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RESUMO

O mercado de producdo animal brasileiro é considerado um dos mais importantes do mundo,
sendo um dos principais produtores e exportadores de carne suina. O estado do Rio Grande do
Sul se destaca tanto no mercado nacional quanto no internacional. A utilizacdo extensiva de
antibioticos pela producgdo animal favorece a pressdo de selecéo e contribui para o aumento da
disseminacéo de bactérias e genes de resisténcia. Responsavel por grandes perdas econémicas
na industria suina mundial, bacilos Gram-negativos (BGNs) representam algumas das
principais ameacas sanitarias endémicas da cadeira produtiva brasileira. A resisténcia
antimicrobiana (AMR) em BGNs é considerada um desafio devido aos mecanismos altamente
especializados por meio do qual genes de resisténcia podem ser disseminados. Embora os
mecanismos de transferéncia de determinantes de resisténcia de animais para humanos nédo
tenham sido elucidados adequadamente, evidéncias consideraveis apontam para a transferéncia
de resisténcia antimicrobiana entre animais de producéo e trabalhadores agricolas. O objetivo
deste trabalho foi identificar e avaliar o perfil de susceptibilidade de bacilos Gram-negativos
isolados das méos dos trabalhadores de fazendas de suinocultura no estado do Rio Grande do
Sul, Brasil. Foram coletados swabs das méos de 58 trabalhadores de 37 granjas de suinos, entre
Marco e Setembro de 2018. Os swabs foram inoculados meio Stuart para o transporte das
amostras ao laboratério. As amostras foram inoculadas em caldo BHI, semeadas em agar
MacConkey e submetidas a testes bioquimicos de citrato, TSI e MIO. Os isolados bacterianos
foram identificados pelo MALDI-TOF e submetidos ao teste de suscetibilidade por disco
difusdo além da triagem de Enterobacteriaceae produtoras de ESBL pelo método de sinergismo
de disco duplo (TSDD). Os antimicrobianos testados foram: AK30, amicacina; AMC30,
amoxicilina-acido clavulanico; APS20, ampicilina-sulbactam; ATM30, aztreonam; FEP30,
cefepima; CTX30, cefotaxima; CAZ30, ceftazidima; EFT30, ceftiofur; CRO30, ceftriaxona;
CIP5, ciprofloxacina; ENRS5, enrofloxacina; CN10, gentamicina; IMP10, imipenem; LEV5,
levofloxacina; MEM10, meropenem; PIT110, piperaciclina-tazobactam; SXT25,
sulfametoxazol-trimetoprim; TET30, tetraciclina; TIC85, ticarcilina-clavulanato; e TOB10,
tobramicina. Dos 67 isolados selecionados no estudo, 65 (97%) foram identificados por
MALDI-TOF com escore acima de 1,7; sendo 45(69,2%) BGN fermentadores pertencentes a
familia Enterobacteriaceae e 20 (30,8%) BGN ndo fermentadores, que correspondem a 14
(21,5%) Acinetobacter spp., 5(7,7%) Pseudomonas spp. € 1 (1,5%) Stenotrophomonas
maltophilia. A andlise dos resultados demonstrou que 1 (1,5%) BGN ndo fermentador foi
resistente e 13 (20%) foram intermediarios, enquanto 14 (21,5%) BGN fermentadores foram
resistentes e cinco (7,7%) intermediarios a pelo menos um antimicrobiano testado, sendo dois
(3,1%) isolados identificados como Pantoea agglomerans com perfil de multirresisténcia e
produtores de ESBL. Através destes resultados podemos observar que, apesar de transitoria, a
microbiota das maos dos trabalhadores carreia bactérias multirresistentes que estdo presentes
no ambiente da fazenda. Assim, reforga-se a necessidade de formular e implementar medidas
de controle e vigilancia que busquem mitigar a propagacéo potencial de genes de resisténcia
entre homens, animais e ambiente.

Palavras-chave: Resisténcia a antimicrobianos. Bacilos Gram-negativos. Producdo animal.
Suinos. Trabalhadores rurais.



ABSTRACT

The Brazilian animal production market is considered one of the most important in the world,
being one of the biggest producers and exporters of pork. The state of Rio Grande do Sul stands
out in both the national and international markets. The extensive use of antibiotics in animal
production favors selection pressure and contributes to the increase in the spread of bacteria
and resistance genes. Responsible for significant economic losses in the global swine industry,
Gram-negative bacilli (BGNSs) represent some of the leading health threats endemic to the
Brazilian productive sector. Antimicrobial resistance (AMR) in BGNs is considered a challenge
due to the highly specialized mechanisms through which could disseminate resistance genes.
Although the mechanisms for transferring resistance determinants from animals to humans have
not been yet fully elucidated, considerable evidence points to the transfer of antimicrobial
resistance between farm animals and workers. This study aimed to identify and evaluate the
susceptibility profile of Gram-negative bacilli isolated from the hands of pig farming workers
in the state of Rio Grande do Sul, Brazil. Swabs were collected from the hands of 58 workers
from 37 pig farms between March and September 2018. Swabs were inoculated through Stuart
to transport samples to the laboratory. Samples were inoculated in BHI broth, sown on
MacConkey agar, and subjected to biochemical tests of citrate, TSI, and MIO. The bacterial
isolates were identified by MALDI-TOF and subjected to disk diffusion susceptibility testing
in addition to screening for ESBL-producing Enterobacteriaceae by the double disk synergism
method (TSDD). The tested antimicrobials were: AK30, amikacin; AMC30, amoxicillin-
clavulanic acid; APS20, ampicillin-sulbactam; ATM30, aztreonam; FEP30, cefepime; CTX30,
cefotaxime; CAZ30, ceftazidime; EFT30, ceftiofur; CRO30, ceftriaxone; CIP5, ciprofloxacin;
ENRS, enrofloxacin; CN10, gentamycin; IMP10, imipenem; LEVS5, levofloxacin; MEM10,
meropenem; PIT110, piperacycline-tazobactam; SXT25, trimethoprim-sulfamethoxazole;
TET30, tetracycline; TIC85, ticarcillin-clavulanate; and TOB10, tobramycin. Of the 67 isolates
selected in the study, 65 (97%) were identified by MALDI-TOF with a score above 1.7; 45
(69.2%) fermenting BGN belonging to the Enterobacteriaceae family and 20 (30.8%) non-
fermenting BGN, which correspond to 14 (21.5%) Acinetobacter spp., 5 (7.7%) Pseudomonas
spp. and one (1.5%) Stenotrophomonas maltophilia. Analysis of the results showed that 1
(1.5%) non-fermenting BGN was resistant, and 13 (20%) were intermediate, while 14 (21.5%)
BGN fermenters were resistant and five (7.7%) intermediate at least one antimicrobial tested,
with two (3.1%) isolates identified as Pantoea agglomerans with a multi-resistance profile and
ESBL producers. Through these results, we can see that, although transient, the microbiota in
the workers' hands carries multiresistant bacteria that are present in the farm environment.
Therefore, the need to formulate and implement control and surveillance measures that seek to
mitigate the potential spread of resistance genes among humans, animals, and the environment
is reinforced.

Keywords: Antimicrobial resistance. Gram-negative bacilli. Animal production. Pigs. Rural
workers.
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1 INTRODUCAO

1.1 PRODUCAO DE SUINOS NO BRASIL

A carne suina ¢é a fonte de proteina animal mais consumida em todo o mundo (1). A
cadeia produtiva da suinocultura brasileira esta voltada para a qualidade da carne e organizada
de forma que a producéo seja o suficiente para suprir o mercado interno e ainda seja destinado
a exportacdo (1). De acordo com dados do relatério anual da Associacéo Brasileira de Proteina
Animal (ABPA) (2), o mercado de producdo animal brasileiro é considerado um dos mais
importantes do mundo, sendo um dos principais produtores e exportadores de carne suina. A
producdo brasileira de suinos ocupa a quarta posicao depois da China, Unido Europeia e Estados
Unidos (2,3). Em 2019, foram produzidas 3,983 milhdes de toneladas, com um aumento de
0,22% de aumento na producdo nacional em relacdo ao ano anterior (3). Um total de 750 mil
toneladas foram exportadas, com um aumento de 16% em relacéo ao ano de 2018, fazendo do
Brasil o quatro maior exportador mundial (3). Trés estados da regido sul do pais detém 80,3%
das exportagOes brasileiras, sendo o Rio Grande do Sul o segundo maior exportador de carne
suina brasileira depois do estado de Santa Catarina (2). O destino da producédo brasileira de
carne suina atende a 84% do mercado interno, com um consumo de 15,3kg de carne per capita,
sendo o sexto lugar em consumo de carne suina no mundo (2,3). As adversidades causadas pelo
COVID-19 e as interrupgdes na economia e no servigo de alimentagdo em 2020 acarretaram
um decréscimo de 2% na producdo de suinos brasileira devido a reducdo de expectativas de
abate (4). Entretanto, o aumento da demanda mundial durante os cinco primeiros meses de 2020
superaram as expectativas resultando no aumento da projecdo de importacdo pelo mercado
externo (4). Esse aumento da demanda por produtos pecuéarios de alta qualidade pelo mercado
internacional exige da producédo brasileira a implementacdo de programas para reduzir a
utilizacdo de antimicrobianos e o desenvolvimento de estratégias para otimizar a producédo e
promover a manutencdo do bem-estar e saude animal. Como o consumo de antimicrobianos em
animais produtores de alimentos contribui para o problema, sdo importantes politicas que

restrinjam o uso agricola inadequado ou desnecessario de drogas antimicrobianas.

1.2 PROGRAMAS BRASILEIROS DE ATENCAO A RESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS NA PRODUCAO AGROPECUARIA



A Organizacdo das NagOes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO), a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e a Organiza¢dao Mundial de Saude Animal (OIE), no
combate a ameaca que representa a resisténcia a antimicrobianos, intensificaram acoes
conjuntas por meio de um plano de acao global (5). Em ambito nacional, sob a coordenacéao do
Ministério da Saude, foi elaborado o Plano de Acdo Nacional para Prevencdo e Controle da
Resisténcia aos Antimicrobianos do Brasil (PAN-BR) em consonéncia com 0s objetivos
definidos pelo Plano de Ac¢do Global sobre Resisténcia aos Antimicrobianos. O objetivo geral
dos planos de acdo é garantir que se mantenha a capacidade de tratar e prevenir doencas
infecciosas com medicamentos seguros e eficazes, que sejam de qualidade assegurada e que
sejam utilizados de forma responsavel e acessivel a todos que deles necessitem (6).

Como parte do Plano de Acdo Nacional para Prevencdo e Controle da Resisténcia aos
Antimicrobianos (PAN-BR), o Plano de A¢do Nacional de Prevencdo e Controle da Resisténcia
aos Antimicrobianos no ambito da Agropecuéria, 0 PAN-BR AGRO, foi elaborado pela
Comissdo sobre Prevengdo da Resisténcia aos Antimicrobianos em Animais (CPRA), no
ambito da Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA/MAPA), em conjunto com a Secretaria de
Mobilidade do Produtor Rural e Cooperativismo (SMC/MAPA) (7). O PAN-BR AGRO foi
elaborado para ser executado em cinco anos, de 2018 a 2022. Sua operacionalizagédo certamente
ird ratificar a vocacao do Brasil como pais indispensavel do nlcleo estratégico da seguranca
alimentar mundial, pela producdo de produtos sustentaveis, indcuos e competitivos
internacionalmente (8).

Para garantir a sustentabilidade do Plano e a execucdo das atividades previstas, 0
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), por meio da Instrucdo
Normativa N° 41, publicada no Diério Oficial em 23 de Outubro de 2017, instituiu o Programa
Nacional de Prevencdo e Controle de Resisténcia a Antimicrobianos na Agropecuaria
(AgroPrevine) (7). O AgroPrevine visa o fortalecimento de a¢fes para prevencao e controle da
resisténcia aos antimicrobianos na agropecuaria, considerando o conceito de Sadde Unica, que
estabelece a interdependéncia entre a saide humana, animal e ambiental, utilizando como
ferramentas educacdo sanitéria, vigilancia e defesa agropecuéria (9).

