PaLif (504pb).
Amostras de carne de gado e carcaga de frango enumeradas (1 a 9) foram positivas para o gene

PaLif e C (negativa).

Os genes de resisténcia blatem e blasyv foram visualizados no gel de agarose (Figura 8).

200 ph

100 phb

Figura 8. Electroforese em gel de agarose 1% em TAE para a deteccdo dos genes de resisténcia
(blatem e blashv).

Amostras de placas de hemocultura, carne de gado, carcaga e fezes de frango enumeradas (1 a 9)
foram positivas para o gene blatem (2 a5, 7 e C*) e 0 gene blaswv C* (positiva), e C™ (negativa).
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O genes de resisténcia blactx-m foi visualizado no gel de agarose (Figura 9).

Figura 9. Electroforese em gel de agarose 1% em TAE para a detec¢do do gene de resisténcia

(blacTx-m).

As amostras de carne de gado bovino, carcaca e fezes de frango enumeradas (1 a 17) foram

negativas para o gene blactx-m, C* (positivo) e C™ (negativa).

8.8. Variaveis

Os dados dos pacientes foram obtidos através dos livros de registo, dados demograficos como
idade, sexo, proveniéncia (ambulatério ou internado) e enfermaria para isolados positivos de
placas de hemocultura. E para os isolados provenientes de animais incluiu-se a idade e a
proveniéncia (como pode-se observar no apéndice). Para os isolados provenientes de amostras de

humanos e animais, foram incluidas as variaveis indicadas na Tabela 11.

Tabela 11. Variaveis do estudo de resisténcia antimicrobiana em amostras de fontes humanas e

animais.

Objectivos especificos Variaveis Fonte de ' Tipo de teste
Informacao

Descrever as caracteristicas | Qualitativa nominal Idade, sexo, Frequéncia e

demogréficas dos pacientes

-Variavel
sociodemografica:  dados

dos pacientes do estudo

proveniéncia e

enfermaria

Estimativa pontual

de proporcao

Identificar bactérias Gram-
negativas isoladas de
hemoculturas de humanos e

amostras de fezes, carcaca de

Qualitativa nominal
-Variavel laboratorial:
espécies  frequentemente

encontradas nas amostras

Fichas de
requisicdo, meios
de cultura e API
20E

Frequéncia e
Estimativa pontual
de proporcao
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galinhas e carne de gado
bovino

Determinar o perfil de
susceptibilidade de bactérias
Gram-negativas aos

antibioticos p-lactamicos

Identificar o0s genes de
resisténcia aos antibiéticos -
bactérias

lactamicos em

Gram-negativas

Comparar o perfil de
susceptibilidade aos
antibidticos em isolados

provenientes de  fontes

humanas e animal

de hemocultura, fezes e
carcagas e carne para 0S
animais.

Qualitativa ordinal
-Variavel laboratorial:
perfil de susceptibilidade
(Sensivel, Resistente e
Intermediario) aos
antibidticos- p-lactdmicos
Quialitativa nominal
-Variavel laboratorial:
genes de resisténcia (CTX-
M, TEM e SHV) aos

antibioticos- p- lactamicos

Quialitativa ordinal
-Variavel laboratorial:
perfil de susceptibilidade
(Sensivel, Resistente e
Intermediario) aos

antibioticos p-lactamicos

8.9. Plano de gestdo e Analise de dados

Fichas de
requisicdo, meios
de culturae TSA

PCR

Fichas de
requisicdo, meios
de culturae TSA

Frequéncia e
Estimativa pontual

de proporgao

Frequéncia e
Estimativa pontual

de proporcao

Frequéncia e
Estimativa pontual

de proporcao

Os dados foram armazenados numa base designada “Database Bacteria isolates from Hemoculture

(HCM), Bovine, Chicken and Feces_ MBC _Ivete Samuel” e analisados no programa informatico e

Excell versdo 2016 para obtencdo das frequéncias relativas dos isolados das BGN, de

susceptibilidade antimicrobiana e dos determinantes de resisténcia aos p-lactamicos.

9. Consideragdes Eticas

O estudo teve aprovacdo pelo Comité Institucional de Bioética em Saude da Faculdade de
Medicina/Hospital Central de Maputo com o a referéncia, CIBS FM&HCM/11/2023 (Anexo), e
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foram seguidos todos os principios éticos, nomeadamente: confidencialidade, honestidade,
imparcialidade, e apresentacéo dos potenciais beneficios da realizacao do estudo. Embora o estudo
néo tenha envolvido directamente os pacientes de onde foram obtidos os isolados de hemocultura,
essa questéo foi devidamente considerada e acautelada no estudo sobre a Vigilancia Laboratorial
de Resisténcia aos Antibioticos no Hospital Central de Maputo, aprovado pelo Comité Nacional
de Bioética em Salde, com a referéncia (501/CNBS/24).

Nas amostras de origem animal, obteve-se a aprovagdo do Conselho Municipal para a aquisicao
das amostras de carcaca e fezes de frango para a realizacéo do estudo, entretanto, para 0 Matadouro
da cidade de Maputo, por ser uma entidade privada, a autorizagdo foi dada pela mesma, para

aquisicdo das amostras de carne bovina e os respectivos dados sobre a idade e proveniéncia.
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10. Resultados

10.1. Dados demograficos de pacientes com infec¢do invasiva provenientes do Hospital

Central de Maputo

Um total de 35 amostras de placas de hemocultura foram colhidas de Abril a Junho de 2023 no
Laboratorio de Microbiologia do Hospital Central de Maputo (LM-HCM), e constatou-se que 22
(63%) amostras foram obtidas de pacientes do sexo feminino e 13 (37%) do sexo masculino. A
maioria dos pacientes (13/35, 37%) tinha idade superior a 18 anos, seguido de neonatos (menos de
1 més) (9/35, 25,7%). Um paciente (1/35, 2,9%) ndo tinha sua idade registada. (Figura 10).

Frequéncia das idades dos pacientes
provenientes do HCM (%)

37%
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Figura 10. Frequéncia das idades dos pacientes com infeccdo invasiva de acordo com a idade,

provenientes do Hospital Central de Maputo.

A maioria das placas de hemoculturas dos pacientes foram provenientes do Departamento de
Pediatria e Departamento de Medicina com 19/35 (54,3%) e 10/35 (28,5%), respectivamente
(Tabela 12).
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Tabela 12. Frequéncia de proveniéncia das amostras de hemocultura no Hospital Central de

Maputo.
Departamento N Frequéncia (%)
Pediatria 19 54,3
Medicina 10 28,5
Cirurgia 4 11,4
Ginecologia e Obstetricia 1 2,9
Sem identificacdo 1 2,9

10.2. Frequéncias de bactérias Gram-negativas identificadas em amostras de origem

humana e animal

Um total de 184 amostras, das quais 35 (19%) de origem humana e 149 (81%) de origem animal
(60 de carne de gado bovino, 60 de carcacas de frango e 29 de fezes de frango), foram analisadas
no estudo (Tabela 13).

Do total de 184 amostras analisadas no presente estudo com foco em bactérias Gram-negativas,
62 isolados foram de E. coli (2 foram obtidas de placas de hemocultura humanas, e 60 isolados
foram obtidos de carne de gado bovino, carcacas de frango e fezes de frango), 53 estirpes de K.
pneumoniae (19 obtidas de placas de hemocultura humanas, 14 de carne de gado bovino, 15 de
carcacas de frango e 5 fezes de frango), e 44 estirpes de P. aeruginosa (1 obtido de placas de
hemocultura humanas, 20 de carne de gado bovino, 19 de carcacas de frango e 4 fezes de frango).
Adicionalmente foram isoladas nestas amostras de origem animal e humana outras espécies de
bactérias Gram-negativas, incluindo Erwinia spp., Serratia odorifera, Serratia lifaciences,
Acinotobacter baumanii, Enterobacter cloacae e Kluyvera spp., Klebsiella oxytoca, Raoultella

ornithinolytica, Pseudomonas luteola e Cronobacter spp. (Tabela 13).
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Tabela 13. Frequéncia de espécies de bactérias Gram-negativas provenientes de amostras de fonte

humana e animal.

Fontes das n de E.coli K. P. Outras espécies de BGN

amostras amostras pneumoniae | aeruginosa

Placas de 35 2 (5,7%) 19 (68,6%) | 1(2,9%) 8 (22,8%) (Erwinia spp., S.

hemocultura odorifera, S. lifaciences, A.

humanas baumanii, E. cloacae e
Kluyvera spp.)

