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1 RESUMO

Os antibidticos vém sendo utilizados ha varios anos para o tratamento de diversas
doencas em humanos assim como em animais. Porém, com o passar dos anos, percebeu-
se que alguns antibioticos estavam a perder sua eficacia devido a capacidade que os
microrganismos adquiriram para resistir-lhes, o que resulta em mortes e em tratamentos
mais caros por se recorrer a uma segunda linha de medicamentos ou ainda pelo uso
prolongado dos mesmos. Pouco se sabe sobre a taxa de resisténcia a antibidticos na
pratica veterindria em Mocambique. O presente trabalho teve como objectivo avaliar a
sensibilidade a diferentes antibioticos da Escherichia coli isolada de fezes de bovinos
pertencentes a criadores de 8 localidades que se encontram em zonas proximas do Parque
Nacional de Maputo. Apds a colheita das amostras, procedeu-se ao isolamento das
bactérias em agar MacConkey e a identificacdo pela coloragdo de Gram e testes
bioquimicos. A sensibilidade da E. coli foi avaliada pelo método de difusdo em agar aos
antibiéticos amoxicicilina + &cido clavulanico, clorafenicol, oxitetraciclina e tetraciclina. De
novembro de 2022 a junho de 2023, foram colhidas e analisadas 120 amostras de fezes de
bovinos das quais obteve-se 114 culturas de Escherichia coli. Destas, 37 foram testadas
para a sensibilidade aos antibiéticos. A tetraciclina foi o antibidético mais eficaz (95%) e a
amoxicilina com acido clavulanico, o antibiético cujas bactérias mostraram maiorresisténcia
(8,1%). Segundo os criadores das localidades onde foram colhidas as amostras, a
amoxicilina € um dos antibi6éticos mais utilizados no tratamento dos animais, 0 que pode

explicar a elevada resisténcia das bactérias a esse antibiétco quando comparada a outros.



2 INTRODUCAO

Antibiéticos sdo medicamentos que actuam inibindo a multiplicacdo das bactérias,
destruindo suas paredes celulares e interferindo na sintese de proteinas essenciais 0 que

permite o controle e a eliminagéo de infec¢des (Rang et al., 2016).

Foi observado que as bactérias podiam tornar-se resistentes aos antimicrobianos e
estirpes resistentes emergiam logo apds a introducéo de novas drogas, realgcando a intima
relacdo entre o uso de antibiéticos e desenvolvimento de resisténcia. Este fenbmeno pode
ocorrer de forma intrinseca ou natural decorrente de um factor estrutural ou funcional,
associado com espécies bacterianas, um género ou mesmo um grande grupo, como € o
caso das bactérias gram-negativas que sao intrinsecamente resistentes aos glicopeptideos,
devido a sua membrana externa impermedavel a esses antibiéticos (Guardabassi e Kruse,
2010).

A resisténcia adquirida resulta de alteracdes genéticas no genoma bacteriano, que
podem ser uma consequéncia de mutacfes ao acaso ou ndo em genes proprios ou
aquisicao horizontal de genes exdgenos. As bactérias podem adquirir genes de resisténcia
pela captura de ADN (transformacéo), via bacteriéfagos (transducgdo) ou pela transferéncia
de célula para célula (conjugacdo). A conjugacdo € 0 mecanismo mais importante para a
transferéncia de genes de resisténcia devido ao seu vasto espectro de hospedeiros e a
localizacdo frequente de genes de resisténcia em elementos conjugativos como plasmideos
e transposons como é observado nas bactérias Gram-negativas. Em alguns casos, a
resisténcia pode também resultar da combinacao de eventos de mutagéo e de transferéncia
de genes tal como a resisténcia a cefalosporina devido a extensdo do espectro da -

lactamase (Guardabassi e Kruse, 2010).

O uso de antibitticos no tratamento ou prevencao de doencas nao € a Unica causa de
resisténcia aos antimicrobianos, pois para muitas bactérias patogénicas, os antimicrobianos
usados para trata-las e os genes que conferem resisténcia tém origens ambientais e alguns
genes de resisténcia importantes, como as beta-lactamases, tém milhdes de anos (Holmes
et al., 2016). A resisténcia antimicrobiana a uma ampla variedade de drogas foi
demonstrada em bactérias ambientais isoladas da era pré-antibitica, bem como de varios
locais (por exemplo, cavernas) livres de outras fontes de exposicdo a antimicrobianos
modernos. Por outro lado, a industria farmacéutica deposita altas concentracdes de
antimicrobianos nas aguas superficiais contribuindo para o desenvolvimento de resisténcia

aos antimicrobianos assim como a libertagdo para o ambiente dos constituintes de esgoto



humano e esterco de gado juntamente com bactérias fecais e genes de resisténcia (Finley
et al., 2013).

A Escherichia coli € uma espécie de bactérias pertencente a familia Enterobacteriaceae.
Séo bacilos Gram-negativos, de até 3 um de comprimento, méveis por flagelos peritriquios
e frequentemente fimbriada. Esta bactéria tem a capacidade de fermentar a lactose, reduzir
nitrato, é oxidase-negativo, catalase-positivo, anaerdbia facultativa e ndo forma esporos. E
encontrada naturalmente nos intestinos de animais de sangue quente e contamina a

vegetacdo, o solo e a agua (Quinn et al., 2007).

Quando cultivada no meio agar MacConkey fermenta a lactose e o meio ao redor fica
rosa devido a producéo de acido a partir da lactose. Em agar Eosina-azul de metileno [EMB
(Eosin-methylene blue)], ttm um brilho metalico. Nos testes IMVIC (produgé&o de indol, teste
do vermelho de metila, teste de Voges-Proskauer e utilizagdo do citrato) forma um grupo de
reac¢des bioquimicas usadas para diferenciar a E. coli de outros fermentadores de lactose
da familia das enterobactérias. A E. coli possui antigenos somaticos (O) que sao de
natureza lipopolissacaridica localizando-se na superficie da parede celular; flagelares (H) de
natureza protéica, e, por vezes, capsulares (K) que sdo compostos polissacarideos usados
para a sua serotipagem. A especificidade desses antigenos é determinada pelas cadeias
laterais de carbohidratos. As fimbrias (F), antigenos protéicos, agem como adesinas,

facilitando a aderéncia a superficies mucosas (Quinn et al., 2007).

A colonizag&o do trato intestinal de mamiferos por E. coli de fontes ambientais, ocorre
logo ap6s o0 nascimento e esta persiste como membro importante da microbiota normal do
intestino por toda a vida. Muitas linhagens de E. coli sdo de baixa viruléncia mas podem
causar infeccdes oportunistas em localizagéo extra-intestinal, como glandula maméaria e

trato urinario (Quinn et al., 2007).

O facto da E. coli ser habitante natural dos intestinos permite o contacto com diversos
antibidticos assim como outras bactérias do ambiente, 0 que resulta numa interacgado
constante e pode levar a resisténcia. Na Bélgica foi observado que a diminui¢cdo do uso de
antibidticos resultou na diminuicdo significativa da resisténcia da E. coli a diferentes

antibidticos em diversos animais de producéo (Callens et al., 2018).