No contexto da suinocultura, os trabalhos da CBPA séo desenvolvidos com objetivo de
elevar o grau de bem-estar dos suinos, especialmente com a ado¢do de novas praticas de
alojamento e enriquecimento ambiental, assim como combater a resisténcia aos

antimicrobianos (10).



1.3 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Os antimicrobianos representam uma das grandes revolugdes da medicina humana (11).
A descoberta da penicilina em 1928 e o0 seu uso clinico anos mais tarde promoveram uma
mudanga no curso da medicina sem precedentes (12). Com os avangos da microbiologia,
biologia molecular e técnicas analiticas, numerosos compostos antibacterianos puderam ser
identificados, purificados ou mesmo sintetizados para uso humano (13). Desde entdo, 0s
antimicrobianos tém sido extensivamente utilizados, desde o tratamento de infeccdes
bacterianas pela medicina humana e veterinaria, até o uso profilatico e subterapéutico na
prevencado de possiveis infecgdes e aumento da eficiéncia alimentar na producdo animal.

Como a maioria dos compostos antimicrobianos sdo moléculas produzidas naturalmente
por microrganismos, eles acabaram desenvolvendo mecanismos para superar sua acdo e
sobreviver (14). Por meio do processo de sele¢do darwiniana, 0os microrganismos confrontados
com a presséo da selecdo antimicrobiana aumentam sua aptidao adquirindo e expressando genes
de resisténcia, e depois compartilham esses genes com outras bactérias (15). Os mecanismos
de protecdo que evoluiram incluem a alteracdo na permeabilidade (porinas principalmente),
expressdo ou hiperexpressao de bombas de efluxo, a produgdo de enzimas que destroem ou
modificam o antimicrobiano, ou alteracbes no alvo de ligagdo do antimicrobiano (16). Essa
resisténcia pode advir de mutagdes, ou da transferéncia horizontal de genes (HGT), que pode
ocorrer através de trés mecanismos principais: (i) conjugacdo (por meio do compartilhamento
de plasmideos que carregam genes de resisténcia), (ii) transducdo (mediada por um
bacteriéfago) e (iii) transformacdo (pela incorporagdo de DNA nu, por exemplo, de genes
originarios de bactérias mortas) (14,17).

A resisténcia antimicrobiana a uma ampla variedade de farmacos ja foi demonstrada em
bactérias ambientais isoladas desde a era pré-antibiotica (18). Trabalhos recentes identificaram
a presenca de bactérias e genes de resisténcia em locais livres de outras fontes de exposicao a
antimicrobianos modernos: permafrost antigo, cavernas isoladas e em espécimes humanos
preservados por centenas de anos (19). Os resultados desses estudos contribuiram para suportar
evidéncias experimentais diretas de que a resisténcia a antimicrobianos é antiga e fazem parte
da histdria evolutiva de um fendbmeno ambiental natural (20). Entretanto, a utilizacdo extensiva
de antimicrobianos pela clinica medica e producdo animal favoreceu a pressao de selecdo e

acabou contribuindo para 0 aumento da disseminacéo de bactérias e genes de resisténcia.



1.4 RESISTENCIA NA PRODUCAO ANIMAL

A agéncia norte-americana Food and Drug Administration (FDA) aprovou o uso de
antimicrobianos como promotores de crescimento para animais em 1951 (21). Desde entéo,
numerosos antimicrobianos pertencentes a diferentes classes, incluindo [-lactamicos,
aminoglicosideos, tetraciclinas, anfenicdis, macrolideos, sulfonamidas, fluoroquinolonas,
lincosamidas, polipeptideos e polienos tem sido utilizados em animais produtores de alimentos
ao redor do mundo (22). Ao longo dos anos, os antimicrobianos foram utilizados na criacéo e
aquicultura de animais para promoc¢do do crescimento, melhoria da eficiéncia alimentar,
profilaxia e também no tratamento de doencas infecciosas (20). Na pecuéria intensiva e
aquicultura, por razdes de praticidade e eficiéncia, os antimicrobianos sédo frequentemente
administrados por meio de racdo ou agua a grupos inteiros de animais (por exemplo, porcos,
frangos), seja para profilaxia (para animais saudaveis em risco de infeccao) ou metafilaxia (para
animais saudaveis no mesmo grupo dos animais doentes) (18).

O papel dos antimicrobianos na promogédo de crescimento e melhoria da eficiéncia
alimentar animal foi embasado em estudos que avaliaram a taxa de conversdo alimentar (FCR),
crescimento animal e desempenho reprodutivo (22). Os estudos indicaram que a utilizacéo de
antimicrobianos em suinos por via oral promovem: (i) 0 aumentou da digestibilidade da dieta e
melhoraram a eficiéncia de utilizacdo da racéo; (ii) 0 aumento do ganho de peso; (iii) a melhora
na taxa de concepcao, taxa de parto, secrecao de leite, eficiéncia produtiva da porca e taxa de
nascidos vivos do leitdo; e (iv) a melhora da qualidade da carcaca, diminuindo a espessura da
gordura e aumentando a carne magra de animais produtores de alimentos (22). Entretanto, o
uso de antimicrobianos para promocao do crescimento é altamente controverso porque, em vez
de tratar animais doentes, eles sdo administrados a animais saudaveis, e sdo usados muitas vezes
para compensar a falta de higiene e habitacdo ou como substituto para o manejo adequado da
salde animal (18).

Além disso, a administragcdo de antimicrobianos como promotores de crescimento séo
contribuintes importantes para a resisténcia antimicrobiana porque sdo administrados a grupos
inteiros de animais, geralmente por periodos prolongados de tempo e muitas vezes em doses
subterapéuticas; condi¢Ges que favorecem a selecdo e disseminacdo de bactérias resistentes
dentro e entre grupos de animais, bem como para humanos por meio de alimentos ou outras
vias ambientais (15). O uso amplo e crescente de antimicrobianos na pecuéria, uma

consequéncia da demanda global por proteina animal, tem sido uma preocupacao consideravel
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a luz da ameaca de resisténcia antimicrobiana (23). Além das consequéncias potencialmente
graves para a saude publica, a dependéncia de antimicrobianos para atender a demanda por
proteina animal € uma provavel ameaca a sustentabilidade da industria pecuaria e, portanto, ao
sustento dos agricultores em todo 0 mundo (24).

A industria suina experimentou um crescimento notavel nos ultimos 20 anos. Além de
estar atrelada ao aumento da demanda, essa tendéncia também estd relacionada a
industrializacdo de processos, criacdo em massa e aumento da eficiéncia dos frigorificos, que
tém reduzido os custos de producdo (25). Por isso, 0 aumento da capacidade das fazendas e
matadouros tem concentrado um grande ndmero de animais em espacos confinados,
dificultando o controle de patdgenos bacterianos e virais (25). Dessa forma, houve um aumento
da utilizacdo de antimicrobianos na suinocultura buscando a satde animal e eficiéncia alimentar
do plantel com propdsito do aumento da producao.

Globalmente, 73% de todos os antimicrobianos vendidos na Terra sdo usados em
animais criados para alimentacdo (24). De 2000 a 2018, um aumento da propor¢do da
resisténcia a antimicrobianos foi observada na producéo de aves, suinos e bovinos (24). Dois
dos maiores produtores mundiais de suinos, a China e o Brasil, estdo entre 0os maiores
consumidores de antimicrobianos da atualidade (26). Ainda, de acordo com a distribuigéo
global de AMR, a costa sul do Brasil tem sido considerada como uma das regides criticas de
resisténcia, sendo o Rio Grande do Sul um hotspot emergente (24).

Responsavel por grandes perdas econdmicas na industria suina mundial, a diarréia pos-
desmame é uma das principais ameacas sanitarias endémicas da cadeira produtiva de suinos
brasileira (27,28). Causada principalmente pela Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), leva
a aproximadamente 50% da mortalidade dos leitdes (27). Mesmo que algumas das abordagens
preventivas para colibacilose neonatal e p6s-desmame tenham mostrado alguma promessa e
eficacia, os antibidticos ainda sdo frequentemente usados para tratar a colibacilose entérica,
administrados pelas vias parenteral e oral (29). Na industria suina, a maioria das cepas de
Escherichia coli enterotoxigénica sao resistentes a tetraciclinas, aminoglicosideos,
trimetoprim-sulfonamidas e ampicilina, além de também ter sido relatado a emergéncia de
resisténcia a fluoroguinolonas e colistina (25).

Outra bactéria Gram-negativa, a Salmonella choleraesuis é capaz de causar doenca
clinica em suinos, sendo pouco relatada em rebanhos brasileiros (30). Entretanto, a presenca de
outros sorovares sd0 uma preocupacgédo para a seguranca alimentar e podem ser importantes

fontes de contaminacdo para os produtos finais (28,30). A Salmonella typhimurium, que néo
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causa nenhum tipo de doenca clinica em suinos, é a segunda mais importante nas infeccbes
alimentares em humanos (31). As resisténcias mais comuns relatadas ao longo dos anos nos
diferentes sorovares de salmonela foram a tetraciclina, estreptomicina, sulfonamida-
trimetoprima e ampicilina (32). A principal preocupacdo em relacdo a transferéncia de
resisténcia dos diferentes tipos de sorovares através da cadeira alimentar esti associado a
infecgBes humanas por salmonela resistente a drogas mais criticas como as cefalosporinas de 32
e 42 geragéo (ceftiofur e cefquinoma, respectivamente), pois estas selecionam para resisténcia
as cefalosporinas humanas criticas (32). N&o somente Escherichia coli e Salmonela spp. estdo
envolvidas na disseminacao de genes de resisténcia, mas também outras espécies que raramente
sdo consideradas importantes para a satde animal, como a Klebsiella spp., e também espécies
ambientais, como Acinetobacter spp. (32), além de outras espécies de bacilos Gram-negativos
de importancia para a clinica humana que estdo envolvidas na disseminacdo de genes de

resisténcia através da cadeia de producdo alimentar.

1.5 RESISTENCIA DE BACILOS GRAM-NEGATIVOS ASSOCIADA A PLASMIDEOS

Com a crescente consciéncia global da necessidade de novos antibidticos, em 2016 a
OMS criou uma lista de prioridades de bactérias resistentes a antibioticos para direcionar a
pesquisa e o desenvolvimento de medicamentos novos e eficazes (33). De acordo com a lista,
bactérias multirresistentes associadas com infec¢des agudas, como, por exemplo, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos, sao
classificadas como patogenos de prioridade critica para o desenvolvimento de novos
antibidticos (34). Isso porque o0 aumento da incidéncia de infeccbes Gram-negativas resistentes
a antibioticos tornou-se o problema mais urgente na resisténcia bacteriana (35).

Bactérias Gram-negativas normalmente colonizam o trato gastrointestinal de mamiferos
e sdo conhecidas por causar infeccdes oportunistas graves em humanos e animais. A resisténcia
antimicrobiana (AMR) em bactérias Gram-negativas € considerada um desafio devido a
plasticidade genética destes microrganismos, além de possuirem mecanismos altamente
eficientes por meio dos quais genes de resisténcia podem ser disseminados entre as bactérias
patogénicas e comensais da mesma espécies ou de espécies diferentes. Essas caracteristicas
Unicas de bactérias Gram-negativas resultaram na evolucdo de cepas que demonstram
resisténcia a varias classes de antimicrobianos (36). O uso indiscriminado de antimicrobianos

em humanos e animais, juntamente com o aumento da conectividade global, facilitou a
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transmisséo de infeccbes Gram-negativas que abrigavam [-lactamases de espectro estendido
(35).

Ao longo do tempo, 0 aumento da utilizacdo de antimicrobianos na producéo animal
resultou no aumento da pressao de selecao resultando em numerosos mecanismos de resisténcia
a antimicrobianos associados a bacilos Gram-negativos. Na familia Enterobacteriaceae (por
exemplo, Escherichia coli, Klebsiella e Enterobacter), as B-lactamases de espectro estendido
(ESBLs) medeiam a resisténcia as cefalosporinas de primeira a quarta geracgéo (35).