Carne de | 60 20 (33,3%) | 14 (23,3%) 20 (33,3%) 6 (10%) (K. oxytoca e R.

Gado bovino ornithinolytica)

Carcacas de 60 20 (33,3%) | 15 (25%) 19 (31,7%) @ 6 (10%) (R. ornithinolytica,

frango E. aerogenes, E. cloacae, P.
luteola e Cronobacter spp.)

Fezes de | 29 20 (69%) 5 (17,2%) 4(13,8%) | Sem outras espécies

frango identificadas

Total 184 62 (33,7%) 53 (28,8%) | 44 (23,9%) @ 20 (42,8%)

10.3. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae

e Pseudomonas aeruginosa isoladas em amostras de origem humana e animal
10.3.1. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Escherichia coli

Um total de 62 isolados de E. coli, sendo 2 (3,2%) de origem humana e 60 (96,8%) de origem
animal (20 isolados foram obtidos de amostras de carne de gado bovino, e 20 de amostras de
carcacas e 20 fezes de frango), foram testados para avaliar o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos.

Os 2 isolados de E. coli de origem humana foram resistentes para todos os 14 antibioticos testados

no presente estudo.

Do total de 20 isolados de E. coli obtidos em amostras de carne de gado bovino, 20 (100%)
mostraram altas taxas de resisténcia para ampicilina, 19 (95%) amoxicilina-acido clavulanico, e

estirpes ndo susceptiveis, 16 (80%) amicacina e 13 (65%) ceftriaxona e ceftazidima, e 11 (55%)
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para cefepima. A alta taxa de sensibilidade foi observada para ertapenem 20 (100%), 19 (95%)
imipenem e meropenem, 16 (80%) tetraciclina, 13 (65%) sulfametoxazol-trimetoprima, e 11

(55%) para gentamicina e azitromicina (Figura 11).

Um total de 17/20 (85%) de isolados de E. coli obtidos de carne de gado bovino foi multidroga-

resistente.
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Figura 11. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de E. coli isolados em amostras de carne de

gado bovino provenientes do Matadouro, cidade de Maputo.

Do total dos 20 isolados de E. coli obtidos em amostras de carcacas de frango, 20 (100%)
mostraram altas taxas de resisténcia para ciprofloxacina, 17 (85%) sulfametoxazol-trimetoprima,
16 (80%) tetraciclina, 14 (70%) ampicilina e amoxicilina-4cido clavulanico, 10 (50%)
azitromicina. A maioria de estirpes ndo susceptiveis de E. coli foi observada para amicacina 19
(95%). A alta taxa de sensibilidade aos antimicrobianos de isolados de E. coli foi observada para
imipenem, meropenem e ertapenem 19 (95%), ceftazidima e cefepimal3 (65%), ceftriaxona e
gentamicina 12 (60%) (Figura 12).

Um total de 20 (100%) de isolados de E. coli obtidos em amostras de carcagas de frango foi

multidroga-resistente.
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Perfil de susceptibilidade antimicrobiana em isolados de E. coli obtidos de amostras de
carcaga de frango (%0)
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Figura 12. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de E. coli isolados em amostras de carcaca

de frango provenientes do mercado Fajardo, cidade de Maputo.

Para os 20 isolados de E. coli obtidos de amostras de fezes de frango, observou-se altas taxas de
resisténcia (ou estirpes ndo susceptiveis) para ampicilina, sulfametoxazol-trimetoprima,
amicacina, gentamicina, ciprofloxacina e tetraciclina 18 (90%), ceftriaxona e ceftazidima 17
(85%), amoxicilina-acido clavulanico 16 (80%), e cefepima e azitromicina 15 (75%). A alta taxa
de sensibilidade aos antimicrobianos de isolados de E. coli foi observada para imipenem,

meropenem e ertapenem 16 (80%) (Figura 13).

Todos o0s 20 (100%) isolados de E. coli obtidos de amostras de fezes de frango foram multidroga-

resistente.
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Perfil de susceptibilidade antimicrobiana em isolados de E. coli obtidos de amostras de
fezes de frango (%)
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Figura 13. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de E. coli isolados em amostras de fezes de

frango provenientes do mercado Fajardo, cidade de Maputo.

10.3.2. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de Klebsiella pneumoniae

Um total de 53 isolados de K. pneumoniae, dos quais 19 (35,8%) de origem humana e 34 (64,2%)
de origem animal (14 isolados obtidos de amostras de carne de gado bovino e 15 de amostras de
carcaca e 5 de fezes de frango), foram testados para avaliar o perfil de susceptibilidade aos

antimicrobianos.

Os 19 isolados de K. pneumoniae obtidos em amostras de placas de hemocultura mostraram altas
taxas de resisténcia para ampicilina, ceftriaxona, sulfametoxazol-trimetoprima e azitromicina 19
(100%), amoxicilina-acido clavulanico, ceftazidima, cefepima e ciprofloxacina 18 (94,7%),
tetraciclina 16 (84%), gentamicina 15 (79%) e ndo susceptivel para amicacina 18 (94,7%). A alta
taxa de sensibilidade aos antimicrobianos de isolados de K. pneumoniae foi observada para

imipenem, meropenem e ertapenem 14 (73,7%) (Figura 14).

Todos os 19 (100%) isolados de K. pneumoniae obtidos de placas de hemocultura colhidas no LM-

HCM foram multidroga-resistente.
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Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de isolados de K. pneumoniae obtidos de placas
de hemocultura (%)

] Resistente Intermediario Sensivel

54% 0 16%
52.6% I I 73.7% 73.1% 73.1%

& & & PSR
\ S .A‘p ~b\ N > o ) O o & o o
& & & ¢ S @"” @\°Q ¢ & & &QQ
L N ¢ NG 2 ¥ & & & & F ¥V ¥ %
. \50 o\;é C\Q ot
9 v
& &
R &
Qo*'\ %\\};@
Yv

Figura 14. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de K. pneumoniae isolados em placas de

hemocultura colhidas no Laborat6rio de Microbiologia do Hospital Central de Maputo.

Os 14 isolados de K. pneumoniae obtidos em amostras de gado bovino, mostraram altas taxas de
resisténcia para ampicilina e azitromicina 13 (95%), amoxicilina acido-clavulanico 10 (70%), e
estirpes ndo susceptivel, 11 (80%) para amicacina e ciprofloxacina 13 (95%). A alta taxa de
sensibilidade foi observada para a maior parte dos antibidticos testados, nomeadamente:
tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprima 11 (80%), imipenem, meropenem e ertapenem 10

(75%), cefepima e gentamicina 9 (65%) e ceftriaxona e ceftazidima 8 (60%) (Figura 15).

Um total de 13/14 (92,9%) isolados de K. pneumoniae obtidos em amostras de gado bovino foi
multidroga-resistente.
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Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de isolados de K. pneumoniae obtidos de
amostras de carne bovina (%0)

Resistente Intermediario Sensivel

0, 0, 0,
5% [ = 5% 5%
3%, 60%  60% B
| ToB% e % sow sow 75%  75%  75%
95% 95%
70% 5% 65%
0, 0,
15% 15% 15% 0% 5o 15% 15% 15%
S & S s S S S
O NS ol A ol A > O < > 5 ) & o
,&Q 40' S‘é? %’(b(‘) Og} (Q\ \‘00 \,’{b’o é\o %h\-’ \,{QO’& @ *0Q é‘b’g
INC RS
o ‘gﬂ)o
.&(b' xO
& @z’
@&\ N
%
v

Figura 15. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de K. pneumoniae isolados em amostras de

carne de gado bovino provenientes do Matadouro, cidade de Maputo.

Os 15 isolados de K. pneumoniae obtidos em amostras de carcaga de frango, mostraram altas taxas
de resisténcia para ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico, tetraciclina, ciprofloxacina e
azitromicina 15 (100%), amicacina 13 (86,7%), sulfametoxazol-trimetoprima 12 (80%) e
gentamicina 9 (60%). As altas taxas de isolados de K. pneumoniae ndo susceptiveis foram
observadas para ceftriaxona, ceftazidima e cefepima 13 (86,6%), imipenem, meropenem e
ertapenem 8 (53,3%) (Figura 16).

Um total de 15 (100%) isolados de K. pneumoniae obtidos de amostra de carcaca de frango foi

multidroga-resistente.
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Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de isolados de K. pneumoniae obtidos de
amostras de carcacas de frango (%)
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Figura 16. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de K. pneumoniae isolados em amostras de

carcaca de frango provenientes do mercado Fajardo, cidade de Maputo.