Estudos sobre o uso de antibidticos nos animais em Mocgambique sdo limitados,
resultando na escassez de informacéo sobre a resisténcia a esses medicamentos. Os

dados disponiveis indicam que os antibioticos sdo frequentemente empregues como



promotores de crescimento em aves, enquanto em outros animais, sdo usados para tratar
doencas sem diagnaostico prévio, o que pode agravar a resisténcia bacteriana. Além disso, a
falta de conhecimento sobre o uso de antibibticos e leis eficazes para regulamentar seu
comércio e uso contribuem significativamente para o desenvolvimento da resisténcia
bacteriana (GARP, 2015).

Para lidar com a resisténcia antimicrobiana, a Food and Agriculture Organization (FAO,

2016) criou cinco pilares:

e Melhorar a conscientizacdo e compreensao da resisténcia antimicrobiana por meio
de comunicacao, educacéo e treinamento eficazes;

o Fortalecer o conhecimento e a base de evidéncias por meio de vigilancia e pesquisa;

o Reduzir a incidéncia de infeccbes por meio de saneamento, higiene e medidas
eficazes de prevencéo;

e Optimizar o uso de medicamentos antimicrobianos na satde humana e animal;

e Desenvolver o argumento econdmico para o investimento sustentavel que leve em
conta as necessidades de todos o0s paises e aumentar o investimento em novos

medicamentos, ferramentas de diagndstico, vacinas e outras intervengodes.

A produtividade é um factor muito importante para o desenvolvimento pecuério, sendo
importante que os animais estejam saudaveis e quando doentes tratados de forma

adequada de modo que se possam reproduzir e produzir carne de qualidade.

A interaccdo dos animais entre unidades de producdo e areas de conservacao pode
facilitar a propagacdo de genes de resisténcia bacteriana, representando uma ameaca
significativa a vida selvagem em reservas naturais e aos esfor¢cos de conservagdo. Além
disso, essa interacdo pode transferir genes de resisténcia entre animais selvagens e
domésticos. O problema da resisténcia antimicrobiana, especialmente por E. coli, esta
crescendo tanto em animais quanto em humanos, mas € menos documentado em infec¢des
animais. Esse vazio de pesquisa torna essencial este estudo, que visa compreender melhor
a situacao no pais e seu impacto na saude animal O presente trabalho teve como objectivo
avaliar a sensibilidade a diferentes antibiéticos da E. coli isolada de fezes bovinas
pertencentes a criadores localizados em zonas préximas da area de conservacao do
Parque Nacional de Maputo de modo a contribuir para o conhecimento da situagdo da

sensibilidade nesta regido.



3 OBJECTIVOS
3.1 Objectivo geral

e Avaliar a sensibilidade a diferentes antibioticos da E. coli isolada de fezes de

bovinos pertencentes a criadores localizados em zonas préximas do Parque
Nacional de Maputo.

3.2 Objectivos especificos

e Conhecer os principais antibiéticos utilizados e sua frequéncia de utilizacédo
nos bovinos através de um inquétiro;

e |solar e identificar a E. coli de amostras de fezes;

e Avaliar a sensibilidade da E. coli aos antibiéticos através do antibiograma.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Escherichia coli

A E. coli é uma bactéria gram-negativa isolada pela primeira vez em 1885 pelo médico
pediatra alemdo Theodor Escherich de fezes de humanos saudéaveis, a que chamou de
Bacillus coli commune. Mais tarde em 1918 os médicos Aldo Castellani e Albert John
Chalmers sugeriram a mudanca do nhome para Escherichia coli, nome pelo que é designhada

até os dias atuais (Friedmann, 2014).

O género Escherichia pertence a familia das Enterobacteriaceae e € um género com
diversas espécies como a Escherichia albertii, Escherichia blattae, Escherichia coli,
Escherichia fergusonii, Escherichia hermanii, Escherichia vulneris (Trabulsi e Alterthum,
2008).

41.1 Habitat

A E. coli € normalmente encontrada no intestino de humanos e animais de sangue
guente (WHO, 2018). Até 1950, este microrganismo foi considerado como habitante néo
patogénico do trato entérico do ser humano e dos animais de sangue quente (Wastenson,
2001). E um importante comensal da microbiota intestinal dos mamiferos saudaveis,
coexistindo sem causar danos ao hospedeiro (Wu et al., 2008) e pode ser benéfica para os
seus hospedeiros ao produzir vitamina K, e impedir que se estabelecam bactérias

patogénicas no trato intestinal (Hudault et al., 2001).

A maioria das estirpes de E. coli sdo inofensivas, mas alguns serotipos podem
causar graves intoxicagfes alimentares nos seres humanos, e sdo ocasionalmente
responsaveis pela recolha de produtos alimenticios devido a sua contaminacdo (Serapio-
Palacios et al., 2022). A identificagdo das estirpes patogénicas de E. coli fundamenta-se,
principalmente, na deteccdo dos genes de viruléncia associados a cada categoria do

enteropatdgeno. Para essa analise, utiliza-se métodos moleculares (Nataro e Kaper, 1998).

4.1.2 Caracteristicas

A E. coli é uma bactéria mesdfila, com temperatura 6ptima de crescimento de 37°C e pH
ideal de e 7 a 7,5 (Tortora et al.,, 2016). Sdo bacilos Gram-negativos, de até 3 pm de
comprimento, méveis por flagelos peritriquios e frequentemente fimbriada. Essas bactérias
tém capacidade de fermentar a lactose, reduzem nitrato, sdo oxidase-negativo, catalase-

positivo, anaerébios facultativos e ndo formam esporos. E encontrada naturalmente nos



intestinos de animais de sangue quente e contaminam a vegetacado, o solo e a agua (Quinn
et al., 2007; Forsythe, 2013).

4.1.3 Identificacao

A E. coli pode ser isolada utilizando meios de cultura que contenham lactose, como o
agar MacConkey (MAC). Neste agar, pela producéo de acido a partir da lactose, as célonias
tipicas de E. coli apresentam coloracéo roseo-avermelhadas (Koneman, et al., 2012; Quinn
et al.,, 2007) e em agar Eosina-azul de metileno [EMB (Eosin-methylene blue)], tém um
brilho metélico (Quinn et al., 2007). Pode-se confirmar a E. coli pela realizacdo de testes
bioguimicos incluindo os meios de cultura contidos nos testes IMVIC (producéo de indol,
teste do vermelho de metila, teste de Voges-Proskauer e de utilizagdo do citrato). Nestes
meios serdo avaliadas algumas caracteristicas como a capacidade de hidrolisar a ureia e a
de utilizar o citrato, a presenca de gas, a motilidade e a descarboxilacdo da lisina. Esses
testes formam um grupo de reaccdes bioquimicas usadas para diferenciar a E. coli de
outros fermentadores de lactose da familia das enterobactérias (Trabulsi e Alterthum, 2008;
Quinn et al., 2007).

4.1.4 Importancia da E. coli no estudo da resisténcia

Embora a E. coli, seja encontrada naturalmente nos intestinos dos mamiferos sem
causar doenca, pode actuar como reservatorio de genes de resisténcias a antimicrobianos,
gue podem ser transmitidos a outras bactérias patogénicas (Siqueira, 2015). Devido as suas
caracteristicas, como facilidade de cultivo, patogenicidade, presenca na microbiota normal
de animais e humanos, ocorréncia no meio ambiente e seu papel na transferéncia de genes
de resisténcia entre humanos e animais, a E. coli € amplamente empregada como indicador
de resisténcia a antimicrobianos em animais de producdo e em humanos (Mesa-Verona et
al., 2021).