De acordo com a classificagdo de Ambler, as B-lactamases sdo classificadas em 4 grupos
(classes A, B, C e D), com base em suas sequéncias de aminoacidos e sitio ativo (37). Enzimas
pertencentes a classe A, incluem as ESBLs e KPCs. As trés familias principais familias de
enzimas ESBLs descritas sao os tipos TEM, SHV, e CTX-M (38). Os genes que codificam estas
enzimas geralmente estdo contidos em plasmideos, podendo ser transmitidos entre bactérias da
mesma espécie ou de géneros/espécies diferentes (39). As ESBLs tem a capacidade de
hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de primeira a quarta geracao, e aztreonam, mas pode ser
inibidas por inibidores de B-lactamases como clavulanato, sulbactam e tazobactam. Além de
possuir a atividade hidrolitica de ESBLs, KPCs também hidrolisam carbapenémicos (40).

Enzimas pertencentes a classe B sdo identificadas como metalo-B-lactamases e incluem
Nova Déli metalo-B-lactamase (NDM), imipenem (IMP) e a metalo-p-lactamase codificada
pelo integron de Verona (VIM) (41). Estas enzimas tem a capacidade de hidrolisar penicilinas,
cefalosporinas de primeira a quarta geragdo, inibidores de -lactamases e carbapenémicos (42).
O aztreonam ndo sdo suscetiveis a acdo das metalo-p-lactamases; entretanto, a maioria dos
isolados também produz ESBLSs, para o qual o aztreonam é geralmente ineficaz (35) e, por isso,
ha a necessidade do uso associado a outros antimicrobianos como ceftazidima-avibactam que
neutralizam as ESBLs e carbapenemases (43).

Enzimas da classe C, como as cefalosporinases AmpCs, sdo induziveis e codificadas na
maioria das vezes pelo cromossomo sendo intrinsecas a numerosas espécies identificadas como
organismos “MY SPACE” (Morganella spp., Yersinia spp., Serratia spp., Pseudomonas spp.,
Proteus spp., Providencia spp., Aeromonas spp., Acinetobacter spp., Citrobacter spp. e
Enterobacter spp.). AmpCs hidrolisam as penicilinas, cefalosporinas de primeira a terceira
geracdo, inibidores de B-lactamases e aztreonam. A cefepima, uma cefalosporina de quarta
geracdo, é pouco hidrolisada por AmpCs, portanto, muitos isolados sdo suscetiveis e a cefepima
pode ser eficaz como tratamento (35). AmpC pode ser induzida por amoxicilina, &acido

clavulanico, cefoxitina e cefalosporinas de primeira geracdo. Os carbapenémicos também sdo
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indutores potentes, mas permanecem ativos devido a falta de hidrolise mediada por AmpC
significativa, enquanto outros B-lactdmicos sdo indutores mais fracos (44).

As enzimas da classe D sdo oxacilinases ou OXA, assim chamadas por causa de sua alta
atividade hidrolitica contra oxacilina (45). Essa familia de enzimas é bem extensa e possui
espectro de inibicdo extremamente variavel. Algumas enzimas atuam como B-lactamases de
espectro estreito, conferindo resisténcia as penicilinas e a quase todas as cefalosporinas, e outras
atuam como carbapenemases (46). Entretanto ao contrario das enzimas da classe A, elas ndo
sdo inibidas por inibidores de B-lactamase. B-lactamases de classe D sdo encontradas
principalmente em bactérias Gram-negativas, como Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Proteus mirabilis e Acinetobacter baumannii (45). O grupo OXA-48 emergiu como uma
carbapenemase implicada em varios surtos nosocomiais transmitida por plasmideo e que
disseminou entre Enterobacteriaceae, predominantemente Klebsiella pneumoniae (47).

Além de ESBLs Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases, como as que
contém Klebsiella pneumoniae carbapenemases (KPCs) e metalo-p-lactamases de Nova Déli
(NDMs), acabaram se tornando uma das maiores preocupacdes nas duas Ultimas décadas (35).
Outra preocupacdo crescente se refere aos bacilos Gram-negativos ndo-fermentadores, como
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii, os quais sdo patdgenos nosocomiais
especialmente problematicos em unidades de terapia intensiva devido a sua capacidade de
adquirir elementos genéticos moveis que codificam determinantes de resisténcia multipla ou
pan-resisténcia além das B-lactamases, incluindo carbapenemases (35,44).

Os carbapenémicos sdo freqlentemente usados para tratar infeccGes bacterianas
causadas por bactérias Gram-negativas resistentes a cefalosporinas de espectro estendido e sdo
normalmente hidrolisados por carbapenemases produzidas por membros de Enterobacteriaceae
e bacilos Gram-negativos nao fermentadores (48). Essas enzimas foram classificadas de acordo
com a classificacdo de Ambler em classes A, B e D. As classes A e D sdo conhecidas como
carbapenemases de serina e as classes B sdo chamadas de metalo-B-lactamases (MBLS) (49).
As carbapenemases da Classe A compreendem cinco grupos: NMC, IMI, SME, KPC e GES,
subdivididos em grupos mediados cromossomicamente e por plasmideo. SME, NMC e IMI sdo
mediados cromossomicamente, enquanto os grupos KPC e GES sdo, na maioria dos casos,
mediados por plasmideo. Estas enzimas possuem atividade hidrolitica para a maioria dos -
lactdmicos, incluindo carbapenémicos, cefalosporinas, penicilinas e aztreonam e foram

encontradas em Enterobacteriaceae e P. aeruginosa (48).
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As enzimas KPC estdo entre as serinas carbapenemases de classe A codificadas por
plasmideo, principalmente de K. pneumoniae, e sdo consideradas as enzimas que representam
uma ameaca potente aos antimicrobianos usados para tratar infeccbes. Genes KPC foram
relatados em plasmideos em espécies de enterobactérias tais como E. coli, Salmonella spp., E.
cloacae, Proteus mirabilis e K. oxytoca (48). A disseminacdo ndo clonal também é altamente
aparente em MBLs, especialmente NDM (50). Essas enzimas de classe B, que incluem NDM,
GES, VIM e IMP, também se disseminaram globalmente (51). MBLs hidrolisam todos os f3-
lactdmicos, exceto monobactamamicos, incluindo aztreonam, e ndo sdo inibidas por qualquer
um dos inibidores de B-lactamase comercialmente disponiveis e suas bactérias hospedeiras
frequentemente carregam mecanismos de resisténcia adicionais, como ESBLs (50,51).

A resisténcia a polimixinas (colistina e polimixina B) mediada por mcr-1 (mobilized
colistin resistance) pode contribuir para a disseminacdo de bactérias Gram-negativas pan-
resistentes. O gene mcr-1 mediado por plasmideo codifica a fosfoetanolamina transferase que
confere resisténcia a polimixina através da alteracao da interacdo entre a colistina e a membrana
externa das bactérias Gram-negativas (52). O primeiro relato de isolados de Enterobacteriaceae
resistentes a colistina mediados mcr-1 transmitido por plasmideo foi realizado por Liu et al.
(53). Desde entdo, a resisténcia adquirida as polimixinas é cada vez mais relatada em
Enterobacteriaceae e, particularmente, em Klebsiella pneumoniae (54). Outras espécies
bacterianas ja demonstraram a expressdo de mcr-1 como Escherichia coli, Shigella sonnei e
Salmonella enterica (52). A rapida disseminacao do gene mcr-1 via transmissao horizontal tem
sido considerada uma emergéncia global. Este aumento da resisténcia é extremamente
preocupante, considerando que as polimixinas sdo antibidticos de altimo recurso para o
tratamento de infecgdes por Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos (54).

De maneira suscinta, esses foram os principais mecanismos de resisténcia associadas a
transferéncia plasmidial em bacilos Gram-negativos. Entretanto, devido a complexidade
concernente 0s mecanismos de resisténcia, muitas outras enzimas podem estar associadas e
muitas outras ainda podem emergir devido aos avanc¢os das pesquisas. Embora ainda ndo se
tenha avaliado o impacto da disseminagdo generalizada de isolados ou genes de resisténcia a
antimicrobianos provenientes do ambiente e da produgdo animal para o0 ambiente hospitalar,
algumas evidéncias apontam que esses locais podem atuar como reservatorios ambientais e
sugerem que ha um alto risco de que esses genes se espalhem para patégenos humanos tendo

consequéncias futuras no tratamento de infeccdes (55).
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1.6 DISSEMINACAO DE BACTERIAS RESISTENTES PROVENIENTES DA
PRODUCAO RURAL

A resisténcia antimicrobiana na producéo animal tem grande impacto na satde animal
e pode estar associada a infeccbes resistentes em humanos. O surgimento de resisténcia
antimicrobiana em bactérias comensais ou patégenos animais contribui para a abundancia de
genes de resisténcia que podem ser posteriormente transferidos para patégenos humanos (17).
O intestino de animais para alimentacdo servem como importantes reservatorios de genes de
resisténcia antimicrobiana (21). Existe um reconhecimento crescente de que o0 uso generalizado
de antimicrobianos na producao animal pode contribuir para o desenvolvimento de resisténcia
aos antimicrobianos comumente usados na medicina humana, em grande parte devido ao uso
de antimicrobianos comuns em humanos e animais produtores de alimentos (56).

A transmissao zoondtica de resisténcia a antimicrobianos de suinos para produtores
rurais ja foi verificada em alguns estudos (57-60). Isolados de E. coli produtores de ESBL com
0s mesmos genes de B-lactamase, perfis de resisténcia a antibioticos, tipos de sequéncia
identificadas por ERIC e MLSTs foram detectados em 34 de 60 porcos (56,7%) e 8 de 40
trabalhadores agricolas (20,0%) pertencentes as mesmas fazendas, indicando possivel
transferéncia de resisténcia antimicrobiana entre porcos e trabalhadores agricolas (57). Em
outro estudo, foi possivel verificar a provavel transmissao horizontal de ESBLSs de animais de
producdo (gado, suinos e aves) para trabalhadores rurais (58). De um total de 73 trabalhadores
rurais, cinco (6.8%) eram portadores de ESBLs (trés trabalhadores de fazendas de gado e dois
trabalhadores de fazendas de suinos), sendo que dois pares produtor-suino e produtor-bovino
portavam 0s mesmos genes ESBLs, mas ndo compartilhavam o mesmo tipo de sequéncias
MLSTs (58). Entretanto, um Unico isolado de um produtor rural bovino compartilhou um tipo
de sequéncia MLST do gene CTX-M idéntico ao encontrado na amostra fecal da mesma
fazenda, sugerindo que os isolados descendiam do mesmo clone de E. coli e indicando a
possivel transmissdo zoondtica.

Plasmideos carregando genes de ESBL de interesse clinico podem ser facilmente
transferidos entre animais e humanos através do contato direto. A presenca de CTX-M-1 foi
detectada em 56 de 70 amostras de suinos, 20 de 30 pares porca-leitdo testados e trés
trabalhadores rurais de duas fazendas avaliadas (59). A alta diversidade genética observada no
estudo sugere que a aquisicdo de plasmideos carreadores do gene blactx-m-1 por trabalhadores

agricolas ocorreu pelo contato direto com os porcos e foi predominantemente devida a
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disseminacdo horizontal de plasmideos entre linhagens distintas de E. coli., provavelmente
selecionada por exposicao a antibioticos e ndo foi resultado da disseminacéo clonal. Entretanto,
a ocorréncia de transmissao clonal foi verificada em um estudo que identificou dois isolados
humanos que abrigavam tipos de genes ESBL semelhantes e tinham sequéncia e tipos de
plasmideo idénticos (E. coli ST-453, blaCTX-M-1, Incll) a de dois suinos nas respectivas
granjas em que trabalhavam (60).