Relativamente aos 5 isolados de K. pneumoniae obtidos em amostras de fezes de frango, estes

mostraram altas taxas de resisténcia para ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico, tetraciclina,

sulfametoxazol-trimetoprima, ciprofloxacina e azitromicina 5 (100%), e estirpes ndo susceptiveis,

amicacina e gentamicina 4 (80%). A alta taxa de isolados de K. pneumoniae com perfil

intermediario foi observada para ceftriaxona, ceftazidima, cefepima, imipenem, meropenem e

ertapenem 2 (60%) (Figura 17).

Todos os 5 (100%) isolados de K. pneumoniae obtidos de amostras de fezes de frango foram

multidroga-resistente.
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Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de isolados de K. pneumoniae obtidos de
amostras de fezes (%)
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Figura 17. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de K. pneumoniae isolados em amostras de

fezes de frango provenientes do mercado Fajardo, cidade de Maputo.

10.3.3.  Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de Pseudomonas aeruginosa

Um total de 44 isolados de P. aeruginosa, dos quais 1 (2,3%) de origem humana e 43 (97,8%) de
origem animal (20 foram isolados de amostras de carne de gado bovino, 19 de amostras de carcaca
e 4 fezes de frango), foram também incluidos no teste do perfil de susceptibilidade aos

antimicrobianos.

O dUnico isolado de P. aeruginosa (100H) de origem humana foi resistente para todos os 7
antibidticos testados no presente estudo de acordo com as recomendacdes do Clinical and
Laboratory Standards Institute (2023).

Do total de 20 isolados de P. aeruginosa obtidos em amostras de carne bovina, 20 (100%)
mostraram altas taxas de resisténcia para sulfametoxazol-trimetoprima, 19 (95%) ceftazidima,
seguida de isolados com perfil intermediario: ertapenem 19 (95%) e ciprofloxacina 18 (80%). As
altas taxas de isolados de P. aeruginosa ndo susceptiveis foram observadas para amicacina e
gentamicina 13 (65%). No que concerne a sensibilidade, as altas frequéncia apenas foram

observadas para piperacilina-tazobactam 19 (95%) (Figura 18).

Um total de 19 (95%) isolados de P. aeruginosa obtidos de carne bovina foi multidroga-resistente.
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Perfil de susceptibilidade antimicrobiana em isolados de P. aeruginosa
obtidos de amostras de carne bovina (%)
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Figura 18. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de P. aeruginosa isolados em amostras de

carne de gado bovino provenientes do Matadouro, cidade de Maputo.

Os 20 isolados de P. aeruginosa obtidos em amostras de carcaca de frango, mostraram altas taxas
de resisténcia para ceftazidima, sulfametoxazol-trimetoprima e ertapenem 20 (100%), 14 (70%)
piperacilina-tazobactam e 11 (55%) ciprofloxacina. Adicionalmente, observamos a mesma taxa de
isolados de P. aeruginosa sensiveis e ndo susceptiveis para amicacina e gentamicina 10 (50%)
(Figura 19).

Todos os 20 (100%) isolados de P. aeruginosa obtidos de amostras de carcaca de frango foram

multidroga-resistente.
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Figura 19. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de P. aeruginosa isolados em amostras de

carcaca de frango provenientes do mercado Fajardo, cidade de Maputo.
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Os 4 isolados de P. aeruginosa obtidos em amostras de fezes de frango, mostraram alta taxa de
resisténcia para ceftazidima e sulfametoxazol-trimetoprima 4 (100%), ertapenem 3 (75%) e
piperacilina-tazobactam 2 (50%). Todos os isolados de P. aeruginosa 4 (100%) foram sensiveis
para amicacina e gentamicina (Figura 20).

Todos os 4 (100%) isolados de P. aeruginosa obtidos de amostras de fezes de frango foram

multidroga-resistente.
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Figura 20. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de P. aeruginosa isolados em amostras de

fezes de frango provenientes do mercado Fajardo, cidade de Maputo.

10.4. Deteccao dos genes de resisténcia blactx-m, blatem e blasnv em isolados de Escherichia

coli e Klebsiella pneumoniae obtidos de amostras de origem humana e animal

A deteccdo dos genes de resisténcia para os antibidticos B-lactamicos (blactx-m, blatem € blashy),
apenas foi feita para isolados de E. coli e K. pneumoniae obtidos em amostras de hemocultura,

carne de gado bovino, carcaca e fezes de frango no presente estudo.

10.4.1.  Frequéncia dos genes de resisténcia blactx-m, blatem e blaswv em isolados de

Escherichia coli

Em ambos isolados de E. coli obtidos de hemocultura foi detectado o gene blarem € negativos para

0 gene blasnv. O gene blactx-m foi detectado em apenas um isolado (105H) (Tabela 14).
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Para os 20 isolados de E. coli obtidos de amostras de carne bovina provenientes do matadouro da
cidade de Maputo, foi detectado o gene blatem em 1 (5%) e todos os outros isolados foram

negativos para os genes blactx-m e blasnv (Tabela 14).

A deteccdo dos genes que codificam para B-lactamases em 20 isolados de E. coli obtidos de
carcacas de frango provenientes do mercado Fajardo, revelou a presenca do gene blartem 7/20
(35%) e todos foram negativos para 0s genes blactx-m € blasnv (Tabela 14).

No que concerne aos 20 isolados de E. coli obtidos de amostras de fezes de frango provenientes
do mercado Fajardo, ndo detectamos nenhum gene blasny. Entretanto, nos restantes isolados de E.
coli, detectamos o gene blactx-m em 2 (10%) isolados (41F e 31F) e o gene blatem em 4 (20%)

isolados. Todos os isolados foram negativos para o gene blasnyv (Tabela 14).

Os isolados de E. coli obtidos de hemocultura, carcagas e fezes de frango, apresentaram na sua
maioria o gene blarem 14 (22,6%), seguido de blactx-m 3 (4,8%), respectivamente.

A coexisténcia dos genes blactx-m e blatem apenas foi observada em 2/62 (3,2%) isolados de E.

coli obtidos de humanos (105H) e fezes de frangos (31F).

Os resultados do presente estudo mostram uma concordancia entre a resisténcia aos antibioticos
B-lactdmicos e a presenca dos determinantes de resisténcia para esta classe de antibi6ticos em
alguns isolados. Um total de 39/62 (62,9%) isolados de E. coli apesar de terem sido resistentes
para pelo menos uma classe de antibidticos p-lactamicos, nenhum gene dos trés testados (blactx-

m, blatem e blasnv) foi detectado, sugerindo a presenca de outros mecanismos de resisténcia.

51



Tabela 14. Perfil de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos e deteccdo dos determinantes blactx-

M, blatem e blasnv em E. coli provenientes de amostras de origem humana e animal.

Codigo de isolado de | Origem  (fonte) | Perfil de resisténcia aos pB- | Determinantes de resisténcia associados
E. coli do isolado lactadmicos ao0s B-lactamicos detectados
blacTx-m blatem blaskv
101H Humana AMP-AMC-CRO-CAZ-FEP-IPM- | - + -
105H Humana MEM-ETP + + -
Sub-total n genes 1/2 (50%) 2/2 (100%) 0%
detectados
22B, 39B, 51B, 54B, | Gado bovino AMP-AMC - - -
60B, 67B, 71B, 76B e
77B
24B,37B e 47B Gado bovino AMP - - -
57B, 61B, 65B, 66B, | Gado bovino AMP-AMC-CRO-CAZ-FEP - - -
68B e 78B
70B Gado bovino AMP-AMC-CRO-CAZ - - -
79B Gado bovino AMP-AMC-CRO-CAZ-FEP - + -
Sub-total n genes 0% 1/20 (5%) 0%
detectados
55C, 67C, 69C, 70C | Carcaga de frango | AMP-AMC - - _
56C, 58C, 61C, 63C e | Carcaga de frango | AMP-AMC - 4 -
81C
66C Carcaca de frango | CRO - - -
71C e 79C Carcaca de frango | AMP-AMC-CRO-CAZ - + -
72C e 75C Carcaca de frango | AMP-AMC-CRO-CAZ - - -
85C Carcaca de frango | AMP-AMC-CRO-CAZ-FEP - - -
59C, 60C, 64C, 65C e | Carcaga de frango | - - - -
68C
Sub-total n genes 0% 7/20 (35%) 0%
detectados
97F Fezes de frango AMP-AMC-CRO-CAZ-FEP -IPM | - - -
117F, 123F e 20F Fezes de frango AMP-AMC-CRO-CAZ - - -
118F e 142F Fezes de frango AMP-AMC - - -
1F e 129F Fezes de frango AMP-AMC-CRO-CAZ-FEP - + -
148F Fezes de frango AMP-AMC - + -
180F Fezes de frango AMP-CRO-CAZ-IPM-MEM-ETP | - - -
Fezes de frango AMP-AMC-CRO-CAZ-IPM- - - -
192F e 200F MEM-ETP
14F Fezes de frango AMP-AMC-CRO-CAZ + - -
31F Fezes de frango AMP-AMC F + -
70F Fezes de frango AMP - - -
79F e 91F Fezes de frango AMP-CRO-CAZ-FEP - - -
194F, 223F e 85F Fezes de frango - - - i
Sub-total n(%o) 2/20 (10%) 4/20 (20%) 0%
genes detectados
Total n(%) dos genes detectados 3/62 (4,8%) 14/62 (22,6%) | 0