4.2 Antibi6ticos

Antibiéticos sé@o substancias quimicas capazes de inibir o crescimento ou destruir
bactérias e outros microrganismos, podendo ser naturais ou sintéticos (Brunton et al., 2006;
Tavares, 2014). Estes, sdo naturalmente produzidos por microrganismos como fungos (por
exemplo a penicilina), bactérias (por exemplo a tetraciclina e eritromicina), ou podem ser
produzidos de forma sintética (caso das sulfonamidas e fluoroquinolonas) ou ainda semi-
sintética (casos da amoxicilina, claritromicina e doxiciclina) (Guardabassi e Kruse, 2010;
Tavares, 2014).



4.2.1 Mecanismos de acc¢éao

A accao dos antimicrobianos € focada em quatro principais mecanismos bioldgicos:
biossintese da parede celular, biossintese de proteina, biossintese da coenzima folato, e
replicacdo e reparacdo de ADN (Walsh, 2003). Tavares (2014) descreve cada mecanismo

da seguinte forma:

e Biossintese da parede celular: os antibiéticos actuam bloqueando a formacéo
da parede celular bacteriana, composta principalmente de peptidoglicano,
interferindo na sintese dos componentes da parede celular e também
antagonizam as enzimas envolvidas na formacao da parede celular, levando
a lise da bactéria. Isso € exemplificado pelas penicilinas, cefalosporinas e
outros antibidticos beta-lactamicos, que inibem a sintese da parede celular,
agindo em vérias etapas da formacgédo do mucopeptideo;

e Biossintese de proteina: os antibidticos interferem na cadeia de formagao
das proteinas ligando-se irreversivelmente as ARN-polimerases (por exemplo
a rifamicina) das bactérias, o que compromete todo o processo da sintese
protéica e leva a morte da bactéria pela ndo renovacao de seus constituintes
vitais. Exercem acc¢do bacteriostatica (tetraciclina e clorafenicol) e a
rifamicina pode exercer tanto ac¢ao bacteriostatica como acgao bactericida;

e Biossintese da coenzima folato: a sintese dos acidos nucleicos baseia-se
numa sequéncia metabdlica de derivados do &cido félico, da qual participam
diferentes redutases e sintetases, que podem ser inibidas por
guimioterapicos sulfamidicos e diaminopirimidinicos, como a trimetoprima e a
pirimetamina. A maioria das bactérias precisa sintetizar o acido félico a partir
do &cido paraminobenzoico (PABA) presente na matéria organica. Por ac¢ao
de redutases, o acido félico é reduzido a acido folinico e este passa a sua
forma activa, os tetraidrofolatos, que sdo cofactores para a formacédo de
bases purinicas e pirimidinicas (timina, adenina, guanina e metionina). Estas
unem-se a uma pentose (ribose ou desoxirribose) e originam nucleosideos
(timidina, guanosina, adenosina e outros), 0s quais, ao se ligarem, formarao
0 ARN e ADN. O mecanismo de accdo dos antimicrobianos (exemplo as
sulfonamidas e a trimetoprima) consiste em inibir a sequéncia da sintese de
acidos nucleicos e de proteinas. Como resultado dessas acc¢des, o efeito das
sulfonamidas e da trimetoprima é primariamente bacteriostatico;

¢ Replicacdo e reparacdo de ADN: O ADN-cromossOmico € formado por duas

cadeias de nucleotideos em espiral, que se encontram enroladas e muito



apertadas, a fim de ocuparem o menor espac¢o na célula. Esta forma do ADN
€ controlada por accdo da enzima topoisomerase Il. Na divisdo celular, a
topoisomerase Il provoca uma incisdo longitudinal nas cadeias do ADN-
cromossoOmico, que se separam. Por accdo de outra enzima, a ADN-
polimerase, forma-se uma cadeia de nucleotideos complementar a cada uma
das cadeias antigas, que sao ligadas a estas novamente pela accdo da
topoisomerase I, voltando a ocorrer, a seguir, o superespiralamento do ADN.
O superespiralamento e a replicagdo do ADN-cromossémico também sao
controlados pela topoisomerase IV e esta Ultima é especifica nas bactérias
gram-positivas. Um dos antibiéticos que agem por este mecanismo sdo as
qguinolonas. Por este mecanismo de ac¢do, o ADN tem suas espirais
relaxadas, ocupando um espaco maior na bactéria levando o rompimento da

célula bacteriana.

4.3 Resisténcia aos antibidticos

A resisténcia bacteriana é a insensibilidade desenvolvida por algumas bactérias para

ndo sofrerem acgéo dos antibiéticos (Guardabassi e Kruse, 2010).

A OMS relata que a resisténcia aos antibiéticos € um problema natural que surge ao
longo do tempo, muitas vezes devido a mudangas genéticas. Organismos resistentes
podem ser encontrados em pessoas, animais, alimentos, plantas e no ambiente (agua, solo
e ar). Eles podem se espalhar de pessoa para pessoa ou entre pessoas € animais,

especialmente através de alimentos de origem animal (WHO, 2021)

Os principais motivos para esse problema incluem o uso inadequado e excessivo de
antibidticos; a falta de acesso a agua potavel; saneamento e higiene (ASH) inadequando
tanto para pessoas quanto para animais; praticas de prevencdo e controlo de doencas
inadequadas em hospitais e fazendas; dificuldades no acesso a medicamentos, vacinas e
diagnésticos de qualidade e acessiveis; falta de consciéncia e conhecimento por parte da
populacdo; e a ndo conformidade com as leis em paises que tém regulamentacdo para

controlar o uso de medicamentos (WHO, 2021)

A resisténcia surge quando bactérias mudam ao longo do tempo e param de
responder aos medicamentos, tornando as infecgbes mais dificeis de tratar e aumentando o
risco de propagacdo de doencas, aparecimento de formas graves de doencas e morte

(WHO, 2021). A resisténcia também pode ser definida como a capacidade da bactéria de



crescer in vitro em presenca da concentragdo inibitéria que uma droga atinge no sangue

Tavares (2014). Esta resisténcia pode ser:

e Simples: quando a bactéria é resistente a um sé antibiético;
e Multipla: quando a bactéria € resistente a mais de um antibiético e
¢ Cruzada: quando o mecanismo quimico para a resisténcia para um antibiético é

0 mesmo para resistir a outro (ou outros) antibiético.

4.3.1 Mecanismos de resisténcia

Segundo Tavares (2014), Guardabassi e Kruse (2010) a resisténcia também pode

ser classificada da seguinte forma:

Natural: caracteriza uma determinada espécie bacteriana e é de caracter hereditario,
transmitido verticalmente as células-filhas e determinado por genes cromossOmicos,
os quais fazem com que na célula bacteriana ndo haja receptores para a ac¢ao dos
antibidticos ou determinam a existéncia de estruturas e mecanismos que impedem a
accdo do antibidtico. Os bacilos gram-negativos sdo naturalmente resistentes a
penicilina G e esta resisténcia esta relacionada a composicdo das membranas
externas da sua parede celular, que impede o antibiético de atravessar esta
estrutura para ligar-se ao seu receptor. A resisténcia natural também pode ser
devida a producgéo de enzimas que inactivam o antibidtico;

Adquirida: € resultado de modificagbes na estrutura ou no funcionamento da célula
bacteriana, decorrentes de factores genéticos adquiridos por mecanismos que
alteram o ADN bacteriano ou afectam elementos extra-cromossémicos formados por

segmentos de ADN, denominados plasmideos.