Os resultados destes e de outros estudos fornecem indicios de que bactérias resistentes
podem ser trocadas entre animais e trabalhadores agricolas. Trabalhadores agricolas parecem
ter um maior risco de carregar ESBLs do que a populacdo em geral, devido ao fato de terem
mais chances de entrarem em contato direto com animais portadores de bactérias resistentes e
gue o contato frequente com animais pode ser um fator de risco para o transporte humano de
ESBL (57). Embora algumas pesquisas ja tenham buscado pesquisar o perfil de resisténcia a
antimicrobianos na producdo de suinocultura brasileira, at¢é 0 momento ndo foi encontrado
ainda nenhum trabalho no Brasil que buscasse identificar o perfil de suscetibilidade de bactérias
das maos dos trabalhadores que estdo em contato direto com 0s suinos.

Considerando (i) a importancia mundial da producdo brasileira de suinos; (ii) a
preocupacéo global em relagéo a resisténcia aos antimicrobianos; (iii) a vigilancia ainda restrita
por parte dos 6rgaos fiscalizadores e de satde publica brasileiros; (iv) as evidéncias crescentes
em relacdo a disseminacao de resisténcia na producdo animal pelo contato dos trabalhadores
com o0s animais; (v) e o conhecimento ainda limitado em relacdo a transferéncia de
determinantes de resisténcia de fontes de origem animal/alimentar para humanos; surge a
necessidade de se conhecer melhor o perfil de susceptibilidade deste reservatorio ambiental
para se monitorar a ocorréncia de bactérias resistentes, e assim contribuir para a formulacao de

medidas que busquem mitigar a sua propagacao potencial.

1.7 OBJETIVOS

1.7.1 Objetivo Geral

Identificar e avaliar o perfil de susceptibilidade de bacilos Gram-negativos isolados das

maos dos trabalhadores de fazendas de suinocultura no estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
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1.7.2 Objetivos especificos

Identificar os isolados de bactérias Gram-negativas presentes na microbiota das
méos dos trabalhadores das granjas de suinos;

Identificar e relacionar o perfil de susceptibilidade das diferentes espécies de bacilos
Gram-negativos isolados das méos dos trabalhadores das granjas de suinos com
dados existentes na literatura;

Identificar fenotipicamente a presenca de Enterobacteriaceae produtoras de ESBL

nos isolados das maos dos trabalhadores das granjas de suinos.
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2 ARTIGO CIENTIFICO

O trabalho intitulado “Bacilos Gram-negativos multirresistentes isolados das maos de
trabalhadores de granjas de suinocultura no estado do Rio Grande do Sul, Brasil” esta
apresentado na forma de artigo cientifico e obedece as normas da revista selecionada, Frontiers

in Microbiology, cujas normas constam em anexo.
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Resumo

O amplo uso de antimicrobianos na pecuaria é preocupante devido a crescente taxa de resisténcia
antimicrobiana. Embora os mecanismos de transferéncia de determinantes de resisténcia de animais
para humanos ndo tenham sido elucidados adequadamente, evidéncias consideraveis apontam para a
transferéncia de resisténcia antimicrobiana de animais de producéo para trabalhadores agricolas. Nesse
sentido, surge a necessidade de se monitorar o perfil de suscetibilidade de bactérias presentes na
microbiota de trabalhadores que estdo em contato direto com 0s animais, para que se possam
implementar barreiras para controle da disseminacao de resisténcia a antimicrobianos. O objetivo desse
trabalho foi identificar e avaliar o perfil de susceptibilidade de bacilos Gram-negativos (BGN) isolados
das maos dos trabalhadores de fazendas de suinocultura no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Os
isolados de BGN foram provenientes das méos de 58 trabalhadores de 37 granjas produtoras de suinos
no estado do Rio Grande do Sul, Brasil coletados entre Mar¢o e Setembro de 2018. Os isolados foram
identificados por MALDI-TOF, submetidos ao teste de suscetibilidade por disco difusédo e triagem de
Enterobacteriaceae produtoras de ESBL pelo método de sinergismo de disco duplo (TSDD). Dos 67
isolados selecionados no estudo, 65 (97%) foram identificados por MALDI-TOF com escore acima de
1,7; sendo 45(69,2%) BGN fermentadores pertencentes a familia Enterobacteriaceae e 20 (30,8%)
BGN néo fermentadores, que correspondem a 14 (21,5%) Acinetobacter spp., 5(7,7%) Pseudomonas
spp. e 1(1,5%) Stenotrophomonas maltophilia. Entre estes isolados, 19 (42,2%) BGN néo
fermentadores e 14 (70%) BGN fermentadores foram néo suscetiveis a pelo menos um antimicrobiano
testado. Dois (3,1%) isolados identificados como Pantoea agglomerans com perfil de multirresisténcia
e produtores de ESBL. Atraveés destes resultados podemos observar que a microbiota das maos dos
trabalhadores carreia bactérias multirresistentes que estdo presentes no ambiente da fazenda. Assim,
reforga-se a necessidade de formular e implementar medidas de controle e vigilancia que busquem
mitigar a propagacao potencial de genes de resisténcia entre homens, animais e ambiente.
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Bacilos Gram-negativos multirresistentes isolados das méaos de trabalhadores de fazendas de
suinocultura no estado do Rio Grande do Sul, Brasil

1.  Introducéo

A utilizacdo indiscriminada de antibioticos como estratégia terapéutica clinica e na producgéo
animal para a melhoria da eficiéncia alimentar e prevencéo a possiveis infec¢fes acabou contribuindo
para a selecdo de microrganismos resistentes a antimicrobianos no ambiente. A resisténcia
antimicrobiana tem sido considerada um dos mais importantes problemas de saude publica da
atualidade e representa uma ameaca global (1). Um enorme empenho, em d&mbito mundial, tem sido
empreendido na tentativa de reduzir a disseminacao da resisténcia antimicrobiana. A Organizacao das
NacOes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO), a Organizagdo Mundial de Saide (OMS) e a
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) intensificaram agdes conjuntas por meio de um plano de
acdo global no combate a ameaga que representa a resisténcia a antimicrobianos (2). Através do
reconhecimento da complexidade ecoldgica da interacdo de microrganismos diversos entre humanos,
animais e ambiente, hd um esforco integrado na busca pela reducdo da resisténcia a antimicrobianos
atraveés do uso da abordagem One Health (3).

A resisténcia dos bacilos Gram-negativos (BGNs) aos antibidticos mais comumente
administrados na medicina humana aumentou significativamente na ultima década (4), tornando estes
patégenos uma das maiores preocupacdes em relacdo a disseminacdo da resisténcia (5). Isso ocorre
devido as opgdes limitadas de tratamento, a facilidade da transferéncia de genes de resisténcia mediada
por plasmideos entre 0 BGNSs, a ampla distribuicdo de Enterobacteriaceae como parte do microbioma
humano, a colonizagdo assintomatica presente em certos individuos e a maior mortalidade associada a
Enterobacteriaceae resistente a carbapenémicos em comparagdo com cepas suscetiveis (6). Embora a
exposicdo a animais seja considerada um fator de risco, as evidéncias para uma transferéncia direta de
Enterobacteriaceae resistentes a antimicrobianos de animais para humanos por meio de contatos
proximos ainda sdo limitadas, da mesma forma em que também néo esta estabelecida a extensdo em
que os alimentos contribuem para a transmissao potencial de resisténcia (7).

Ao longo dos anos, os antimicrobianos foram utilizados na cria¢do de animais para promocao do
crescimento, melhoria da eficiéncia alimentar, profilaxia e também no tratamento de doengas
infecciosas (7). O uso amplo e crescente de antimicrobianos na pecudria, em consequéncia da crescente
demanda global do consumo de proteina animal, € uma preocupacdo consideravel em resposta a
ameaca de resisténcia antimicrobiana (8). Isso porque ha um reconhecimento crescente de que 0 uso
de antimicrobianos na producdo animal de alimentos pode contribuir para o desenvolvimento de
resisténcia aos antimicrobianos comumente usados na medicina humana (9). Embora a transferéncia
de determinantes de resisténcia de animais para humanos seja dificil de rastrear, e que o papel desses
reservatorios animais na resisténcia antimicrobiana clinica ndo tenha sido elucidado adequadamente
(10), evidéncias consideraveis apontam para a disseminacdo generalizada de resisténcia antimicrobiana
originadas da producéo animal para seres humanos.

Bactérias comensais resistentes a antimicrobianos provenientes de animais de produgdo podem
ser transferidas para seres humanos através do contato direto com os animais, ou indiretamente, atraves
de alimentos ou do meio ambiente (11). Em alguns casos de transmissdo por contato direto, as bactérias
também podem ser transmitidas de humanos para 0s animais com 0s quais estdo em contato (11). Em
um trabalho recente (12), através de uma revisao sistematica e metanalise da literatura, foi identificado
que as intervencdes que restringem o uso de antibioticos na producdo animal estdo associadas a uma
reducdo na prevaléncia de resisténcia a antibidticos nos animais de producéo, e sugerem que esse efeito
potencialmente benéfico se estende aos agricultores e aqueles em contato direto com os animais. Esse
trabalho sugere consistentemente que bactérias resistentes podem ser trocadas entre animais e
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trabalhadores agricolas, com as evidéncias mais fracas e indiretas para transmissao a outras populacdes
humanas (12). Essas evidéncias conjuntas apontam para a necessidade de identificacdo de resisténcia
das bactérias provenientes da producdo animal, e também indicam a necessidade de se monitorar o
perfil de suscetibilidade de bactérias presentes na microbiota de trabalhadores que estdo em contato
direto com os animais para que se possam implementar barreiras para controle da disseminacao de
resisténcia a antimicrobianos. Alguns estudos j& tém buscado pesquisar o perfil de resisténcia a
antimicrobianos na suinocultura brasileira, mas até o momento ndo foi encontrado ainda nenhum
trabalho no Brasil que buscasse identificar o perfil de suscetibilidade de bactérias das méos dos
trabalhadores que estdo em contato direto com os suinos. Diante da emergéncia da propagacédo
generalizada da resisténcia antimicrobiana por bactérias comensais presente na microbiota de homens
e animais, o objetivo desse estudo foi identificar e avaliar o perfil de susceptibilidade de bacilos Gram-
negativos isolados das maos dos trabalhadores de fazendas de suinocultura no estado do Rio Grande
do Sul, Brasil.

1. Materiais e métodos
Declaracédo de ética

Esse estudo integra o projeto intitulado “Caracterizacdo de genes de resisténcia de isolados de
Escherichia coli provenientes de suinos, avaliacdo dos diferentes perfis clonais circulantes e sua
relagdo com residuos de antibidticos no ambiente e na carne in natura”. O projeto foi previamente
aprovado pelo no Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS) registrado sob o nimero 33494, e pelo Grupo de Pesquisa e Pds-Graduacdo (GPPG)
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) registrado sob o numero 180672. As amostras das
mdos dos trabalhadores de fazendas de suinocultura foram coletadas apds a concordancia dos
participantes através da assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

Coleta de amostras

Entre Marco e Setembro de 2018, foram coletados 58 swabs das méos de trabalhadores de 37
granjas produtoras de suinos no estado do Rio Grande do Sul, Brasil (Tabela 1). As amostras foram
coletadas com swabs estéreis e inoculadas em meio de transporte Stuart. Os isolados de bacilos Gram-
negativos utilizados neste estudo foram previamente selecionados e identificados através de testes
bioquimicos e testes fenotipicos, e armazenados a -20 °C em glicerol 16%.

Identificagéo pelo MALDI-TOF

Os isolados foram inoculados em caldo BHI (Brain Heart Infusion) (KASVI®, Brasil) e
incubados a 37 °C por 24 h até ser observada a turvagdo do meio de cultura. Eles foram entdo semeados
em placas contendo meio Mueller-Hinton (KASVI®, Brasil) e incubados a 37 °C por 24 h para a
realizacdo da identificacéo e dos testes de suscetibilidade. A confirmacéo da identificacdo dos isolados
foi realizada em duplicata pelo método de espectrometria de massas através da técnica direta pelo
MALDI Biotyper 4.0 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany) seguindo as instru¢des do manual
do fabricante do equipamento (13).