Legenda: (-) negativo e (+) positivo; Antibidticos: AMP-Ampicilina, AMC-Amoxicilina-acido clavulanico, CRO-

Ceftriaxona, CAZ-Ceftazidima, FEP-Cefepima, IPM-Imipenem, MEM-Meropenem e ETP-Ertapenem.
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10.4.2.  Frequéncia dos genes de resisténcia blactx-m, blatem e blasiv em K. pneumoniae

Do total de 19 isolados de K. pneumoniae provenientes de amostras humanas, incluidos no estudo,
a maioria 18 (94,7%) apresentou os trés genes de resisténcia aos antibioticos B-lactamicos
enquanto 2 isolados (83H e 87H) foram positivos apenas para (blatem € blasnv) e (blactx-m €

blasnv), respectivamente (Tabela 15).

Entretanto, do total de 14 isolados de K. pneumoniae provenientes de amostras de carne de gado
bovino, incluidos no estudo, detectamos o gene blaswv em 7 (50%) isolados e todos foram

negativos para os genes blacrx-m € blarem (Tabela 15).

Para os 15 isolados de K. pneumoniae provenientes de carcacas de frango, o gene blarem foi
detectado em 5 (33,3%) estirpes e 0 gene blasnv em 10 (66,7%) estirpes, e todas foram negativos

para o gene blactx-m (Tabela 15).

Do total de 5 isolados de K. pneumoniae obtidos de amostras de fezes de frango foi detectado o
gene blatem em 4 (80%) estirpes e blasyv em todas as 5 (100%) estirpes. Todos os isolados foram

negativos para o gene blactx-m (Tabela 15).

Os isolados de K. pneumoniae obtidos de hemocultura, gado bovino, carcacas e fezes de frango,
apresentaram na sua maioria 0 gene blasnyv 41 (77,4%), seguido de blatem 27 (50,9%),

respectivamente.

A coexisténcia dos genes blatem e blasnv apenas foi observada em 1/19 (5,3%) isolado de K.
pneumoniae obtido de humanos, 4/15 (26,6%) obtidos de carcaca de frango e 4/5 (80%) obtidos
de fezes de frango. A coexisténcia dos trés genes blactx-m, blatem e blaskv foi observada em 17/19
(89,5%) isolados de K. pneumoniae em amostras humanas.

Os resultados da caracterizacdo molecular dos determinantes de resisténcia aos antibioticos B-
lactdmicos em isolados de K. pneumoniae mostram uma concordancia com o perfil fenotipico para
esta classe de antibidticos com a excepc¢édo do isolado (369BK), que ndo foi resistente a nenhum
antibiotico B-lactamico, mas foi detectado o gene blasnv. Todavia, um total de 11/53 (20,7%)
isolados de K. pneumoniae apesar de terem sido resistentes a pelo menos uma classe de antibiéticos

B-lactdmicos, nenhum gene dos trés testados (blactx-m, blatem e blasnv) foi detectado.
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Tabela 15. Frequéncia dos determinantes de resisténcia antibidticos B-lactamicos em K.

pneumoniae provenientes de amostras de origem humana e animal.

Codigo de isolado de | Origem Perfil de resisténcia aos PB- | Determinantes de resisténcia associados aos f
K. pneumoniae (fonte) do | lactédmicos —lactamicos

isolado blactx-m blatem blasnv
76H, 78H, 80H, 82H, | Humana AMP-AMC-CRO-CAZ-FEP + + +
84H, 85H, 86H, 88H,
89H, 92H, 95H, 97H e
99H
83H Humana AMP-AMC-CRO-CAZ-FEP-IPM- | - + +

MEM-ETP
87H Humana AMP-AMC-CRO + - +
77H, 79H e 96H Humana AMP-AMC-CRO-CAZ-FEP-IPM- | + + +
MEM-ETP

98H Humana AMP-CRO-CAZ-FEP + + +
Sub-total n genes 18/19 (94,7%) | 18/19 19/19 (100%)
detectados (94,7%)
369BK Gado bovino Nenhum - - +
374BK, 383BK e | Gado bovino AMP-AMC-IPM-MEM-ETP - - -
401BK
375BK, 376BK, | Gado bovino AMP-AMC - - +
384BK e 405BK
378BK, 393BK e | Gado bovino AMP-AMC - - -
397BK
395BK Gado bovino AMP - - -
380BK e 398BK Gado bovino AMP - - +
Sub-total n genes 0% 0% 7/14 (50%)
detectados

Carcaca de | AMP-AMC-CRO-CAZ-FEP-IPM- | - + +
91CK frango MEM-ETP
92CK, 108CK e | Carcaca de | AMP-AMC - - +
109CK frango
93CK, 103CK e | Carcaca de | AMP-AMC - - -
104CK frango

Carcaga de | AMP-AMC-CRO-CAZ-FEP-IPM- | - - -
94CK frango MEM-ETP
96CK, 106CK e | Carcaca de | AMP-AMC - 1 +
107CK frango

Carcaga de | AMP-AMC-CRO-CAZ-FEP-IPM- | - - +
100CK frango MEM-ETP

Carcaca de | AMP-AMC - 1 -
282CK frango

Carcaca de | AMP-AMC-CRO-CAZ-FEP - - +
283CK e 284CK frango
Sub-total n genes 0% 5/15 (33,3%) | 10/15
detectados (66,6%)

Fezes de | AMP-AMC - - +
167FK frango
173FK, 283FK, 284FK | Fezes de | AMP-AMC - + +
e 40FK frango
Sub-total n genes 0% 4/5 (80%) 5/5 (100%)
detectados
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0% 27/53 41/53
Total n(%) genes detectados (50,9%) (77,4%)

Legenda: (-) negativo e (+) positivo; Antibiéticos: AMP-Ampicilina, AMC-Amoxicilina-4cido clavulanico, CRO-
Ceftriaxona, CAZ-Ceftazidima, FEP-Cefepima, IPM-Imipenem, MEM-Meropenem e ETP-Ertapenem.

10.5. Comparacéo do perfil de susceptibilidade aos antibidticos em isolados provenientes de

fontes humanas e animais

Os isolados de E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa provenientes de amostras de fontes humanas
e animais apresentaram elevadas frequéncias de resisténcia para a maioria dos antibidticos
testados. Na tabela abaixo (Tabela 16), apresenta-se a comparacdo das frequéncias de
susceptibilidade aos antibio6ticos das trés espécies incluidas no estudo, onde se observa elevadas
frequéncias de resisténcia de isolados de origem humana relativamente aos isolados de origem
animal. Relativamente aos isolados de origem animal, as baixas frequéncias de resisténcia foram
observadas em E. coli e P. aeruginosa, principalmente para antibiéticos carbapenémicos e
aminoglicosideos, respectivamente, destacados com a cor cinzenta na Tabela 16. Os isolados das
trés espécies obtidas de frangos tanto da carcaca assim como das fezes apresentaram a mesma
tendéncia de resisténcia (altas frequéncias) para os diferentes antibidticos.

Tabela 16. Comparacdo do perfil de resisténcia antimicrobiana em isolados provenientes de

amostras de origem humana e animal.