E possivel contornar a resisténcia natural conhecendo o espectro de acc¢do de um

antibiotico, mas por outro lado a resisténcia adquirida é a causa de importantes problemas

clinicos, por ser variavel. A aquisi¢cdo de resisténcia por uma célula bacteriana sensivel é

sempre decorrente de uma alteragdo genética que se expressa bioquimicamente (Tavares,

2014).

4.3.1.1. Tipos de resisténcia Adquirida

Varios sdo os mecanismos de resisténcia adquirida nas bactérias e € por isso que

fica cada vez mais dificil combater a resisténcia pois a existéncia de uma bactéria resistente

pode significar proliferacdo dessa capacidade de resistir a diversas outras quando néo
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tomadas medidas certa de controlo. Segundo Tavares (2014) os mecanismos de resisténcia

adquirida podem ser divididos da seguinte forma:

a)

b)

d)

Transformacao: ocorre quando uma célula receptora, capta ADN sollvel
proveniente de uma parte ou de todo cromossomo ou plasmideo liberado no
meio por uma bactéria doadora, podendo incorporar ao seu cromossoma ou
aos seus plasmideos. Habitualmente, s6 ocorre entre bactérias da mesma
espécie (por exemplo em espécies de bactérias gram-negativas);
Transducédo: consiste na transferéncia de material genético de uma bactéria
para outra, por meio de bacteriéfagos. Os bacteri6fagos ao utilizarem o ADN
bacteriano para sua multiplicacdo podem incorporar ao genoma das novas
bactérias, particulas virais com fragmentos de ADN cromossémico ou
plasmideo da bactéria anteriormente parasitada, contendo genes de
resisténcia. E um mecanismo limitado de transferéncia de resisténcia, pois
assim como a transformacao, s6 ocorre entre bactérias da mesma espécie;
Conjugacdao: consiste na transferéncia de material genético de uma célula
bacteriana viavel para outra, através do contato fisico entre elas, realizado
por uma fimbria sexual, ou diretamente pelo contato célula a célula. A fimbria
€ formada pela bactéria doadora por um plasmideo conjugativo, ocorrendo a
passagem deste plasmideo para a célula receptora, sem perda do carater
pela célula doadora, devido a replicacdo do ADN plasmidial (exemplo dos
bacilos gram-negativos). A transferéncia pelo contato célula a célula é
observada entre os cocos Gram-positivos (estreptococos, enterococos e
estafilococos), resultante da secrecéo pela célula doadora de uma feromona,
gue provoca a adesdo e a agregacdo da ceélula doadora as células
receptoras, possibilitando a transferéncia dos plasmideos conjugativos
chamados factores R e, que podem apresentar genes de resisténcia para
dois ou trés antibidéticos;

Transposicao: ocorre quando genes de um plasmideo séo transferidos para
outro plasmideo, para um cromossoma ou para um bacteriéfago e também
como do cromossoma para plasmideos, dentro de uma mesma célula. Essa
transferéncia se da através de transposons;

Resisténcia Induzida: é a producdo, pela célula bacteriana, de um
determinado elemento, quando submetida & accdo de outro elemento. E um
fendbmeno genético resultante da liberacdo de genes responsaveis por
determinadas caracteristicas da célula que estavam reprimidas por um outro

gene produtor de uma substancia repressora. A resisténcia induzida pelos
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4.3.1.2.

antibioticos beta-lactamicos entre os bacilos gram-negativos resulta da
inducdo da sintese de beta-lactamases, consequente a interaccdo entre o

antibiético e o repressor.

Mecanismos bioguimicos de resisténcia

Os véarios mecanismos de resisténcia sdo codificados geneticamente e podem

também manifestar-se bioquimicamente. Segundo Tavares (2014) e Tortora et al. (2016)

as bactérias podem apresentar 0s seguintes mecanismos bioquimicos de resisténcia:

a)

b)

d)

Inativagdo enzimatica: ocorre por meio de um bloqueio ou alteracdo enzimética
da estrutura do antibiético. E um dos mecanismos mais importantes de
resisténcia bacteriana e tem como exemplo as betalactamases que inactivam os
antibiéticos beta-lactamicos. Estas enzimas, hidrolisam os anéis de amida do
anel beta-lactamico, o que causa destruicao irreversivel do antibiético.

Efluxo: genes de resisténcia se manifestam fenotipicamente estimulando a
producdo de proteinas na membrana citoplasmatica responsaveis pelo efluxo
(retirada) de antibidticos da célula bacteriana. E um dos principais mecanismos
utiizados pelas bactérias gram-negativas entéricas para resistirem as
tetraciclinas, e, estas obtém essa capacidade pela existéncia de plasmideos R
conjugativo;

Alteracdo do receptor da droga: geralmente adquirida por mutagéo
cromossOmica, este mecanismo de resisténcia caracteriza-se pela modificacao
do sitio de liga¢do ou diminuicdo da afinidade com os antibioticos pelas proteinas
ligadores de penicilinas (PBPs) que normalmente € o sitio de ligacdo dos
betalactdmicos. Esta diminuicdo de afinidade pode resultar na auséncia ou
diminuicdo das PBPs, producdo amentada de PBPs de menos importancia para
os antibiéticos, producdo de uma PBP com pouca afinidade aos antibiéticos e
modificagdo na PBP que € o sitio alvo do antibiético;

Modificagdo do sistema metabdlico activo para o antibiético e sintese de vias
metabdlicas alternativas: alguns antibiéticos agem inibindo a sintese dos acidos
nucleicos inibido a accado das redutases e sintetases. Algumas bactérias
(exemplo as enterobactérias) produzem dihidropteroato-reductase que reduz a
sensibilidade as sulfonamidas, diidropteroato- sintetase adicional a normalmente
existente que resiste fortemente a inibicio das sulfonamidas mantendo o
metabolismo dos folatos, dihidrofolato- redutase com menor afinidade pela
trimetoprima e sintese de vias metabdlicas alternativas com a producgéo de dois

tipos de diidrofolato- redutase, uma das quais néo € inativada pela trimetoprima e
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passa a comandar a sintese dos tetraidrofolatos quando a outra reage com a

droga.
4.4. Uso de antibiéticos na pecuaria

Em sistemas de criagdo extensivos, ou intensivos de grande escala em que ha mistura
de lotes, os animais mais jovens estdo mais propensos a doencas, e, para prevenir 0s
danos causados por doencas, os antibidticos sdo usados terapeuticamente, profilaticamente
ou como promotores de crescimento (Wegener 2003; Levy e Marshall, 2004).

Ha um aumento frequente no nuimero de bactérias resistentes a antibiéticos na
microbiota intestinal, e uma das principais fontes é a cadeia alimentar envolvendo animais
de producgédo. Isso ocorre devido ao uso inadequado de antibiéticos nos sistemas de
producéo, o que representa uma falha significativa na prevengéo da resisténcia bacteriana
(Ramos et al., 2020).

Pesquisas tém demonstrado que as bactérias tém-se adaptado ao uso prolongado
de antibidticos tornando-se resistentes e, podem manter a resisténcia mesmo na auséncia
do factor estimulante. Por outro lado alguns estudos também concluiram que ao parar de
usar antibiéticos como promotores de crescimento, a resisténcia diminui (de 60 a 80% no

caso das tetraciclinas) (Bogaard e Stobberingh, 2000).