Teste de suscetibilidade a antimicrobianos
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O perfil de susceptibilidade foi realizado pelo método de disco difusdo de acordo com a
padronizacdo estabelecida pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (14). Para validagéo do
teste, foi utilizada uma cepa padrdo Escherichia coli ATCC 25922. Foram utilizados 20 agentes
antimicrobianos: AK30, amicacina; AMC30, amoxicilina-&cido clavulanico; APS20, ampicilina-
sulbactam; ATM30, aztreonam; FEP30, cefepima; CTX30, cefotaxima; CAZ30, ceftazidima; EFT30,
ceftiofur; CRO30, ceftriaxona; CIP5, ciprofloxacina; ENRS5, enrofloxacina; CN10, gentamicina;
IMP10, imipenem; LEV5, levofloxacina; MEM10, meropenem; PIT110, piperaciclina-tazobactam;
SXT25, sulfametoxazol-trimetoprim; TET30, tetraciclina; TIC85, ticarcilina-clavulanato; e TOB10,
tobramicina (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, Franca).

Deteccéo fenotipica de ESBL

A deteccdo fenotipica de ESBL foi realizada pelo método de sinergismo de disco duplo (TSDD)
de acordo com a padronizacdo estabelecida pelo CLSI (14) concomitante ao teste de disco difusédo. O
teste foi realizado aplicando trés discos contendo cefalosporinas — cefotaxima, ceftazidima e cefepima
— proximos a um disco com amoxicilina-acido clavulanico. Os halos foram medidos e o resultado
verificado através da observacdo do aumento das zonas de inibicdo em torno de qualquer disco de
cefalosporinas em direcdo do disco contendo o &cido clavulanico.

2. Resultados
Identificacdo bacteriana

No total, foram isoladas 67 cepas de bacilos Gram-negativos, sendo 65 (97%) identificados por
espectrometria de massas MALDI-TOF com escore acima de 1,7 (Tabela 1). As identificacdes
baseadas em MALDI-TOF resultaram em 45(69,2%) bacilos Gram-negativos fermentadores
pertencentes a familia Enterobacteriaceae e 20 (30,8%) bacilos Gram-negativos ndo fermentadores,
sendo 14 (21,5%) Acinetobacter spp., 5 (7,7%) Pseudomonas spp. e 1(1,5%) Stenotrophomonas
maltophilia.

Perfis fenotipicos de resisténcia

Os resultados do perfil de susceptibilidade a partir do teste de disco difuséo estdo apresentados
na Tabela 2. Dos 45 isolados de BGN fermentadores pertencentes a familia Enterobacteriaceae, 19
(42,2%) isolados foram ndo-suscetiveis a pelo menos um dos antimicrobianos testados. A
caracterizacdo fenotipica do perfil de suscetibilidade permitiu identificar dois isolados (3,1%) de
Pantoea agglomerans multirresistentes a aminoglicosideos, a carbapenémicos e cefalosporinas de
terceira geracao; e positivos para o TSDD, sendo considerados produtores de ESBLs. Outros BGNs
fermentadores resistentes e intermediarios as diferentes classes de antimicrobianos foram identificados,
incluindo Citrobacter koseri, Enterobacter cloacae, Klebsiella varicola e Klebsiella pneumoniae
resistentes a pelo menos uma cefalosporina de terceira geracdo e intermediarios a carbapenémicos.

Dos 20 BGN néo fermentadores, 14 (70%) ndo foram suscetiveis a pelo menos um dos
antimicrobianos testados. Dos 14 isolados de Acinetobacter spp., apenas o isolado de Acinetobacter
ursingii apresentou perfil de resisténcia a ceftazidima e foi intermediario para ciprofloxacina e
amicacina; 12 isolados de Acinetobacter baumannii foram intermediarios para ceftriaxona, sendo um
deles intermediario também para sulfametaxazol-trimetoprim e piperacilina-tazobactam, dois deles
intermediarios para ceftazidima e um para imipenem. O isolado de Pseudomonas aeruginosa foi
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intermediario para imipenem. Alguns isolados identificados ndo sdo padronizados no CLSI para o teste
de disco difuséo, sendo necesséria a realizacdo do teste em microdilui¢do em caldo.

3. Discussao

O estado do Rio Grande do Sul ocupa uma posi¢éo de destaque no mercado brasileiro e mundial
de suinocultura. No entanto, devido a utilizacdo de antimicrobianos na producdo animal, é considerada
uma regido emergente na disseminacdo de resisténcia a antimicrobianos (15). A resisténcia
antimicrobiana na suinocultura tem grande impacto na satde animal e pode estar associada a infeccdes
resistentes em humanos. Ao longo das Gltimas décadas, a utilizacdo de antimicrobianos na producao
de suinos buscando a melhoria da eficiéncia alimentar, profilaxia, metafilaxia e o tratamento de
doencas infecciosas favoreceu a pressao de selecdo de microrganismos resistentes e a disseminacgéo de
mecanismos de resisténcia. Evidéncias recentes sugerem que bactérias ambientais e de importancia
clinica provenientes da cadeia de producdo de alimentos de origem animal sdo carreadoras de
elementos genéticos mdveis contendo genes de resisténcia e conferem um alto risco de disseminacao
para patdgenos humanos podendo levar a consequéncias futuras no tratamento de infecgbes (11). O
trato gastrointestinal de suinos e humanos abriga bactérias comensais como os bacilos Gram-negativos
(BGNs) que podem atuar como reservatorio de genes de resisténcia que podem potencialmente ser
transferidos.

A presenca de BGNs pertecentes ao grupo das Enterobacteriaceae resistentes a cefalosporinas de
terceira geracdo e carbapenémicos em suinos e em trabalhadores de granjas de suinocultura ja foi
relatada em diversos trabalhos, assim como constatamos no nosso estudo. A resisténcia a
cefalosporinas foi detectada em 86 isolados de trabalhadores e 89 isolados de amostras fecais de porcos
resistentes a cefotaxima em 100 fazendas de suinocultura (16). Além da resisténcia a cefotaxima
(CTX), o estudo também avaliou a presenca de resisténcia a outras cefalosporinas de terceira geracéo,
como cefuroxima (CXM), ceftriaxona (CRO), cefpodoxima (CPD), cefoperazona (CFP) e cefoxitina
(FOX). A presenca de ESBL blactx-m e blarem foi identificada em 66 de isolados de porcos e 69
isolados de trabalhadores. O estudo sugere que a presenca do mesmo perfil fenotipico de
suscetibilidade a cefalosporinas seja um indicio para transmissdo de resisténcia entre porcos e
suinocultores, embora ndo tenha realizado investigacdo da disseminacdo dos genes ESBLs entre 0s
isolados.

No nosso estudo, encontramos resultados semelhantes ao artigo publicado por Fischer et al. (17)
que avaliou o perfil de suscetibilidade de Enterobacteriaceae isoladas das narinas de 114 pessoas
expostas a suinos. Foram identificados isolados de Pantoea agglomerans (n=13), Citrobacter koseri
(n=9), Citrobacter freundii (n=3), Enterobacter aerogenes (n=4), Enterobacter cloacae (n=3),
Klebsiella pneumoniae (n=8), Klebsiella oxytoca (n=3) e outras espécies de Enterobacteriaceae com
perfil de resisténcia a cefotaxima, ceftazidima, ciprofloxacina, meropenem, sulfametaxazol-
trimetoprim, gentamicina e tigeciclina, mas ndo foi detectada a presenga de ESBLs (17). A presenca
de isolados de Enterobacteriaceae resistentes ou intermediarios a cefalosporinas de terceira geragéo e
carbapenémicos demonstram uma preocupacdo em relacdo a possivel transmissdo zoondtica entre
porcos e os trabalhadores de granjas de suinocultura.

Outros estudos além de identificar a presenca de ESBLS buscam investigar seu papel na possivel
disseminacdo zoonotica de resisténcia a antimicrobianos (18-21). Isolados produtores de ESBL com
0s mesmos genes de B-lactamase, perfis de resisténcia a antibidticos, tipos de sequéncia MLST foram
detectados em porcos e trabalhadores agricolas nas mesmas fazendas (18). Em outro estudo, a presenca
de CTX-M-1 foi detectada em 56 das 70 amostras de suinos, 20 dos 30 pares porca-leitdo testados e
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trés trabalhadores rurais de duas fazendas avaliadas (20). A alta diversidade genética observada no
estudo sugere que a aquisi¢do do gene blacTx-m-1 por trabalhadores agricolas ocorreu pelo contato direto
com 0s porcos e pela transmissdao horizontal de plasmideos entre linhagens distintas de Escherichia
coli. Entretanto, em outro estudo, a prevaléncia da presenca de ESBL em 142 suinocultores foi
identificada em 16 isolados de 12 pessoas fenotipicamente confirmadas como produtores de ESBLS:
Escherichia coli (n = 13), Citrobacter freundii (n = 1), Enterobacter cloacae (n = 1) e Proteus vulgaris
(n=1) (19). No estudo, foi evidenciada a presenca do mesmo perfil clonal de ESBLs (E. coli ST-453,
blaCTX-M-1, Incl1) em isolados de dois suinocultores e porcos da mesma fazenda. Em conjunto, esses
estudos indicam a possivel disseminacdo zoonoOtica daresisténcia antimicrobiana entre porcos e
trabalhadores agricolas, e sugerem que a disseminagdo de ESBLSs pode ocorrer tanto via transmissao
clonal quanto disseminacdo horizontal de plasmideos entre linhagens distintas provavelmente
selecionada devido a exposicao a antibioticos.

Em uma estimativa realizada em fazendas suicas 6,9% (2/29) amostras fecais de leitBes, 2,6%
(2/77) amostras nasais de porcos e 12% (3/25) amostras fecais dos suinocultores foram detectados
como portadores Escherichia coli produtora de ESBL pertencentes ao grupo CTX-M (22). Nestes
isolados, ndo foi identificada resisténcia a carbapenémicos e nem detectado nenhum produtor de AmpC
mediado por plasmideo. Entretanto, a presenca da resisténcia a carbapenémicos ja foi identificada em
um isolado de Escherichia coli produtor de OXA-48 com fendétipo de resisténcia para alguns beta-
lactamicos (ampicilina, cefotaxima, cefepima, temocilina), incluindo os carbapenémicos (imipenem,
meropenem, ertapenem) em uma amostra fecal de suino de uma fazenda na Alemanha (23). De acordo
com 0s pesquisadores, o plasmideo do tipo p-OXA-48 encontrado no estudo parece ser globalmente
distribuido entre varias espécies bacterianas, sendo frequentemente associado a isolados de Klebsiella
spp. e transmitido por conjugacao entre as Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Citrobacter freundii,
Enterobacter asburie, Klebsiella oxytoca e Salmonella thyphimurium). A via de introducdo deste
plasmideo na producdo de suinos é desconhecida, mas 0s pesquisadores especulam que, devido a sua
forte correlagdo com isolados humanos, possa ter ocorrido a transmissdo através do contato humano
com 0S Suinos.

No Brasil, a presenca de genes codificantes de B-lactamases blactx-m-gp1, blacTx-m-cpe, blashv,
blaves e blaoxa-1-like fOi identificada em amostras de fezes, solo e agua em granjas de suinocultura (24).
A determinacdo da presenca de B-lactamases nesta granja de producdo de suinos é um indicio da
presenca da resisténcia a antimicrobianos na cadeira de producdo de suinocultura brasileira. A
utilizacdo extensiva de antimicrobianos na suinocultura brasileira potencialmente pode promover o
aumento da pressdo de selecdo a antimicrobianos e contribuir para a disseminagdo de resisténcia a
antimicrobianos. Entretanto, ndo foi observado nenhum estudo no pais que busque avaliar a extensédo
da disseminacdo de resisténcia a antimicrobianos aos trabalhadores de granjas produtoras de suinos.