Classes de | Perfil de resisténcia antimicrobiana
antibigticos Fonte humana Fonte animal
E. coli (%) | K. P. E. coli (%) | K. P. aeruginosa
pneumoniae | aeruginosa pneumoniae | (%)
(%) (%) (%)
Aminoglicosideos | 100 42 a79 100 Ch: 20 Ch:35a80 |Ch:10
Cf:5a25 |Cf:60a86,7 | Cf:5
Ff. 75 Ff: 60 Ff: 0
Carbapenémicos | 100 21 100 Ch:5 Ch: 15 Ch: 95
Cf:5 Cf: 20 Cf: 100
Ff: 20 Ff: 60 Ff: 100
Cefalosporinas 100 94,7 100 Cb: 35 a|Ch:15 Ch: 95
40 Cf: 33,3 Cf: 100
Cf: 10a30 | Ff: 60 Ff: 100
Ff: 35a 60
Fluoroquinolonas | 100 94,7 100 Ch: 25 Ch: 95 Ch: 80
Cf: 100 Cf: 100 Cf: 55
Ff: 85 Ff: 100 Ff: 50
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Macrolideos 100 100 100 Ch: 40 Ch: 95 Nao testado
Cf: 50 Cf: 100
Ff: 75 Ff: 100
Penicilinas 100 94,7 a100 100 Cb: 95 a| Ch:70a95 Ch:5
100 Cf: 100 Cf: 70
Cf: 70 Ff: 100 Ff: 50
Ff: 65a85
Sulfonamidas 100 100 100 Ch: 25 Ch: 20 Chb: 100
Cf: 85 Cf: 80 Cf: 100
Ff: 85 Ff: 100 Ff: 100
Tetraciclinas 100 84 100 Ch: 20 Ch: 20 Nao testado
Cf: 80 Cf: 100
Ff: 85 Ff: 100

Legenda: Cb-carne bovina, Cf-carcaca de frango e Ff- fezes de frango.
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11. Discussao

11.1.  Espécies de bactérias Gram-negativas isoladas em amostras de origem humana e

animal

No presente estudo foi identificada alta frequéncia de K. pneumoniae (68,6%) em placas de
hemocultura que podem estar associadas a infec¢bes invasivas. Outras espécies de BGN
identificadas, incluem E. coli (5,7%), P. aeruginosa (2,9%), Erwinia spp. (5,7%), Serratia
odorifera (2,9%), Serratia lifaciences (2,9%), A. baumanii (2,9%), E. cloacae (5,7%) e Kluyvera
spp. (2,9%), sendo que estas Ultimas 6 espécies ndo foram analisadas no presente estudo. A maioria
de isolados de BGN foi obtida de pacientes do sexo feminino (63%), com idade superior a 18 anos
(37%) internados nos Departamentos de Medicina e Pediatria com 285% e 54,3%,

respectivamente.

Estudos anteriores sobre infeccdes hospitalares realizados no Hospital Central de Maputo (HCM),
sdo consistentes com os resultados obtidos no presente estudo, tendo reportado Klebsiella spp.
(34,7%), E. coli (31,5%) e Proteus spp. (10%), em pacientes internados provenientes dos
Departamentos de Pediatria e Medicina, 0 que mostra a importancia de K. pneumoniae e outras

BGN em infeccdes invasivas (Monteiro et al., 2015).

Estudo realizado por Mahaluca et al. (2019) em pacientes pediatricos e adultos do HCM, reportou
maior prevaléncia de K. pneumoniae (43%) e apenas 15% para E. coli no Departamento de
Pediatria. Adicionalmente, na mesma unidade hospitalar realizou-se um outro estudo que incluiu
amostras de infecgdes nosocominais, tendo observado K. pneumoniae em 7%, E. coli em 20% e
Pseudomonas spp. em 15% das amostras analisadas. K. pneumoniae foi observada apenas em
16% de isolados do Departamento de Pediatria (Sumbana et al., 2022). E, neste ultimo estudo, foi
reportada uma emergéncia de K. pneumoniae hipervirulenta em 36 isolados, principalmente nos
Departamentos de Pediatria e Medicina do HCM (Sumbana et al., 2023).

Um estudo realizado no Hospital Distrital da Manhica a ~90 Km da cidade de Maputo, que
analisou infeccOes bacterianas, observou uma frequéncia de Klebsiella spp. (2,1%, 88/4270) e
destes, 72,7% foram positivos para K. pneumoniae (Massinga et al., 2021), evidenciando que K.

pneumoniae € um agente importante de infec¢des invasivas no pais.
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Na Africa Subsaariana, um estudo sobre infecges invasivas realizado em oito hospitais, reportou
44,8% de infeccbes em neonatos e criangas causadas por K. pneumoniae e 25,5% por E. coli (Aiken
et al.,, 2023). Um outro estudo recente de revisdo sistematica e meta-analise das infec¢des
bacterianas invasivas na Africa Subsaariana revelou Klebsiella spp. e E. coli como agentes

patogénicos mais frequentes (Mduma et al., 2022).

Nas amostras de fontes animais (carnes bovinas, carcagas e fezes de frango), espécies de E. coli,
K. pneumoniae e P. aeruginosa foram identificadas com frequéncias que variaram de 13,8% a
69%, demonstrando a probabilidade de contaminacéo por estes isolados. Todavia, outras espécies
de BGN identificadas incluem, K. oxytoca, R. ornithinolytica, E. aerogenes, E. cloacae, P. luteola
e Cronobacter spp. com baixas frequéncias que variaram de 1,6 a 8,3%. Tendo sido E. coli a
espécie predominante em todas as amostras analisadas, espécie esta que faz parte da microbiota

destes animais.

A presenca de espécies de bactérias, principalmente a E. coli em fontes animais incluindo
alimentos de origem animal, tem sido reportada em varios paises, e destaca-se pela sua
contribuicdo na ocorréncia de infecgdes zoonoticas, tais como enterite, infeccdo enterohemoréagica
e Salmonellose (Abdel-Rahman, 2020). O que é consubstanciado pelo estudo realizado por
Mupfunya et al. (2021) na vizinha Africa do Sul.

Os resultados que tendem a ser semelhantes aos nossos foram obtidos num estudo conduzido por
Mensah et al. (2022), em Gana, onde 75 amostras de fontes animais (25 de carne de frango e 50
de fezes de frango) foram analisadas. Neste estudo reportou-se a presenca de 32% (8) isolados de

E. coli na carne de frango e 56,2% (28) nas fezes de frango.

Estudo similar em ambientes de aves e carnes a retalho desenvolvido na Nigéria, colheu 138
amostras, das quais, 86 amostras eram de carnes (bovina e frango) e 52 de fezes de frango, e
constatou a presenca de 43,5% (47) isolados de E. coli em amostras de carnes (bovina e frango),
15,7% (17) isolados de E. coli em amostras de fezes de frango e 32,3% (20) isolados de K.
pneumoniae em amostras de carnes (bovina e frango) e 37,5% (24) de K. pneumoniae em amostras

de fezes (Nsofor et al., 2022), mostrando que estes agentes sao comuns em fontes animais.
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Ainda na Nigéria, o estudo sobre contaminacdo bacteriana em carnes para consumo, incluiu 46
amostras de gado bovino e reportou 8% de E. coli, 5,3% de K. pneumoniae e 2% de P. aeruginosa
(Iroha et al., 2010). Adicionalmente, outro estudo sobre contaminagéo bacteriana em carnes para
consumo realizado em Gana, incluiu 32 amostras de carne de bovino, tendo reportado E. coli
(30,5%), K. pneumoniae (22,2%) e P. luteola (50%) (Baah et al., 2022), demonstrando que estas

espécies sdo comumente encontradas em fontes de carnes bovinas.

Na Africa do Sul, um estudo analisou amostras de fezes de frango de corte, e constatou a presenca
de E. coli (60,7%, 91/140), P. aeruginosa (22,5%, 26/140) e K. pneumoniae (16,7%, 23/140)
(Ramatla et al., 2024). E. coli e K. pneumoniae constituem a microbiota normal do
tratogastrointestinal dos animais, podendo gerar um risco potencial para a salde humana através

do consumo de alimentos contaminados (Ribeiro et al., 2024).

O estudo realizado na Costa de Marfim em 2019, em amostras de carne de gado bovino (93), e
amostras de peixe fresco e defumado (60), identificou um total de 60,8% (93/153) isolados de P.

aeruginosa (Benie et al., 2019).