Ha uma necessidade urgente de controlar a venda e uso de antibiéticos pois ndo sé
animais domésticos e humanos estédo sendo directamente afectados. Estudos tém mostrado
gue a bactéria MRSA (methicillin-resistance Staphylococcus aureus) esta presente em
animais selvagens. Isso acontece devido ao contacto cada vez mais frequente entre
animais selvagens, outros animais e fontes humanas de resisténcia bacteriana. Essa
interaccao crescente pode aumentar 0s riscos para a saude humana e dos animais e
reduzir todos os esforcos de conservacdo da fauna, tornando-se uma preocupacgao

importante (Sousa, 2015).

Em Mocambique, ha escassez de dados precisos sobre o uso de antibioticos. No
entanto, € conhecido que os antibidticos sdo amplamente utilizados como promotores de
crescimento, principalmente em aves. Por outro lado, em bovinos, suinos e animais de
companhia, os antibiéticos sdo predominantemente empregados para a prevencao e

tratamento de infec¢des, em vez de estimular o crescimento (GARP, 2015).

A falta de leis (ou a sua néo implementacdo), controlo e venda sobre o uso de

antibiéticos podera reduzir todos esforcos de controlo da desnutri¢cdo pois 1,3 mil milhées de
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pessoas dependem da pecuaria para a sua subsisténcia e outros 20 milhdes dependem da
aquicultura, especialmente em paises de baixo e médio rendimento. A propagacdo de
estirpes resistentes de agentes patogénicos afecta inexoravelmente os seus meios de
subsisténcia, aumentando o sofrimento e a perda dos animais. As aplicacdes em lavouras,
bem como o descarte inadequado de medicamentos nao utilizados ou vencidos e residuos
de industrias e comunidades, podem causar contaminagéo de solos e corregos, espalhando
assim o gatilho que causa o desenvolvimento de microrganismos indesejados (WHO, 2021).

O surgimento e a propagacdo de agentes patogénicos resistentes aos antibiéticos
gue adquiriram novos mecanismos de resisténcia, levam a resisténcia aos antibidticos e
comprometem a capacidade de tratar infeccdes comuns. A medida que a resisténcia aos
medicamentos se espalha pelo mundo, os antibidticos tornam-se mais ineficazes,
conduzindo a infecgbes mais dificeis de tratar e ao aumento da mortalidade. Novos
antibacterianos sao urgentemente necessarios, por exemplo, para tratar infec¢des causadas
por bactérias gram-negativas resistentes aos antibiéticos carbapenémicos que estédo na lista
de patégenos prioritarios da OMS (WHO, 2018).

A velocidade de surgimento de novas bactérias resistentes aos antibiéticos é maior
que a producdo ou descoberta de novos farmacos que sejam eficazes no tratamento de
doencas. A melhor forma de prevenir a resisténcia é optar por melhorar os sistemas de
biosseguranca de modo a prevenir desta forma doencas, reduzindo assim a dependéncia
sobre o uso de antibiéticos (WHO, 2021).

A OMS apela a todos os paises para que reduzam significativamente os niveis de
antimicrobianos utilizados nos sistemas alimentares globais. Isto implica interromper a
utilizacdo de antimicrobianos importantes do ponto de vista médico para promover o
crescimento de animais saudaveis e, em geral, utilizar antimicrobianos de forma mais
responsavel (WHO, 2021).

Na Namibia e noutros paises que deixaram de utilizar antibi6ticos rotineiramente
para prevenir doencas, os agricultores e as empresas de racfes estdo a prevenir a
propagacdo de infeccbes entre os seus animais, melhorando as condi¢cdes de criagdo. A
prevencédo de doencas ndo se baseia na administracdo de medicamentos, mas sim no bem-
estar e higiene dos animais. Promover o bem-estar animal é sem duvida vantajoso porque a
gualidade da carne é muito superior. Tudo é feito de modo a diminuir o estresse do
animal. Quando o animal esta estressado, a carne fica escura e pouco atraente para o

consumidor e o prazo de validade é muito menor. Outro método seguro, eficaz e acessivel
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para limitar a necessidade de antibiéticos é vacinar os animais contra doencas infecciosas.
Em 2016, a Namibia tornou-se o primeiro pais africano autorizado a exportar carne de alta
gualidade para os Estados Unidos da Ameérica, um mercado com potencial consideravel
(WHO, 2017).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Area de estudo

O estudo foi realizado no distrito de Matutuine, nos arredores do Parque Nacional de
Maputo, onde foram colhidas amostras em 10 criadores das localidades de Salamanga,
Tinonganine, Macassane, Zitundo, Gala, Futi, Guengo e Matchia. Nos distritos de
Salamanga e Gala, amostras adicionais foram colhidas em dois criadores, totalizando duas
colheitas em cada uma dessas localidades. A seleccdo dos criadores foi feita por
conveniéncia com base na disposi¢do dos proprietarios.
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Figura |. Localizacao das localidades incluidas do estudo

5.2. Inquérito

Para o estudo, foi feito um inquérito individual em cada criador (anexo V) para
identificar, entre outros, o tipo de criagdo, os antibidticos utilizados e sua frequéncia de

utilizacéo.

5.3. Colheita das amostras.

Em cada criador foram colhidas aleatoriamente, no minimo 10 amostras de fezes,
usando luvas estéreis e lubrificadas, directamente da ampola rectal dos bovinos. No total

foram colhidas 120 amostras, que foram acondicionadas em frascos estéreis previamente

16



identificados e posteriormente encaminhadas numa caixa isotérmica até a Faculdade de

Veterinaria da Universidade Eduardo Mondlane, onde foram processadas.

Figura Il. Colheita das amostras
5.4. Isolamento de Escherichia coli

A cultura e isolamento de E. coli foram realizadas através da sementeira directa por
esgotamento em placas de Petri previamente identificadas contendo Agar MacConkey e
incubadas a 37°C, durante 18 — 24h, seguindo a metodologia (anexo |) descrita por Quinn et
al. (2007).

ApGs o0 crescimento inicial, as culturas que apresentaram caracteristicas
morfoldgicas suspeitas (Figura Ill) foram seleccionadas para confirmacdo por meio da

coloracdo de Gram e testes bioquimicos.

Figura lll. Colénias sugestivas de E. coli em agar MacConkey
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Por questdes financeiras, apenas 37 (do total de 114) isolados de E. coli

provenientes de 4 criadores, foram avaliadas quanto a sensibilidade a antibioticos.

5.5. Coloracédo de Gram

Passadas 24 horas apds a sementeira em Agar MacConkey, foram seleccionadas 2
placas de cada propriedade para confirmacdo por meio da coloragdo de Gram seguindo o

meétodo descrito por Quinn et al. (2007).
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Figura IV. E. coli - coloracdo de Gram- objectiva 100x

5.6. Provas bioquimicas

As coldnias com caracteristicas morfolégicas e tintoriais tipicas de E. coli na coloracdo
de Gram foram submetidas aos testes de motilidade, indol-sulfeto, citrato de Simmons,
vermelho metilico e Voges-Proskauer. Adicionalmente, as amostras foram inoculadas para
verificar a fermentacdo da lactose, glucose e a produgdo de H>S no meio Agar Kliger,

seguindo o método descrito por Quinn et al. (2007).

Figura V. Provas bioquimicas para confirmacao da E. coli.
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5.7. Antibiograma

O antibiograma foi realizado segundo a metodologia descrita por Quinn et al. (2007),
utilizando o método de difusédo de discos, ho meio Agar Muller Hilton previamente cultivado.
Foram impregnados os seguintes antibiéticos: amoxicilina + 4cido clavulanico, clorafenicol,
oxitetraciclina e tetraciclina. A penicilina foi usada como controlo, uma vez que a E. coli ndo
€ sensivel a este antibidtico. A determinacdo da sensibilidade foi feita com base nos
intervalos apresentados na tabela I.