O perfil de suscetibilidade dos dois isolados de Pantoea agglomerans multirresistentes e
produtores de ESBLs identificados neste estudo se tornam uma preocupacao, uma vez que a pressao
de selecdo em reservatérios ambientais, como a producdo de suinocultura, possa estar atuando
potencialmente na selecdo de genes de resisténcia entre BGNs e disseminacao através de elementos
genéticos moveis para bactérias ambientais que podem por vezes causar infecgdes oportunistas para
seres humanos. Pantoea agglomerans tem sido associada a infeccdes de feridas, trato urinario,
pneumonia, corrente sanguinea, meningite, bacteremia e septicemia em criancgas e UTI neonatais (25—
27). As infeccOes por Pantoea agglomerans resistentes a carbapenémicos podem ser fatais (25).
Embora ndo haja uma correlacdo da disseminacdo da resisténcia a antimicrobianos provenientes da
producdo animal para o ambiente hospitalar, a possibilidade da disseminacdo zoonotica de BGNs
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resistentes a carbapenémicos e cefalosporinas de terceira geracao provenientes da suinocultura se torna
uma emergéncia e por isso mais estudos sdo necessarios para compreender os padroes de disseminagao
e mecanismos de resisténcia aos medicamentos dessas bactérias.

A partir da caracterizacéo do perfil fenotipico também dos BGNs ndo fermentadores, foi possivel
identificar a presenca de Acinetobacter ursingii resistente a ceftazidima, isolados de Acinetobacter
baumannii e Pseudomonas aeruginosa com perfil intermediério aos carbapenémicos, cefalosporinas e
outros grupos de antimicrobianos. A presenca dos géneros Acinetobacter e Pseudomonas ja foi
identificada nos bioaerossois em fazendas de suinos e em amostras nasais de trabalhadores de
suinocultura (28) e ja foi relacionada com a persisténcia de genes de resisténcia em solos adubados
com esterco de suinos (29). No Brasil, a presenga de Pseudomonas spp. com perfil de multirresisténcia
foi identificada em uma estacdo de tratamento de efluentes que processa dejetos provenientes de
matadouros de suinos (30). Dos 34 isolados, 16 (47,5%) apresentaram resisténcia a todos o0s
antimicrobianos testados (amicacina, aztreonam, cefepima, ceftazidima, ciprofloxacina,
estreptomicina, gentamicina, imipenem, meropenem, piperacilina-tazobactam e tobramicina),
demonstrando que a presenca de Pseudomonas spp. com perfil de multirresisténcia proveniente da
producdo de suinos pode ser potencialmente disseminada no ambiente. O perfil de multirresisténcia
inerente a Pseudomonas aeruginosa € devido a resisténcia intrinseca, mediada principalmente por uma
combinacdo de mecanismos como impermeabilidade, presenga de genes que codificam B-lactamases e
presenca de bombas de efluxo. A presenca da oxacilinase constitutiva blaoxa-so, da cefalosporinase
AmpC induzivel e dos sistemas de efluxo MexAB-OprM e MexXYOprM conferem resisténcia a
maioria dos B-lactdmicos e outros grupos de antimicrobianos (31).

A presenca de Acinetobacter baumannii também resistente a carbapenémicos foi reportada em
amostras de esterco de suinos (32). O mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos de Acinetobacter
baumannii ocorre devido a associagdo de B-lactamases (carbapenemases) intrinsecas e adquiridas (33).
Nos dois isolados identificados no estudo (32), foi detectada a presenca do gene intrinseco blaoxa-es €
do gene blaoxa-23 localizado em plasmideos adquiridos, encontrado frequentemente em isolados
clinicos, demonstrando a conectividade entre suinos e a populacdo humana na cadeia de producao
animal. Enquanto os genes de resisténcia aos carbapenémicos codificados cromossomicamente
intrinsecos blaoxa-s1 sd0 de baixa relevancia epidemiol6gica, os genes blaoxa-23 localizados no
plasmideo podem ser auto transferiveis (34), o que ocasiona numerosos problemas de satde publica.
A presenca dos genes blaoxa-s1 € blaampc é 0 fator responsavel pela expressao de resisténcia intrinseca
aos carbapenémicos e ceftazidima, respectivamente (35). Por isso, nas amostras identificadas em nosso
estudo foi possivel identificar isolados intemediarios ao imipenem e resistente a ceftazidima que pode
estar associado a resisténcia intrinseca. Entretanto, também foram identificadas espécies intermediarias
a amicacina, ceftriaxona, ciprofloxacina, piperacilina-tazobactam, sulfametaxazol-trimetoprim. (36).

Apesar deste estudo n&o ter realizado uma comparacao com o perfil de suscetibilidade dos porcos
ao qual as pessoas tem contato, os resultados apresentados em conjunto com os dados da literatura
sugerem que pessoas expostas a suinos podem carrear bactérias pertencentes a Enterobacteriaceae
resistentes a antimicrobianos. A possibilidade de disseminacdo de Enterobacteriaceae resistentes a
antimicrobianos, como cefalosporinas de terceira geracdo e carbapenémicos, tem se tornado uma
emergéncia de salde publica. As cefalosporinas de terceira geragdo, amplamente utilizadas tanto pela
medicina humana quanto na producdo animal (3), tem sua resisténcia mediada principalmente por
genes ESBLs e AmpC, que podem ser transmitidas horizontalmente entre Enterobacteriaceae por
plasmideos (36). Esses genes sdo frequentemente co-localizados a outros genes que codificam a
resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos, incluindo tetraciclinas, aminoglicosideos e
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sulfonamidas (3). Como consequéncia, a disseminacdo de elementos genéticos moveis, como
plasmideos, contendo genes que conferem resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos reduz
muito o repertorio de escolha pela clinica médica humana de medicamentos disponiveis para o
tratamento de infeccBes causadas por bactérias Gram-negativas. Os carbapenémicos sdo considerados
a terapia de ultima linha utilizados no tratamento de infec¢bes graves em humanos causadas por
bactérias Gram-negativas multirresistentes (37) e ativos contra BGNs produtores de ESBL e AmpC
(38).

Embora este trabalho tenha contribuido para a identificacdo do perfil de suscetibilidade de BGNs
das maos dos trabalhadores de suinocultura no estado do Rio Grande do Sul, esse estudo teve algumas
limitacbes tais como numero amostral reduzido, a ndo realizacdo da correlagdo com o perfil de
suscetibilidade dos suinos das granjas em que as amostras foram coletadas, e a auséncia da
identificagdo dos genes de resisténcia presentes nos isolados analisados. Por isso, mais estudos sdo
necessarios no intuito de compreender os mecanismos envolvidos na transmissdo de resisténcia na
cadeia de producdo de suinocultura e a potencial disseminacdo ambiental e nosocomial.

4. Concluséo

A resisténcia a antimicrobianos na producdo de suinos com a potencial transmissdo para 0s
trabalhadores de suinocultura é uma emergéncia de salde publica. A presenca de Bacilos Gram
negativos com perfil de resisténcia a cefalosporinas de terceira geragdo e carbapenémicos, mesmo que
em bactérias ambientais (as quais podem ser patdgenos oportunistas), demonstram que a producdo de
suinos pode atuar como um importante reservatério ambiental que exerce pressao de selecdo
favorecendo a resisténcia. Embora ainda ndo haja evidéncias da correlacdo da disseminacdo da
resisténcia bacteriana proveniente da producdo suinos para o ambiente hospitalar no estado do Rio
Grande do Sul, esse trabalho sugere que a presenca de bactérias de importancia clinica com perfil de
resisténcia nas méos de trabalhadores de granjas de suinocultura pode ser um fator importante na
transmissdo direta ou indireta da resisténcia para unidades de saude e ndo pode ser descartada. Através
destes resultados podemos observar que a microbiota das méos dos trabalhadores carreia bactérias
multirresistentes que estdo presentes no ambiente da fazenda. Apesar de existirem programas
governamentais brasileiros visando a prevencéo da resisténcia a antimicrobianos na producéo animal,
0 monitoramento e a fiscalizacdo ainda sdo muito incipientes. Assim, reforca-se a necessidade de
formular e implementar medidas de controle e vigilancia, que busquem mitigar a propagacao potencial
de genes de resisténcia entre homens, animais e ambiente. Por isso, mais estudos sdo necessarios no
estado e no pais de modo a identificar e correlacionar o perfil de suscetibilidade, a presenca de genes
de resisténcia bacteriana e a clonalidade dos isolados oriundos da suinocultura com isolados de
amostras clinicas.

5. Conflitos de interesse

Os autores declaram que a pesquisa foi realizada na auséncia de quaisquer relagdes comerciais
ou financeiras que pudessem ser interpretadas como um potencial conflito de interesses.

6.  Contribuicéo dos autores
SAML foi responsavel pela coleta, cultivo e isolamento das amostras. SAML e AMDLL

realizaram a identificacdo fenotipica dos isolados. AMDLL conduziu a identificacdo do perfil de

26



332
333

334

335
336
337

338

339
340
341

342

343
344
345

346
347
348
349

350
351

352
353

354

355
356
357

358
359
360

361
362

363
364

365

Bacilos Gram-negativos multirresistentes isolados das méaos de trabalhadores de fazendas de
suinocultura no estado do Rio Grande do Sul, Brasil

suscetibilidade a antimicrobianos e deteccdo fenotipica da presenca de ESBL. AFM coordenou o
estudo, revisou e editou 0 manuscrito.
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10.

Material suplementar

Espécies identificadas

Numero e percentual (%) de isolados identificados

Bacilos Gram-negativos fermentadores

Citrobacter farmeri 1(1,5%)
Citrobacter freundii 1(1,5%)
Citrobacter koseri 1(1,5%)
Enterobacter aerogenes 1(1,5%)
Enterobacter asburie 1(1,5%)
Enterobacter cloacae 5(7,7%
Escherichia vulneris 1(1,5%)
Klebsiella oxytoca 6 (9,2%)
Klebsiella pneumonie 9 (13,4%)
Klebsiella variicola 6 (9,2%)
Kluyvera cryocrescens 1(1,5%)
Leclercia adecarboxylata 2 (3%)
Lelliottia amnigena 1(1,5%)
Pantoea agglomerans 3 (4,6%)
Pantoea dispersa 1(1,5%)
Pantoea gaviniae 1(1,5%)
Pantoea septica 2 (3%)
Serratia marcescens 1(1,5%)
Serratia rubidaea 1(1,5%)

Total de isolados identificados

45 (69,2%)

Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores

Acinetobacter baumanii

12 (18,5%)

Acinetobacter baylyi 1(1,5%)
Acinetobacter ursingii 1(1,5%)
Pseudomonas aeruginosa 1(1,5%)
Pseudomonas fulva 1(1,5%)
Pseudomonas stutzeri 3(4,6%)
Stenotrophomonas maltophilia 1 (1,5%)
Total de isolados identificados 20 (30,8%)
Isolados ndo identificados a nivel de género e espécie 2 (3%)

Total

67 (100%)

Tabela 1: Nimero e percentual (%) de espécies identificadas por espectrometria de massas MALDI-TOF de bacilos Gram-negativos fermentadores e
ndo fermentadores isolados das méos de trabalhadores de fazendas de suinocultura no estado do Rio Grande do Sul, Brasil
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Tabela 2: Perfil de suscetibilidade de bacilos Gram-negativos isolados das maos de trabalhadores de fazendas de suinocultura no estado do Rio Grande do Sul, Brasil