Entretanto, em outro pais de baixa e média renda concretamente no Irdo, realizou um estudo que
colheu 550 amostras de carne de gado bovino no matadouro, onde reportou 7,42% de isolados de

P. aeruginosa (Poursina et al., 2023).

Embora estudos sobre infec¢Oes bacterianas e resisténcia aos antimicrobiana em fontes animais
sejam escassos em Mocambique, um estudo recente sobre analise gendmica de resisténcia
antibidtica em quatro pequenas fazendas, reportou 25 isolados de E. coli provenientes de amostras
de fezes de gado bovino (Taviani et al., 2021), mostrando a necessidade de vigilancia continua

para o controlo da disseminacdo das estirpes resistentes.

Os agentes patogénicos bacterianos zoono6ticos de origem alimentar sdo as principais causas de
doenca humana, com um grande peso nos paises de baixa e média renda incluindo Mocambique.
As especies de S. aureus, Salmonella, Campylobacter, L. monocytogenes e E. coli sdo 0s agentes
patogénicos bacterianos comuns associados aos alimentos de origem animal, pois podem entrar na
cadeia alimentar desde a producéo de alimentos para animais até ao consumo final de produtos
(Abebe et al., 2020).
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Apesar de existirem relatos sobre a prevaléncia de bactérias zoonoticas de origem alimentar
associados a surtos, 0o peso destes agentes patogénicos ainda ndo é bem conhecido em

Mocambique, havendo necessidade de realizacdo de mais estudos (Abebe et al., 2020).

11.2.  Perfil de susceptibilidade aos antibidticos de bactérias Gram-negativas de origem

humana

Os isolados de E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa obtidos de amostras de hemocultura
mostraram altas frequéncias de resisténcias para todos os antibidticos testados, principalmente para
aqueles da 12 linha (cefalosporinas, penicilinas, fluoroquinolonas, aminoglicosideos, sulfonamidas
e tetraciclinas) usados para o tratamento de infecc¢des variando de 79% e 100%. Todavia, as altas
frequéncias de sensibilidade foram observadas para imipenem, meropenem e ertapenem (73,7%).

Os resultados reportados no presente estudo sdo consistentes com estudos anteriores realizados no
HCM no qual foram analisadas 813 isolados de enterobacteriaceas e reportou-se altas taxa de
resisténcia para amoxicilina, ceftazidima, gentamicina e nitrofurantoina em pacientes internados
(Monteiro et al., 2015).

Adicionalmente, o outro estudo realizado no HCM em pacientes pediatricos e adultos, observou
que 15% (7/48) de isolados de E. coli foram 100% resistentes para ampicilina, amicacina e
cotrimoxazole em pacientes pediatricos e 22% (6/27) foram resistentes a ceftazidima, ceftriaxona,
gentamicina e ciprofloxacina em pacientes adultos. Ainda no mesmo estudo, constatou-se que 43%
(20/48) de isolados de K. pneumoniae foram resistentes para amicacina (22,3%) e imipenem
(7,1%) em pacientes pediatricos, e 15% (4/27) foram 100% resistentes para ampicilina,
ceftriaxona, e cotrimoxazole em pacientes adultos (Mahaluga et al., 2019), constituindo uma maior
preocupacdo para a saude porque alguns antibioticos (cefepima, amicacina e imipenem) sdo

considerados de reserva para o tratamento de infec¢cbes multidroga-resistentes.

O estudo sobre etiologia de infecgcOes invasivas em Mocambique desenvolvido no HCM, observou
altas frequéncias de resisténcia de K. pneumoniae, sendo 82,8% (29/35) resistentes para
amoxicilina-acido clavuléanico, 77% (27/35) para cefotaxima, ceftazidima e sulfametoxazol-
trimetoprima, 74,3% (26/35) para gentamicina, 71,4% (25/35) para piperaciclina-tazobactam e
ciprofloxacina, e apresentou sensibilidade para os carbapenémicos e amicacina, entretanto, um
total de 80% (28/35) foi multidroga-resistente (Sumbana et al., 2023).
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Ainda no HCM, um estudo que incluiu 8 isolados de P. aeruginosa, constatou 38% dos isolados
resistentes para amicacina, imipenem e ciprofloxacina e 63% foram resistentes a gentamicina e

cefepima, com um total de 37,5% multidroga-resistentes (Manjate, 2023).

No Hospital Distrital da Manhica a ~90 Km de Maputo, um estudo realizado incluindo infec¢bes
bacterianas em criancas, observou também altas frequéncias de resisténcia de Klebsiella spp. para
amoxicilina-4cido clavuléanico (51,4%), ceftriaxona (53,1%), gentamicina (54,1%) e ampicilina
(92,7%), e um total de 66,7% foi multidroga-resistente (Massinga et al., 2021).

As altas frequéncias de resisténcia de BGN principalmente para penicilinas, cefalosporinas
fluoroquinolonas, aminoglicosideos, sulfonamidas e tetraciclinas observadas no presente estudo

podem contribuir para 0 aumento de morbidade e mortalidade no HCM (Sumbana et al., 2023).

As causas de aumento de resisténcia antimicrobiana, incluem o uso excessivo e descontrolado de
antibioticos que potenciam o desenvolvimento e a propagacao de genes de resisténcia, havendo
necessidade da implementacdo de medidas adequadas de controlo de infeccGes em contextos de

cuidados de satde para reduzir a emergéncia de resisténcia antimicrobiana (Sumbana et al., 2023).

A falta do conhecimento sobre o uso correcto de antibidticos pode contribuir para 0 aumento da
resisténcia antimicrobiana, tanto que, o estudo realizado em Maputo sobre o conhecimento,
atitudes e préaticas das comunidades na utilizacdo de antibiGticos na Africa Subsariaana,
demonstrou que mais da metade dos participantes tinham conhecimentos insuficientes e que 20,9%
afirmaram ter comprado antibidticos ndo prescritos (Mate et al., 2019).

Em Mocambique ndo existe uma regulamentacdo especifica sobre antibi6ticos, no entanto, 0s
profissionais de salide ndo estdo autorizados a dispensar antibidticos sem receita médica (Cambaco
et al., 2020). Entretanto, um estudo recente realizado no distrito da Manhica, provincia de Maputo,
referiu que os antibioticos constituiam 20% dos medicamentos frequentemente adquiridos pelos
consumidores mesmo possuindo conhecimento limitado sobre o seu uso de antibioticos (Cambaco
et al., 2020).

O estudo sobre a auto-medicacdo realizado em Maputo, constatou que 1/5 dos inquiridos tinha
utilizado antibioticos no més anterior ao inquérito, sendo que na maioria dos casos, 0s antibioticos
foram receitados por um profissional de salde e cerca de 26% dos casos 0s inquiridos seguiram o

conselho de familiares ou vizinhos (Rodrigues, 2020).
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11.3. Perfil de susceptibilidade aos antibioticos de bactérias Gram-negativas de origem

animal

No presente estudo, os isolados de E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa obtidos de amostras de
origem animal mostraram também altas frequéncias de resisténcias para todos os antibioticos
testados principalmente para penicilinas, aminoglicosideos, tetraciclinas, sulfonamidas,
fluoroquinolonas e macrolideos variando de 20% a 100%. Contudo, os antibioticos da classe dos

carbapenémicos e cefalosporinas apresentaram maior eficécia, variando de 40% a 100%.

Os resultados reportados no presente estudo sdo consistentes com um estudo realizado nos
mercados em Gana, que incluiu amostras de carnes, 97,8% (88/90) de carne de gado bovino e
94,4% (85/90) de carne de frango, tendo reportado elevadas frequéncias de resisténcia em isolados
de E. coli para ampicilina (81,3%), sulfametoxazol-trimetoprima (26,3%) e amoxicilina-acido
clavulanico (25,2%). Adicionalmente, 94,4% de K. pneumoniae foram resistentes para ampicilina

e 27,8% para sulfametoxazol-trimetoprima (Baah et al., 2022).

Em Uganda, o estudo realizado em comunidade de pastores com amostras de fezes de gado
observou-se altas frequéncias de resisténcia de E. coli para ampicilina (85%), amoxicilina-acido
clavulanico (60%), e 82% de K. pneumoniae resistente para amoxicilina-acido clavulanico
(Iramiot et al., 2020).

O desenvolvimento de estudo que incluiu isolados de E. coli obtidos em amostras de carne e fezes
de frango em Gana, observou em amostras de carne de frango alta frequéncia de resisténcia para
tetraciclina e ampicilina (62,5%), cotrimoxazol (37,5%), ceftazidima (25%) e ciprofloxacina
(12,5%), e em amostras de fezes de frango a alta frequéncia de resisténcia foi observada para
tetraciclina (82,1%), ampicilina (78,6%), cotrimoxazol (67,9%), ciprofloxacina (53,6%) e
ceftazidima (7,1%), sendo que um total de 62,5% e 57,1% foi multidroga-resistente (Mensah et
al., 2022).