Figura VI. Placa de Petri com uma cultura de E. coli impregnada com discos de antibiéticos no meio

Muller.

Tabela | Classificacao da sensibilidade das bactérias aos antibiéticos de acordo com o disco e o halo
de inibicdo - Manual de Antibiograma 2019

Antibiético Abreviatura Disco Resistente Intermediario Sensivel
(ug) (=) (2)

Amoxicicilina AMC 30 13 14-17 18

+ Ac.

Clavuléanico

Clorafenicol C 30 12 13-17 18

Oxitetraciclina oT 30 11 12-14 15

Penicilina G P 10 - - -

Tetraciclina TE 30 11 12-14 15
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6. RESULTADOS

Do inquérito realizado, foi possivel constatar que 100% dos criadores usam

penicilinas (amoxicilina com acido clavulanico e/ou Penicilina) e tetraciclinas (oxitetraciclina

el/ou tetraciclina) para tratar os animais e muitas vezes sem acompanhamento veterinario

(Tabela 11). Quando questionados sobre outros grupos de antibidticos, ndo demonstraram

ter conhecimento sobre os mesmos.

Tabela II: Inquérito sobre o uso de medicamentos em 4 criadores préximo do Parque Nacional de

Maputo
Criador Tipo de Assisténcia Uso de Quem Critério Fonte dos
criacdo veterinaria medicamento  recomenda? parao uso antibidticos
de
antibioticos
Resp. (frequéncia) Resp. Quais
1 Extensivo  Sim 6x/ano Sim  AMC, Iniciativa Doenca Lojas
TET, propria e agricolas
OT e algumas vezes
P do técnico de
pecuaria
2 Extensivo  Sim 3x/ano Sim AMC, Iniciativa Doenca Lojas
OTe prépria e agricolas
P algumas vezes
do técnico de
pecuaria
3 Extensivo  Sim 5x/ano Sim  AMC, Iniciativa Doenca Lojas
TET e propria e agricolas
P algumas vezes
do técnico de
pecuaria
4 Extensivo  Sim 2x/ano Sim  AMC, Iniciativa Doenca Lojas
OTe prépria e agricolas
P algumas vezes

do técnico de
pecuaria

Das 120 amostras colhidas, foram

isoladas 114 culturas com colbnias

morfologicamente caracteristicas de E. coli, confirmadas pela coloracdo de Gram e testes

bioquimicos. Das 114 culturas somente 37 foram testadas e quanto a sensibilidade a

antibidticos.

Os resultados também indicaram que os isolados de E. coli obtidos de bovinos de

criadores das localidades de Gala, Matchia, Salamanga e Futi mostram uma baixa
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percentagem de resisténcia aos antibiéticos. A E. coli foi mais sensivel a tetraciclina (TE)
(95%), e com maior resisténcia & amoxicilina com &cido clavulanico (8,1%) assim como

maior percentagem de valores intermediarios (32,4%) (Tabela Ill).

Tabela lll:Perfil de sensibilidade a 5 antibiéticos de 37 amostras de E. coli isolada de fezes de
bovinos de criadores préximo do Parque Nacional de Maputo

NUmero

L Resistente (<) Intermediério Sensivel (2)

Antibidtico de
amostras
% N % N %

Amoxicicilina
+ Ac. 37 3 8,1 12 32,4 22 59,5
Clavuléanico
Clorafenicol 37 2 54 2 5,4 33 89,2
Oxitetraciclina 37 2 54 2 5,4 33 89,2
*Penicilina G 37 37 100 - - - -
Tetraciclina 37 2 5,4 - 35 95
Total (%) - - 6,1 10,8 - 83,2

N — nimero de amostras; % - percentagem de amostras; *N&ao possui valores de referéncia pois foi

usado como controlo.

Todos os isolados de E. coli foram 100% resistentes a penicilina G, o que era
esperado, pois este antibiético foi utilizado apenas como controlo (Tabela IIl).

Ao analisar os resultados, observou-se que todos os criadores apresentaram um
isolado de E. coli resistente a pelo menos uma das classes de antibidticos testadas. Os
isolados obtidos das amostras dos criadores 2 e 4 foram 0s mais sensiveis e houve maior

resisténcia nos isolados do criador 3 (Tabela V).

Tabela IV Comparacao dos resultados da sensibilidade da E. coli entre os criadores.

Amostras Perfil de Sensibilidade
Criador avaliadas Sensivel | Intermediario | Resistente
Antibidticos| (%) (%) (%)
Criador 9 AMC 55,5 33,3 11,1
1 C 88,8 - 11,11
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oT 100 . .
TE 100 . .
P - - -
AMC 100 i
| C 88,8 . 11,1
Criador 1 oT 100 i
P - - -
TE 100 :
AMC 60 30 10
| C 100 .
C”gdor 10 oT 80 - 20
P - - -
TE 80 : 20
AMC 22,2 66,6 111
Crindor C 778 22,2 :
4 9 oT 77,8 222 )
P - - -
TE 100 :

NB: Os resultados acima nao incluem a penicilina.
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7. DISCUSSAO

Do inquérito feito neste estudo, foi possivel observar que assim como na pesquisa feita
no distrito de Moamba para avaliar o conhecimento sobre resisténcia antimicrobiana e uso
de antibibticos por criadores de gado (INS, 2021), todos os criadores usam penicilinas e
tetraciclinas para tratar seus animais quando doentes, porém, segundo os pastores e
criadores, s6 sdo administrados antibioticos quando os animais estdo doentes ou mostram

algum sintoma de doenca, facto que pode explicar a baixa resisténcia.

No presente trabalho, a E. coli foi encontrada em 95% (114/120) das amostras
analisadas, valor inferior ao encontrado por Nascimento (2022), que obteve positividade
para E. coli em 100% das amostras de fezes de bovinos provenientes de sistemas de
criagdo intensivo e extensivo, e superior ao encontrado por Gemeda (2023), que isolou
culturas de E. coli em 86,6% das amostras de fezes de bovinos provenientes de sistemas
de criacdo extensivo. A menor taxa de positividade de E. coli observada em comparagéo ao
estudo de Nascimento (2022) pode ser explicada possivelmente pela quantidade
insuficiente da bactéria nas amostras colhidas, e também pelo uso prévio de antibiéticos
nos animais, o que pode ter suprimido ou eliminado a E. coli presente (McElvania e Singh,
2022).

Apenas 37 das 114 (32,4%) das culturas de E. coli pertencentes a 4 criadores foram
avaliadas quanto a sensibilidade a antibidticos. Destas, 6,1% dos isolados de E. coli
demonstraram resisténcia a pelo menos 1 antibitico, um indice menor se comparado ao
estudo de Gemeda (2023), que encontrou 51,9% de resisténcia em sua pesquisa sobre a E.
coli isolada de fezes de bovinos criados em sistemas extensivos na Etidpia e também
menor quando comparado ao estudo de Nascimento (2022), que obteve uma resisténcia de
97,5% nas amostras obtidas de bovinos (fezes ou carcacas) criados em sistemas
extensivos e intesivos em seu estudo sobre resisténcia em Minas Gerais (Brasil). A baixa
resisténcia observada no presente estudo, quando comparada ao estudo realizado por
Nascimento (2022) deve-se provavelmente as diferencas entre os sistemas de criacao,

frequéncia de utilizagdo de antibidticos e ao tipo de amostra.