Espécies AMC30 PIT110 FEP30 CTX30 CAZ30 CRO30 EFT30 IMI10 MEMIO CIP5 SXT25 AK30 CN10 TET30 ESBL
. s Rl (n=1) S(n=1) S(n=1) S(n=1) S(n=1) S((n=1) S(n=1) S (n=1) N (n=1)
Citrobacter freundii (n=1) 100%  NT 0 100%  100%  100% N7 100%  100%  100%  N© NT 009 100%
. . S (n=1) S(n=1) S(n=1) S(n=1) S((n=1) S(n=1) S (n=1) S(n=1) S(n=1) N (n=1)
Citrobacter koseri (n=1) 100%  NT 0 100%  100% NT o0 100%  100%  NT 100% NT  “j00%  100%  100%
o S (n=1) S(n=1) S(n=1) S(n=1) S(n=1) S(n=1) S(n=1) - S (n=1) N (n=1)
Enterobacter asburiae (n=1) 100%  NT O 100%  100%  100% NV 100%  100%  100% VT NT  100% 100%
_ RI (n=3) S(n=3) R(n=1) S(n=3) S(n=3) S(n=3) S (n=3) S (n=3) N (n=3)
Enterobacter cloacae (n=3) 100%  NT 0 100%  33.3% NT  “100%  100% 1000 NV 100% NT  100% 100%
. _ S (n=2) S(h=2) S(=2) S(n=2) S(n=2) S(n=2) S(n=2) S (n=2) N (n=2)
Klebsiella oxytoca (n=2) 100%  NT O 100%  100%  100% N7 100%  100%  100%  NT NT  00% 100%
. . _ 1 (n=1) I(n=2) 1(n=1) S (n=3) I(n=2) 1(n=3) [|(n=3) S (n=3) S (n=3) N (n=3)
Klebsiella pneumoniae (n=3) 333% N1 666% 333%  100% N7 50%  100%  100% VT 100% NT  00% 100%
. " _ S(n=4) S(n=4) S(n=4) I (n=1) 1(n=1) S (n=4) S (n=4) N (n=4)
Klebsiella variicola (n=4) NT oo 100% 1000 ~ NT 25%  25%  NT O 100% NT  00% 100%
_ S (n=3) I (n=2) S (n=3)
*
Pantoea agglomerans (n=3) 100% NT NT 66.6% NT 100% NT
. _ _ S(n=1) S(n=1) S(n=1) S(n=1) I({m=1) S(n=1) S (n=1) S(n=1) 1(=1) N (n=1)
Serratia marcescens (n=1) REM=L) NT - “io0% 1009  100% N7 100%  100%) 100% N7 100% NT  “100%  100%  100%
. . _ S (n=1) S(n=1) I(n=1) S(n=1) I(n=1) S(n=1) S(n=1) 1 (n=1) S(n=1) 1(=1) N(n=1)
Serratia rubidaea (n=1) 100% V' 100%  100%  100%  N' 100%  100%  100% VT 100% NT  100%  100%  100%
s N
. s I (n=1) S (n=12) 1(n=2) 1(n=12) I(n=1) S(=12) , ~ I(n=1) S (n=12) S(n=12) S (n=12) _
Acinetobacter baumannii (n=12) NP “g 008 “15000"  NT  eael 10006 NT 839  100% (2533/3 83%  100%  100%  100% (25353
. Lo S(n=1) S(n=1) S (n=1) S(n=1) S(=1) I(=1) S®m=1) I(=1) S((n=1) S(n=1)
Acinetobacter ursingii (n=1) NP 100  100%  NT 100%  NT 100%  100%  100%  100%  100%  100%  100% NP
. _ S(n=1) S(n=1) S (n=1) I(n=1) S(n=1) S(n=1) S(n=1) S(n=1)
Pseudomonas aeruginosa (n=1) NP 100% 100% NP 100% NP NT 100% 100% 100% NP 100% 100% NP NP

Perfil de suscetibilidade apresentado como nimero (n) e porcentagem (%). S, sensivel; I, intermediario; R, resistente; RI, resisténcia intrinseca. Antimicrobianos testados:
AMC30, amoxicilina-acido clavulanico; PIT110, piperacilina-tazobactam; FEP30, cefepima; CTX30, cefotaxima; CAZ30, ceftazidima; CRO30, ceftriaxona; EFT30, ceftiofur;
IMP10, imipinem; MEMZ10, meropenem; CIP5, ciprofloxacina; STX25, sulfametoxazol-trimetoprim; AK30, amicacina; CN10, gentamicina; TET30, tetraciclina; ESBL, beta-
lactamases de espectro estendido. N, negativo; P, positive; NT, ndo testado; NP, ndo padronizado pelo CLSI para o microrganismo testado. * O teste dos isolados de Pantoea
agglomerans foi baseado na interpretagdo do grupo Enterobacteriaceae do CLSI.
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3 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Neste estudo foi possivel identificar os isolados de bacilos Gram-negativos e o perfil de
suscetibilidade de amostras provenientes das maos de trabalhadores de suinocultura no estado
do Rio Grande do Sul, Brasil. Com base nessa andlise foi possivel identificar isolados de
importéncia clinica como BGNs ndo fermentadores, como Acinetobacter spp., Pseudomonas
spp. e Enterobacteriaceae resistentes a cefalosporinas de terceira geracdo, carbapenémicos e
outros grupos de antimicrobianos, como penicilina associada a inibidores de B-lactamase,
folato, aminoglicosideo e tetraciclina. Além disso, foram identificados dois isolados de Pantoea
agglomerans, uma espécie ambiental patogénica oportunista, com perfil de multirresisténcia e
produtora de ESBL. De acordo com os dados presentes na literatura, a transmissdo de BGNs
carreadores de genes de resisténcia de suinos para trabalhadores de suinocultura € amplamente
disseminada. Entretanto, somente algumas evidéncias demonstram a disseminacdo da
resisténcia presente na cadeia de producdo animal para o ambiente hospitalar. Por isso, mais
estudos sdo necessarios para aprofundar a compreensdo do modo pelo qual essas bactérias
resistentes alcancam o ambiente hospitalar.

Considerando o conhecimento ainda limitado em relacdo a transferéncia de
determinantes da resisténcia a antimicrobianos de fontes de origem animal para a clinica surge
a necessidade de se conhecer melhor a dindmica do perfil de resisténcia deste reservatério
ambiental para se monitorar a ocorréncia de bactérias resistentes, e assim contribuir para a
formulacdo de medidas que busquem mitigar a sua propagacao em potencial. Novos estudos
além de identificar o perfil de suscetibilidade e perfil fenotipico da presenca de ESBLs da
microbiota das méos dos trabalhadores, podem também identificar genes de resisténcia a [3-
lactamases (como por exemplo blactx, blatem, blaskv, blaoxa e AmpC), caracterizar
plasmideos carreadores de resisténcia e analisar a possivel clonalidade entre isolados, buscando
tracar um panorama da disseminacdo da resisténcia presentes cadeia de producdo de
suinocultura. Como perspectivas futuras, trabalhos como esse contribuem para auxiliar na
formulacdo de politicas de monitoramento e vigilancia por parte dos 6rgéos fiscalizadores e de

salde publica.
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APENDICE A - TABELA DE IDENTIFICACAO DOS BACILOS GRAM-NEGATIVOS
ISOLADOS DAS MAOS DOS TRABALHADORES DE GRANJAS DE
SUINOCULTURA NO ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL, BRASIL

Data de Escore de
AmI(;jstra Lote I_Ic?te Espécie C%?;?a isc?liﬁednoto identifit_:agéo identific_agéo
no Maldi-TOF no Maldi-TOF
1198 46 H46.3 Citrobacter freundii 11.09.2018 14.09.2018  07.11.2019 2515
1070 39 H39.2 Citrobacter koseri 14.08.2018 16.08.2018  04.09.2018 2393
975 28 H28.1 Enterobacter aerogenes 31.07.2018 02.08.2018 04.09.2018 2.494
769 18 H18.2 Enterobacter asburiae 13.06.2018 15.06.2018 07.11.2019 2.332
620 8 H8.2 Enterobacter cloacae 03.04.2018 05.04.2018 17.04.2018 2.267
686 11 H11.1 Enterobacter cloacae 16.05.2018 18.05.2018 05.11.2019 2.164
688 11  H11.2 Enterobacter cloacae 16.05.2018 18.05.2018 07.06.2018 2.3660
691 13 H13.1 Enterobacter cloacae 16.05.2018 18.05.2018 07.06.2018 2.362
770 19 H19.1 Enterobacter cloacae 13.06.2018 15.06.2018 07.11.2019 2512
976 29 H29.1 Escherichia vulneris 31.07.2018 02.08.2018  31.01.2020 1.870
742 11  H11.2 Kilebsiella oxytoca 16.05.2018 20.05.2018  26.06.2018 2.483
991 28 H28.1 Kiebsiella oxytoca 31.07.2018 03.08.2018  04.10.2018 2972
617 5 H5 Klebsiella pneumoniae 03.04.2018 05.04.2018 13.11.2019 2.480
618 6 H6 Klebsiella pneumoniae 03.04.2018 05.04.2018 11.05.2019 2.337
886 21  H21.2 Klebsiella pneumoniae 10.07.2018 12.07.2018 23.08.2018 2.378
684 10 H10.2 Klebsiella variicola 16.05.2018 18.05.2018  07.06.2018 2 406
690 12 H12.3 Klebsiella variicola 16.05.2018 18.05.2018  26.06.2018 2.365
694 12 HI12.2 Klebsiella variicola 16.05.2018 18.05.2018  07.06.2018 2139
762 14  H14 Klebsiella variicola 13.06.2018 15.06.2018  05.07.2018 2.478
982 33 H33.1 Ppantoea agg|omerans 31.07.2018 02.08.2018 31.01.2020 2.000
1063 34 H34.1 Pantoea agg|omerans 14.08.2018 16.08.2018 27.09.2018 2.246
1071 40 H40.1 Ppantoea agg|omerans 14.08.2018 16.08.2018 27.09.2018 2.129
1069 39 H39.1 pantoea septica 14.08.2018 16.08.2018 04.09.2018 2.463
1124 46 H46.3 Serratia marcescens 11.09.2018 13.09.2018 09.10.2018 2.386
1064 34 H34.2 Serratia rubidaea 14.08.2018 16.08.2018 09.10.2018 2.234
1068 37 H37.1 Steno[rophomonag ma|t0phi|ia 14.08.2018 16.08.2018 04.09.2018 2.222
687 11  H11.1 Acinetobacter baumannii 16.05.2018 18.05.2018 07.06.2018 2.299
884 20 H20.1 Acinetobacter baumannii 10.07.2018 12.07.2018 07.11.2019 2.308
885 21 H2L.1 Acinetobacter baumannii 10.07.2018 12.07.2018  07.11.2019 2289
893 26 H26.1 Acinetobacter baumannii 10.07.2018 12.07.2018 23.08.2018 2.402
894 21  H21.2 Acinetobacter baumannii 10.07.2018 12.07.2018  23.08.2018 2.503
895 21  H21.2 Acinetobacter baumannii 10.07.2018 12.07.2018 05.11.2019 2.492
974 28 H28.1 Acinetobacter baumannii 31.07.2018 02.08.2018  04.09.2018 2.308
980 32 H32.1 Acinetobacter baumannii 31.07.2018 02.08.2018 04.09.2018 2.346
Continua
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Data de Escore de

\d Lote ID Espécie Data . Data do identificacdo  identificacdo
Amostra Lote Coleta  isolamento no Maldi-TOE no Maldi-TOF
1062 34 H34.1 Acinetobacter baumannii 14.08.2018 16.08.2018 04.09.2018 2.398
1066 35 H35.2 Acinetobacter baumannii 14.08.2018 16.08.2018 04.10.2018 2.203
1121 45 H45  Acinetobacter baumannii 11.09.2018 13.09.2018 27.09.2018 2.316
1195 42  H42.2 Acinetobacter baumannii 11.09.2018 14.09.2018 27.09.2018 2.297
695 10 H10.2 Acinetobacter baylyi 16.05.2018 18.05.2018  07.06.2018 1.877
1065 35 H35.1 Acinetobacter ursingii 14.08.2018 16.08.2018  04.09.2018 2500
1193 44 H44 Pseudomonas aeruginosa 11.09.2018 14.09.2018 27.09.2018 2.527
683 10 H10.1 pseudomonas fulva 16.05.2018 18.05.2018  07.06.2018 2216
973 27 H27.1 pseudomonas stutzeri 31.07.2018 02.08.2018 04.09.2018 2.186
978 29 H29.4 pseudomonas stutzeri 31.07.2018 02.08.2018 04.09.2018 2.209
979 30 H30.1 pseyudomonas stutzeri 31.07.2018 02.08.2018  04.09.2018 2377
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APENDICE B - TABELA DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE DOS BACILOS GRAM-NEGATIVOS ISOLADOS DAS MAOS
DOS TRABALHADORES DE GRANJAS DE SUINOCULTURA NO ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL, BRASIL