A analise feita em amostras de frango de corte no Egipto, reportou a presenca de 35% de K.
pneumoniae, e destes 15% foram resistentes a carbapenémicos contrariamente aos resultados
obtidos no presente estudo (Hamza et al., 2016), sugerindo a continua vigilancia da resisténcia da

antimicrobiana.
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O perfil de susceptibilidade aos antibidticos de P. aeruginosa obtidos de fontes animais reportado
no presente estudo, é similar ao observado em estudos anteriormente realizados na Costa do
Marfim em amostras de carne de gado bovino, onde observou-se altas frequéncias de resisténcia

para ciprofloxacina (42,6%), piperaciclina (39,2%) e ceftazidima (22,8%) (Benie et al., 2019).

O estudo realizado em Matadouro no Irdo em amostras de carne de gado bovino também observou
elevadas frequéncias de resisténcia para gentamicina (65,9%) em isolados de P. aeruginosa
(Poursina et al., 2022).

Contrariamente aos resultados reportados no presente trabalho, o estudo realizado em lojas de
retalho na Arabia Saudita, identificou isolados de Pseudomonas spp. (69) em diversos tipos de
carne de frango e observou elevadas frequéncias de sensibilidade de 98,6% para ceftazidima,

86,9% para gentamicina e 82,2% para amicacina (Elbehiry et al., 2022).

Na Africa do Sul, a pesquisa desenvolvida em matadouro, contrariamente aos resultados
reportados no presente estudo, observou em amostras de carne gado bovino baixa frequéncia de
resisténcia E. coli, para amoxicilina (8%) e a gentamicina (100%) (Mupfunya et al., 2021). Este
resultado, pode estar relacionado com facto do governo sul-africano através da Lei 36 de 1947,
regular a importacgdo e prever o registo de fertilizantes, rac¢Bes agricolas, plantas esterilizantes e
remédios, evitando a venda livre de antimicrobianos para o uso na producdo animal (Mupfunya et
al., 2021).

Entretanto, estudos sobre resisténcia bacteriana em fontes animais tém sido pouco descritos em
Mocambique. Porém, um estudo sobre frangos importados e locais, observou resisténcia de
isolados de E. coli e outras BGN para ampicilina (100%), ceftriaxona (89%), gentamicina e
sulfametoxazole-trimetoprima (78%), ciprofloxacina (70%), ceftazidima (67%) e amoxicilina-
acido clavulanico (22%), e um total de 70,4% isolados foi multidroga resistente (Faife et al., 2020),
constituindo um problema para a saude publica. O uso de antibidticos como promotores de
crescimento, profilaxia e metafilaxia, além do tratamento de infec¢Ges em animais de alimentacéo,
acelera o aumento de frequéncias de resisténcia e disseminacdo de bactérias resistentes a
antibidticos. Estes antibioticos tem sido reportados em Africa, podendo haver transmissdo que

pode chegar aos humanos através de zoonoses e alimentos (Faife et al., 2020).
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Em Mocambique, o estudo sobre a resisténcia antimicrobiana na cadeia de abastecimento de carne
de frango de corte, apesar de nao ter identificado nenhuma espéecie de BGN incluida no presente
estudo, reportou 24 isolados de Campylobacter spp., dos quais 19 apresentaram elevadas
frequéncias de resisténcia a pelo menos 6 antibioticos de 4 classes diferentes, tetraciclinas (100%
resistentes a tetraciclina e 95,8% resistentes a doxiclina), os p-lactamicos (91,7% resistentes a
penicilina) e os macrélidos (87,5% resistentes a eritromicina) (Matsimbe et al., 2021), sugerindo

a emergéncia de espécies de BGN resistentes.

Os isolados de E. coli e P. aeruginosa de amostras de fonte animal neste estudo, apresentaram
baixas frequéncias de resisténcia a duas classes de antibidticos (carbapenémicos e
aminoglicosideos). Este facto pode ser justificado pelo acesso limitado dos criadores e agricultores
a estes antibidticos considerados de reserva na medicina humana e produgdo animal (MISAU,
2017; Figuié et al., 2021). E também pelo facto de alguns antimicrobianos como as penicilinas
(amoxicilina, penicilina procaina e benzatinica) e tetraciclinas (doxiciclina) serem usados em
animais em Mocambique (GARP, 2015).

O consumo persistente de produtos de origem animal com residuos de antibio6ticos pode conferir
resisténcia a microflora normal intestinal, desenvolvendo resisténcia. Além disso, alguns
microorganismos comensais podem, em alguns casos, tornar-se agentes patogénicos oportunistas
causando doencas graves e potencialmente fatais em individuos imunocomprometidos, havendo

necessidade de gestdo e uso adequado de antimicrobiano (Odey et al., 2024).

O uso inadequado de antibi6ticos, resultante da falta de medidas de controlo rigorosas para a
compra e administracdo de antibidticos por parte dos agricultores e/ou criadores sem qualquer
prescricdo ou supervisdo veterindria pode justificar as elevadas frequéncias de resisténcia

observadas no estudo (Mugwaneza et al., 2024).

11.4. Perfil de susceptibilidade aos antibioticos B-lactdmicos e 0s respectivos mecanismos

de resisténcia detectados em amostras de origem humana e animal

A deteccdo dos genes de resisténcia aos antibioticos no presente estudo apenas foi feita para E.
coli e K. pneumoniae, tendo sido observado altas frequéncias de resisténcias aos antibidticos -

lactamicos e observou-se consisténcia com os genes testados (blactx-m, blatem e blasnv),
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sobretudo nas fontes humanas. Os genes blactx-m € blarem (50% e 100%), foram os principais
mecanismos de resisténcia detectados em estirpes de E. coli, enquanto, em K. pneumoniae, o gene

blasnv constituiu o principal mecanismo (100%).

Os resultados reportados no presente estudo séo consistentes com um estudo realizado no HCM
sobre bactérias multi-droga resistentes a ESBL, em que constatou que no total de 75 isolados de
E. coli, 77% (58) foi positivo para blactx-m, 52% (39/75) para blasnv e 1% (1/75) para o gene
blatem (Estaleva et al., 2019). Adicionalmente, outro estudo realizado no HCM sobre infeccOes
extraintestinais, constatou que todos os isolados de E. coli resistentes a cefotaxima e ceftazidima,
67% (16/24) foi positivo para blactx-m (Santona et al., 2022).

O estudo sobre as infeccdes bacterianas no Hospital Distrital da Manhica, desenvolvido por
Massinga et al., (2021) também reportaram isolados de K. pneumoniae, blactx-m (55,6%, 5/9),
blatem (9,1%, 2/22) e blasnv (50%, 3/6), mostrando a possivel presenca de diferentes mecanismos
de resisténcia antimicrobiana em estes isolados, e evidenciando a necessidade de uma continua
vigilancia no pais. Embora com uma ligeira diferenca, o mesmo foi encontrado por Tetteh et al.
(2024), no no Hospital Universitario de Tamale em Gana, que reportou que, tal como nos isolados
de K. pneumoniae 0s mecanismos de resisténcia aos antibioticos pB-lactdmicos, blatem (63%) e

blaskv (16%) também foram encontrados em isolados de E. coli.

Os isolados de E. coli e K. pneumoniae provenientes de origem animal também mostraram altas
frequéncias dos mecanismos de resisténcia aos antibioticos p-lactamicos testados, variando de
10% a 100%. Os genes blactx-v € blatem (10% e 35%), foram os principais mecanismos de
resisténcia detectados em estirpes de E. coli, enquanto que, em estirpes de K. pneumoniae 0s genes
blatem e blasny constituiram os principais mecanismos (33,3% a 100%), sugerindo a coexisténcia
destes determinantes de resisténcia em elemento genéticos moveis, incluindo plasmideos (Pan et
al., 2020). Uma andlise de plasmideos em isolados de E. coli produtora de ESBL, mostrou que as
espinhas dorsais de plasmideos em vérias linhagens apresentam uma semelhanca significativa e
podem ser quase idénticas entre animais como galinhas, bovinos e suinos, com semelhancas com

plasmideos isolados de seres humanos (Ribeiro et al., 2024).
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Na Tanzania, realizou-se um estudo em capoeiras de aves em amostras de carne de frango, e
detectou-se 39,5% de blactx-m e 15,8% de blarem em E. coli e K. pneumoniae (Kimera et al.,
2024).