A amoxicilina com &cido clavulanico (AMC) foi o antibiético mais resistente, com uma
taxa de resisténcia de 8,1% (Tabela IIl). Estes resultados coincidem com o estudo de
Nascimento (2022) e Gemeda (2023) que encontraram uma resisténcia alta (93,7%) e
(25,8%) respectivamente, para a amoxicilina em sua pesquisa sobre a resisténcia da E. coli
em fezes de bovinos provenientes de bovinos em sistema de criacdo extensivo e intensivo.

O baixo custo das penicilinas (amoxicilina), falta de supervisdo veterinaria e seu amplo

23



espectro de accao, leva ao seu uso frequente por criadores intensivos e extensivos, e pode

contribuir para o desenvolvimento de maior resisténcia (INS, 2021).

A resisténcia da amoxicilina com &cido clavulanico, pode indicar uma relacédo entre o
uso de antibidticos e o desenvolvimento de resisténcia. Esse fendmeno é corroborado pelo
estudo de Schwarz e Chaslus-Dancla (2001), que destaca o uso de antibidticos com
maiores taxas de resisténcia, facto que também observou no seu estudo, pois os criadores
gue usavam mais frequentemente antibiéticos, sdo os que demonstraram maiores taxas de
resisténcia. Além disso, os antibidticos sdo vendidos sem uma prescricdo veterinaria,
contribuindo assim para o aumento do desenvolvimento e disseminacao da resisténcia aos
antibioticos (INS, 2021).

Neste estudo, ndo foi possivel Identificar o motivo das diferengas observadas nos
resultados entre os criadores, pois ndo havia grandes diferencas entre os sistemas de
criagcdo e os antibidticos utilizados por cada criador tem mecanismos de acgéo e resisténcia
parecidos (Tabela Il). Todos criadores afirmaram s6 usar antibiéticos quando os animais

estdo doentes e param quando observam alguma melhora (Tabela ).

A ocorréncia de resisténcia a antibiéticos em E. coli isolada de bovinos tem sido relatada
em diversos paises. No entanto, devido as diferencas nas estratégias de amostragem, nos
métodos de isolamento e nos métodos de determinacdo da resisténcia, € dificil fazer

comparac0Oes directas entre os estudos.

A presenca de genes de resisténcia e bactérias resistentes em animais selvagens
geralmente reflete poluicAo humana, e estes podem actuar como bioreatores para a
transferéncia horizontal de genes entre diferentes bactérias, incluindo patégenos humanos
(Laborda et al., 2022). Além disso, moscas e baratas em fazendas podem servir como
vectores entre ambientes agricolas e urbanos, e abutres e morcegos, alimentando-se de
carcacas de gado e de animais vivos, respectivamente, podem ingerir e disseminar
bactérias resistentes presentes nesses ambientes, incluindo cepas de E. coli preocupantes
em contextos hospitalares (Zurek e Ghosh, 2014; Benavides et al., 2022, citados por
Laborda et al., 2022). Portanto, a fauna selvagem representa um elo importante na cadeia
de transmissdo de resisténcia a antibioticos entre seres humanos e animais de criacao,
funcionando como uma ponte entre ecossistemas desconectados e potencialmente
agravando a disseminacdo de resisténcia em escala global (Aarestrup, 2005, citado por
Laborda et al., 2022).
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Estudos tém mostrado que a bactéria MRSA (methicillin-resistance Staphylococcus
aureus) esta presente em animais selvagens e isso se deve a proximidade dos animais
selvagens com outros animais e 0 homem (Sousa, 2015). O estudo préximo a um parque de
animais selvagens destaca a importancia do controlo sobre o uso de antibiéticos em &reas
limitrofes para evitar a disseminacdo da resisténcia e limitando assim os esfor¢cos de

conservacgédo dos animais selvagens.
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8. CONCLUSOES

Os criadores limitam a administracdo de antibiéticos aos seus animais somente em
situacbes de doenca, recorrendo ao uso das penicilinas e tetraciclinas. A resisténcia aos
antibioticos testados para E. coli no geral foi baixa, com maior resisténcia a amoxicilina com
acido clavulanico, seguida pelo clorafenicol e oxitetraciclina. O uso frequente dessas
substéancias pelos criadores sem acompanhamento de um veterinario pode estar associado

a esta resisténcia.
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9. RECOMENDACOES
Colher mais amostras e incluir criadores de diferentes regides para obter resultados

mais representativos;

Utilizar técnicas moleculares para confirmar as espécies E. coli e caracterizar o tipo de

resisténcia;

Incluir amostras de ambientes ndo impactados pela actividade humana que permitird
uma comparacao mais precisa e melhor compreensédo da influéncia da poluicdo antrépica

na resisténcia bacteriana; e

Conscientizar os criadores sobre préaticas responsaveis para prevenir o desenvolvimento

e disseminacao da resisténcia aos antibioticos.
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11. ANEXOS

Anexo | - Isolamento, identificacdo e teste de sensibilidade aos antibi6ticos

Isolamento de Escherichia coli

Para o isolamento foi feita sementeira directa por esgotamento de cada amostra em
placas de Petri previamente identificadas contendo agar MacConckey seguindo a
metodologia descrita por Quinn et al. (2007).

Ap0s o crescimento inicial as culturas que apresentaram caracteristicas morfologicas
suspeitas (colonias de cor rosa e secas) foram seleccionadas para a confirmagéo através

da coloracdo de GRAM e testes bioquimicos.

Coloracao de GRAM

Passadas 24h depois da sementeira em Agar MacConkey, foram seleccionadas 2
placas de cada propriedade para confirmacdo através da coloragdo de Gram. O teste foi

realizado segundo o método descrito por Quinn et al. (2007).

Para o teste retira-se a colonia suspeita com ajuda de uma algca metalica
previamente esterilizada e mistura-se suavemente a amostra em uma gota de solucéo
salina sobre a lamina previamente esterilizada na chama. Apds o material ter secado sobre
a lamina, passa-se a lamina através da chama duas vezes, com a amostra virada para cima
e prossegue-se com 0sS seguintes passos:

e Coloca-se a lamina em uma estante de coragéo sobre uma pia;
e Corar com a solucéo de violeta cristalizada por 60 segundos;

e Lavar com esguicho de agua destilada;

e Cobrir com iodo de Gram ou Lugol por 60 segundos;

e Lavar com esguicho de 4gua destilada;

e Descorar com alcool por 5 segundos;

e Lavar com esguicho de 4gua destilada;

e Corar com Safranina por 60 segundos;

e Lavar com esguicho de agua destilada;
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e Secar o esfregaco ao ar e observar ao microscopio com a lente de imerséo em 6leo
de 100x.

Foram consideradas positivas as laminas que apresentaram bastonetes Gram

negativos pequenos.

Provas bioguimicas

Foram seleccionadas 3 placas de cada propriedade para confirmacdo através dos
seguintes testes bioquimicos: motilidade indol-sulfeto; citrato de Simmons Vermelho metilico
e Voges-Proskauer. As amostras foram igualmente inoculadas para verificar a fermentacao
da lactose e glucose a producdo de H>S no meio Agar Kliger seguindo a metodologia

descrita por Quinn et al (2007)

e Motilidade indol-sulfeto- No tubo de meio de motilidade indol- sulfeto foi inocul-se
com ajuda de uma alga de inoculagdo a amostra até a profundidade de 2,5cm e
incuba-se a 37°C por 24h. Depois das 24h adiciona-se 5 gotas de reagente de
Kovac e verifica-se se havera formacdo de um anel vermelho na parte superior do
meio, sugerindo produc¢édo de indol como é caracteristico da E. coli;

e Tubo de citrato de Simmons- Com ajuda de uma alga tira-se uma amostra da placa,
faz-se estrias no tubo contendo o meio citrato de Simmons para verificar o uso de
citrato e incuba-se a 37°C por 24h, no dia seguinte observa-se o tubo que néo deve
ter alterag&o da cor como acontece com a E. coli pois esta néo utiliza citrato;

e Vermelho metilico e Voges-Proskauer- Inocula-se no meio de peptona-fosfato-
glicose uma amostra e incuba-se a 37°C por 24h. No dia seguinte divide-se a cultura
em dois tubos contendo volumes iguais e inocula-se num dos tubos cinco gotas do
reagente vermelho metilico e 0 meio deve tornar-se imediatamente vermelho
sugerindo producdo de acidos como é caracteristico da E. coli. O teste de Voges-
Proskauer foi realizado por falta de reagente mas conclui-se que é negativo se 0
vermelho metilico for positivo pois a maioria das enterobactérias positivas no teste
vermelho de metilo sédo negativas ao teste Voges-Proskauer como acontece com a
E. coli;

e Agar Kliger- Com ajuda de uma alca tira-se uma amostra, faz-se estrias no tubo
contendo o meio Kliger e incuba-se a 37°C por 24h. No dia seguinte, verifica-se se
h& mudanca de cor para amarelo caracteristico da E. coli

Todos os testes que apresentarem o resultado IMVIC (++--) e .... no Agar Liger serédo

consideradas como E. coli
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Antibiograma

Para testar a susceptibilidade dos isolados positivos de E. coli aos antibiéticos

recorreu-se ao

método de difusdo de discos descrito por Quinn et al (2007), usando os

seguintes antibidticos: amoxicilina + acido clavulanico, clorafenicol, oxitetraciclina e

tetraciclina. A penicilina foi usada para controlo pois a E. coli ndo é sensivel a este

antibidtico. A determinacé@o da sensibilidade baseou-se na tabela do anexo lll e seguiu-se

0S seguintes passos:

Retirar as placas e os discos do congelador 30 minutos antes para que
adquiram a temperatura ambiente;

Com uma alga bacteriolégica tocar na colonia a ser testada, (transferir para
0 meio Muller), semear em seguida de forma suave em pelo menos 5
direcdes na placa abrangendo toda a superficie:

Aguardar aproximadamente 10 a 15 minutos para a superficie do agar
secar;

Com auxilio de uma pinga flambada e resfriada colocar os discos sobre a
superficie do meio inoculado exercendo uma leve pressdo com a ponta da
pinca para uma boa adeséo dos discos;

Incubar a placa com os discos em estufa bacteriolégica a 37°C por 18 a 24
horas; e

ApoOs incubagdo de 18 horas, medir o tamanho de cada halo e o resultado

pesquisado em tabelas apropriadas segundo a espécie bacteriana em
analise.

Anexo Il - Valor de halos inibitérios esperados para Enterobacteriaceae - Manual de

Antibiograma

Antibiético Abreviatura Disco Resistente Intermediario Sensivel
(g) (5) (2)

Amoxiciclina AMC 30 13 14-17 18

+ Ac.

Clavulanico

Clorafenicol C 30 12 13-17 18

Oxitetraciclina OT 30 11 12-14 15

Penicilina G P 10 - - -

Tetraciclina TE 30 11 12-14 -
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Anexo Il - Perfil de resisténcia de Escherichia coli isolados de fezes de bovino provenientes

de diferentes criadores ao redor do Pargue Nacional de Maputo.

Amostras Perfil de Sensibilidade
Criador avaliadas Sensivel | Intermediario | Resistente
Antibioéticos (%) (%) (%)
AMC 55,5 33,3 11,1
C 88,8 - 11,11
Criador
9
1 oT 100 - -
TE 100 - -
P - - 100
AMC 100 i
. C 88,8 . 11,1
Crlz;dor 9 oT 100 i
P - - 100
TE 100 i
AMC 60 30 10
. C 100 -
C”gdor 10 oT 80 i 20
P - - 100
TE 80 i 20
AMC 22,2 66,6 11,2
C 77,8 22,2 )
Criidor 9 oT 778 22_,2
P - - i
TE 100 -
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Anexo IV - Questionario sobre o uso de antibiéticos em zonas préximo das areas de

conservacao da Reserva especial de Maputo.

1. ldentificacéo
Distrito: Localidade
Proprietario: Escolaridade

Nome da propriedade

Datadavisita [/ |/

f)
9)
h)

)
K)

b)

Caracterizacdo da propriedade
Tipo de exploragéo: corte ( ) leite ( ) mista( )
Tipo de criacdo: intensivo () extensivo () semi-intensivo ( )
Racga predominante:
Numero de bovinos na exploragéo:
Meses
Sexo 0-6 7-12 13-24 >24
Fémeas
Machos

Assisténcia veterinaria: sim ( ) nao ( )

Frequéncia da assisténcia: Semanal ( ) quinzenal ( ) trimestral ( ) semestral ( )
Tipo de instalagfes: ch&o batido ( ) ripado () cimentado ( ) pedras ( )

E realizada limpeza das instalagdes? Sim () ndo ( )

Frequéncia da limpeza das instalagfes: diariamente ( ) 1 vez por semana ( ) 2-3
vezes por semana ( ) = 4 vezes

Tipo de limpeza realizada: catacdo ( ) lavagem ( ) varrecdo ( )

Produtos utilizados na limpeza:

Caracterizagdo do uso de medicamentos veterinarios
Usam medicamentos? Sim ( ) nao ( )

Quem recomenda o seu uso? Iniciativa propria ( ) veterinario ( ) lojista ( ) tratador (

)
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d)

f)

9)
h)

)

Critério para utilizar antibiético:

Apresenta algum quadro clinico ( ) entrada e saida das agua ( )

entrada e saida das 4gua na estacdo seca ( ) secagem das vacas ( )

somente nas estacao seca ( ) nao utiliza ( ) outro:_

Para tratamento de quais doencas o senhor utiliza antibioticos?

Mastite () anemia ( ) intoxicacdes ( ) diarreia () carracas ( ) problemas nos
cascos () pneumonias ( ) outras:

Qual(is) o(s) principio(s) activos utilizados?

Amox. + ac. Clavuronico ( ) Enrofloxacina () Norfloxacina ( ) Oxacilina) ( )
Sulfazotrim () etraciclina () Penicilina () Gentamicina ( ) Cefalexina ( )
Florfenicol ( ) Amoxicilina  ( ) e efalotina ( ) outro (nome

comercial)

Com que frequéncia sdo administrados os antibiéticos no tratamento de alguma
doencga?

1()2-3()45()>5()

Separa o animal em tratamento? Sim ( ) ndo ( )

Quem administra?

Veterinario ( ) tratador ( ) o proprietario ( )

Como determinam a dose?

Olha a bula( ), estima ( )

Onde adquirem os medicamentos?

Na farmacia ( ) com o veterinario ( ) no mercado ( ) noutros lugares ( )
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