Em matadouros na Africa do Sul, desenvolveu-se um estudo em amostras de fezes de frango de
corte, em que detectou-se altas frequéncias de blactx-m (60%) e blatem (20%) em E. coli, e em K.
pneumoniae foi detectado 50% blactx-m (Ramatla et al., 2024).

Em Africa, os genes ESBL mais comuns detectados em bactérias entre animais produtores de
alimentos sdo blactx-m, seguidos do blatem e blasnv e principalmente em E. coli (Faife et al.,
2020).

As BGN, incluindo E. coli e K. pneumoniae provenientes de fontes humanas e animais podem
actuar como reservatorio de genes de resisténcia a ESBL incluindo outros determinantes de
resisténcia, mostrando o papel da caracterizacdo molecular (Bastidas-Caldes et al., 2023).

A presenca de estirpes de E. coli e K. pneumoniae com mecanismos semelhantes de resisténcia
aos antibidticos B-lactamicos, pode evidenciar a circulacdo dessas estirpes em varias fontes,
necessitando de controlo das fontes de contaminacédo e de continua vigilancia molecular (Nsofor
et al., 2022).
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12.

Concluséao

Ap0s a realizacdo do estudo conclui-se o seguinte:

Os pacientes com suspeita de sepses causadas por bactérias Gram-negativas admitidas no
Hospital Central de Maputo foram na sua maioria do sexo feminino, com idade superior a
18 anos, seguida de neonatos e provenientes do Departamento de Medicina e Pediatria.
As espécies de E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa sdo bactérias Gram-negativas
comuns em placas de hemoculturas no Hospital Central de Maputo, Matadouro e do
Mercado Fajardo na cidade de Maputo.

Os isolados de E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa obtidos de humanos e animais
apresentam altas frequéncias de resisténcia aos antibiéticos usados como 12 linha para o
tratamento de infec¢cbes humanas (cefalosporinas, penicilinas, fluoroquinolonas,
aminoglicosideos, sulfonamidas e tetraciclinas) e sensibilidade para carbapenémicos,
considerados antibioticos de reserva.

A coexisténcia dos genes de resisténcia blactx-m e blatem constituem os principais
mecanismos de resisténcias aos B-lactamicos de amplo espectro em isolados de E. coli e
blatem e blasnv para isolados de K. pneumoniae.

Os isolados de E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa obtidos de fonte humana
apresentaram altas frequéncias de resisténcia relativamente e aos isolados obtidos de fonte

animal.
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13. Limitacdes
O estudo teve as seguintes limitagdes:

e Dados dos pacientes incompletos (como idade e departamento) ou ndo devidamente
preenchidos no livro de registo do Laboratdrio de Microbiologia do Hospital Central de
Maputo; e

e Numero reduzido de isolados viaveis de E. coli e P. aeruginosa (hemocultura) e K.

pneumoniae e P. aeruginosa nas amostras de origem animal (carcaca e fezes de frango).
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14. Recomendacbes
Com o presente estudo recomenda-se:
As entidades responsaveis pela medicina humana e animal e outros 6rgéos competentes:

a) Gestdo e uso adequado dos antimicrobianos na medicina humana e animal;
b) Controlo de infec¢cdes hospitalares e a continua vigilancia da resisténcia antimicrobiana no

contexto de saude Unica.
Aos investigadores:

a) Realizacdo de estudos semelhantes em outras partes do pais, visto que estudos com abordagem
salide Unica sdo escassos no pais;
b) Deteccdo de outros mecanismos de resisténcia através do sequenciamento do genoma

completo (WGS) de estirpes resistentes;
Aos criadores e trabalhadores dos matadouros e mercados formais:

a) Melhoria das condicbes de higiene durante a criacdo dos animais e também durante o

processamento de abate dos animais.
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16. Apéndice: Fichas de colheita de amostras de hemocultura, gado bovino e frangos

A) Ficha de colheita de amostras de hemocultura.

Proveniéncia:

Informacdes do paciente

Nome: Caodigo:

Idade: Género: F/ M Departamento:

Residéncia: Uso de antibidticos nos ultimos 15 | Suspeita clinica: Meningite
dias: Sim___ Nao___ Sem | Septicémia___ Pneumonia___
informacdo_ Outras:

Amostra de hemocultura (Placa de cultura)

Data de colheita:

Isolado bacteriano: Sim Néo Espécie bacteriana identificada:

Aspecto: Limpido__ Mucdide___ Circular___ Outros:

Cor: Rosa ___ Violeta _ Incolor___ Transparente_ Enegrecido  Castanha _ Verde
Outras:

B) Ficha de colheita de amostras de carcacas de gado bovino e frango.

Tipo de carcaca:

Gado bovino Frango
Proveniéncia:
Peso da carcaca: Cadigo:
Idade de abate:
Data de colheita: Uso de antibidticos: Sim__ Néo
Caso sim, quais?
a) ESBL
b) AmpC

c) Carbapenémicos
d) Sem informacdo de antibiotico(s) que usa

Aspecto: Macio Seco Aspero Mucoide  Duro__ Qutros:

Cor: Branca Vermelha Rosa Castanha Outras:

Partes do corpo colhidas: Perna_ Coxa Peito Pescoco_ Abddmen Outros:

Cheiro: Forte  Fraco Desagradavel Normal __ Outros:
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C) Ficha de colheita de amostras de fezes de frangos

Proveniéncia:

Informacg6es da amostra

Nr de bolo fecal colhido:

Cadigo:

Idade:

Amostra de fezes

Data de colheita:

Uso de antibidticos: Sim__ Nao
Caso sim, quais?
a) ESBL
b) AmpC
c) Carbapenémicos
d) Sem informacéo de antibiotico(s) que usa

Aspecto: Macio_ Seco_ Aspero__ Mucdide__ Duro___ Outros:

Cor: Verde  Vermelho  Rosa _ Castanho__ Outras:
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17. Anexos:

Anexo 1: Aprovacio Etica

Comprovativo da aprovacao ética do projecto intitulado “Perfil de Susceptibilidade e Detecgao

dos Mecanismos de Resisténcias aos Antibidticos beta-lactamicos em bactérias Gram-negativas

isoladas em amostras de animais e humanos na Cidade de Maputo entre Abril e Junho de 2023”.

Comité Institucional de Biod¢tica em Satde da HGM
Faculdade de Medicina/Hospilal Central de ~——
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* ~
N L T
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Protocolo de investigacio: Serm Versdo, de outubro de 2023
Consentimentos informadeos: Nao aplicivel

Ficha de recotha de dados: sem versio, sem data

Do estucko.

TITULO: Perfil de susceptibilidade e Detecgdo dos mecanismos de resisténcias aos antibioticos
beta-lactdmicos em Bactérias Gram-negativas isoladas em amostras de animais e humanos na
cidade de Maputo entre Abril e Junho de 2023
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Anexo 2: Aprovacéo Etica do Estudo Principal da Vigilancia Laboratorial de Resisténcia aos

Antibioticos no Hospital Central de Maputo

il N
}n:.-
-
REPUBLICA DE MOCAMBIQUE
MINISTERIO DA SAUDE

COMITE NACIONAL DE BIOETICA PARA A SAUDE
IRB00002657

Exmo Senhor
Dr. Darlenne Binti Kenga
Faculdade de Medicina

Ref:S01/CNBS/24 Data 13 de Setembro de 2024

Assunto: Renovagiio da aprovagiio do protocolo de estudo intitulado: “Relatdrio de vigildncia

laboratorial de resisténcia aos antibioticos no Hospital Central de Mapuio ™.

O Comité Nacional de Bioética para SaGde (CNBS), analisou o relatério de progresso do estudo
intitulado: “Relatdrio de vigilincia laboratorial de resisténcia aos antibioticos no Hospital Central
de Maputo™. ¢, sobre o mesmo, chegou & seguinte conclusdo:
Niio havendo nenhum inconveniente de ordem ética que impega a continuagio do estudo, o CNBS da
a sua devida aprovagio 2o estudo, salientando que:
e A presente aprovagio terd a validade de um ano, terminando esta a 13 de Setembro de 2025.
Os investigadores deverdio submeter o pedido de renovagdo da aprovagiio um més antes de
terminar o prazo.

e Qualquer alteragio a ser introduzida no Protocolo, incluindo os scus ancxos deve ser

submetida ao CNBS para aprovagio.

C.Postal: 264
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