Id Espécie MEM IMI CAZ FEP CN TET SXT AMC CTX EFT ENR PIT CIP AK APS CRO ATM TOB TIC LEV ESBL

NP NT NT NT NT NT NT NT NT NT
NP NT NT NT NT NT NT NT NT NT
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1198 Citrobacter freundii
1070 cCitrobacter koseri

975  Enterobacter aerogenes
769  Enterobacter asburiae
620 Enterobacter cloacae
686 Enterobacter cloacae
688 Enterobacter cloacae
691 Enterobacter cloacae
770 Enterobacter cloacae
976  Escherichia vulneris
742 Klebsiella oxytoca
991 Kilebsiella oxytoca
617 Klebsiella pneumoniae
618 Klebsiella pneumoniae
886 Klebsiella pneumoniae
684  Klebsiella variicola
690 Klebsiella variicola
694  Klebsiella variicola
762 Klebsiella variicola
982  Pantoea agglomerans
1063 Pantoea agglomerans
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Id Espécie MEM IMI CAZ FEP CN TET SXT AMC CTX EFT ENR PIT CIP AK APS CRO ATM TOB TIC LEV ESBL

NP NT NT NT NT NT NT NT NT NT -

1071 Ppantoea agglomerans -_ s s S - I

1069 Pantoea septica S S S s s s s S S s Np NT NT NT NT NT NT NT NT NT
1124 serratia marcescens S [ S s s 1 S RI S s NP NT NT NT NT NT NT NT NT NT N
1064 Serratia rubidaea S S S s s | | S I I  Np NT NT NT NT NT NT NT NT NT p
1068  stenotrophomonas maltophilia NP NP NP NP NP NP S NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NT NP
687  Acinetobacter baumannii S S S S S S S NP NT NT NP S S s S I NP NT NT NT NP
884  Acinetobacter baumannii S S S S S S S NP NT NT NP S S S S I NP NT NT NT NP
885 Acinetobacter baumannii S Il S S S S S NP NT NT NP S S S S I NP NT NT NT NP
893  Acinetobacter baumannii S S S S S S S NP NT NT NP S S S S I NP NT NT NT NP
894 Acinetobacter baumannii S S S S S S S NP NT NT NP S S s S I NP NT NT NT NP
895 Acinetobacter baumannii S S S S S S S NP NT NT NP S S S S I NP NT NT NT NP
974 Acinetobacter baumannii S S S S S S S NP NT NT NP S S S s I NP NT NT NT NP
980  Acinetobacter baumannii S S S S S S S NP NT NT NP S S S S I NP NT NT NT NP
1062 Acinetobacter baumannii S S | S S S S NP NT NT NP S S S S I NP NT NT NT NP
1066 Acinetobacter baumannii S S S S S S S NP NT NT NP S S S S I NP NT NT NT NP
1121 Acinetobacter baumannii S S I S S S S NP NT NT NP S S s s I NP NT NT NT NP
1195 Acinetobacter baumannii S S S S S S I NP NT NT NP I S s S I NP NT NT NT NP
695 Acinetobacter baylyi S S S S S S S NP NT NT NP S S S S S Np NT NT NT NP
1065 Acinetobacter ursingii S S - S S S S NP NT NT NP S I I S S NT NT NT NT NP
1193 pseudomonas aeruginosa S I S S S NP NP NP NP NT NP S S S NP NP | S S s NP

pd
o
pd
5
pd
5
pd
5
pd
o
pd
o
pd
5

NP NP NP NP

Z
o
Z
o
Z
o
Z
o
Z
o

NP NP NP NP NP
973  Pseudomonas stutzeri NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
978 Pseudomonas stutzeri NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
979  pseudomonas stutzeri NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP

683 Pseudomonas fulva

Z
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o
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o
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zZ
o
Z
o
Z
o
Z
o

Perfil de suscetibilidade apresentado como S, sensivel; I, intermedidrio; R, resistente; RI, resisténcia intrinseca, N, negativo; P, positivo; NT, nédo testado; NP, ndo padronizado
pelo CLSI para o microrganismo testado. Antimicrobianos testados: IMP, imipinem; MEM, meropenem; CAZ, ceftazidima; FEP, cefepima; CN, gentamicina; TET,
tetraciclina; STX, sulfametoxazol-trimetoprim; AMC, amoxicilina-acido clavulanico; CTX, cefotaxima; EFT, ceftiofur; PIT, piperacilina-tazobactam; CIP, ciprofloxacina;
AK, amicacina; APS, ampicilina-sulbactam; CRO, ceftriaxona; ATM, aztreonam; TOB, tobramicina; TIC, ticarcilina; LEV, levofloxacina; ESBL, beta-lactamases de espectro
estendido.
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1. General standards

1.1. Article Type

Frontiers requires authors to carefully select the appropriate article type for their manuscript
and to comply with the article type descriptions defined in the journal’s "Article Types" page,
which can be seen from the "For Authors" menu on any Frontiers journal page. Please pay
close attention to the word count limits.

1.2. Templates

If working with Word please use our Frontiers Word templates. If you wish to submit your
article as LaTeX, we recommend our Frontiers LaTeX templates.

For LaTeX files, please ensure all relevant manuscript files are uploaded: .tex file, PDF, and
.Dbib file (if the bibliography is not already included in the .tex file).

During the Interactive Review, authors are encouraged to upload versions using “Track
Changes.” Editors and reviewers can only download the PDF file of the submitted
manuscript.

1.3. Manuscript Length

Frontiers encourages the authors to closely follow the article word count lengths given in the
“Article Types” page of the journals. The manuscript length includes only the main body of
the text, footnotes, and all citations within it, and excludes the abstract, section titles, figure
and table captions, funding statement, acknowledgments, and references in the bibliography.
Please indicate the number of words and the number of figures and tables included in your
manuscript on the first page.

1.4. Language Editing

Frontiers requires manuscripts submitted to meet international English language standards to
be considered for publication.

For authors who would like their manuscript to receive language editing or proofreading to
improve the clarity of the manuscript and help highlight their research, Frontiers recommends
the language-editing services provided by the following external partners:

Editage

Frontiers is pleased to recommend the language-editing service provided by our external
partner Editage to authors who believe their manuscripts would benefit from professional
editing. These services may be particularly useful for researchers for whom English is not the
primary language. They can help to improve the grammar, syntax, and flow of your
manuscript prior to submission. Frontiers authors will receive a 10% discount by visiting the
following link: https://editage.com/frontiers/.
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The Charlesworth Group

Frontiers recommends the Charlesworth Group’s author services, who has a long-standing
track record in language editing and proofreading. This is a third-party service for which
Frontiers authors will receive a 10% discount by visiting the following link:
https://www.cwauthors.com/frontiers/.
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Note that sending your manuscript for language editing does not imply or guarantee that it
will be accepted for publication by a Frontiers journal. Editorial decisions on the scientific
content of a manuscript are independent of whether it has received language editing or
proofreading by the partner services, or other services.

1.5. Language Style

The default language style at Frontiers is American English. If you prefer your article to be
formatted in British English, please specify this on the first page of your manuscript. For any
questions regarding style, Frontiers recommends authors to consult the Chicago Manual of
Style.

1.6. Search Engine Optimization (SEO)

There are a few simple ways to maximize your article’s discoverability. Follow the steps
below to improve search results of your article:

include a few of your article's keywords in the title of the article;
do not use long article titles;

pick 5 to 8 keywords using a mix of generic and more specific terms on the article
subject(s);

use the maximum amount of keywords in the first 2 sentences of the abstract;
use some of the keywords in level 1 headings.
1.7. CrossMark Policy

CrossMark is a multi-publisher initiative to provide a standard way for readers to locate the
current version of a piece of content. By applying the CrossMark logo Frontiers is committed
to maintaining the content it publishes and to alerting readers to changes if and when they
occur. Clicking on the CrossMark logo will tell you the current status of a document and may
also give you additional publication record information about the document.
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1.8. Title

The title should be concise, omitting terms that are implicit and, where possible, be a
statement of the main result or conclusion presented in the manuscript. Abbreviations should
be avoided within the title.

Witty or creative titles are welcome, but only if relevant and within measure. Consider if a
title meant to be thought-provoking might be misinterpreted as offensive or alarming. In
extreme cases, the editorial office may veto a title and propose an alternative.

Authors should try to avoid, if possible:
titles that are a mere question without giving the answer;

unambitious titles, for example starting with "Towards," "A description of," "A
characterization of,"” "Preliminary study on;"

vague titles, for example starting with "Role of...," "Link between...," "Effect of..." that do
not specify the role, link, or effect;

include terms that are out of place, for example the taxonomic affiliation apart from species
name.

For Corrigenda, Book Reviews, General Commentaries, and Editorials, the title of your
manuscript should have the following format:

"Corrigendum: Title of Original Article"
"Book Review: Title of Book™
General Commentaries
"Commentary: Title of Original Article"
"Response: Commentary: Title of Original Article™
"Editorial: Title of Research Topic"
The running title should be a maximum of 5 words in length.
1.9. Authors and Affiliations

All names are listed together and separated by commas. Provide exact and correct author
names as these will be indexed in official archives. Affiliations should be keyed to the
author's name with superscript numbers and be listed as follows: Laboratory, Institute,
Department, Organization, City, State abbreviation (only for United States, Canada, and
Australia), and Country (without detailed address information such as city zip codes or street
names).
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1.10. Consortium/Group and Collaborative Authors
Consortium/group authorship should be listed in the manuscript with the other author(s).

In cases where authorship is retained by the consortium/group, the consortium/group should
be listed as an author separated by “,” or “and,”. The consortium/group name will appear in
the author list, in the citation, and in the copyright. If provided, the consortium/group

members will be listed in a separate section at the end of the article.

For the collaborators of the consortium/group to be indexed in PubMed, they do not have to
be inserted in the Frontiers submission system individually. However, in the manuscript itself,
provide a section with the name of the consortium/group as the heading followed by the list of
collaborators, so they can be tagged accordingly and indexed properly.

Example: John Smith, Barbara Smith and The Collaborative Working Group.

In cases where work is presented by the author(s) on behalf of a consortium/group, it should
be included in the author list separated with the wording “for” or “on behalf of.” The
consortium/group will not retain authorship and will only appear in the author list.

Example: John Smith and Barbara Smith on behalf of The Collaborative Working Group.
1.11. Abstract

As a primary goal, the abstract should render the general significance and conceptual advance
of the work clearly accessible to a broad readership. In the abstract, minimize the use of
abbreviations and do not cite references, figures or tables.

For Clinical Trial articles, please include the Unique Identifier and the URL of the publicly
accessible website on which the trial is registered.
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1.12. Keywords
All article types require a minimum of 5 and a maximum of 8 keywords.
1.13. Text

The entire document should be single-spaced and must contain page and line numbers in
order to facilitate the review process. The manuscript should be written using either Word or
LaTeX. For templates, see 1.2. Templates.

1.14. Nomenclature

The use of abbreviations should be kept to a minimum. Non-standard abbreviations should
be avoided unless they appear at least four times, and defined upon first use in the main text.
Consider also giving a list of non-standard abbreviations at the end, immediately before the
Acknowledgments.

Equations should be inserted in editable format from the equation editor.

Italicize gene symbols and use the approved gene nomenclature where it is available. For
human genes, please refer to the HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC). New gene
symbols should be submitted here. Common alternative gene aliases may also be reported, but
should not be used alone in place of the HGNC symbol. Nomenclature committees for other
species are listed here. Protein products are not italicized.

We encourage the use of Standard International Units in all manuscripts.

Chemical compounds and biomolecules should be referred to using systematic
nomenclature, preferably using the recommendations by IUPAC.

Astronomical objects should be referred to using the nomenclature given by the
International Astronomical Union provided here.

Life Science lIdentifiers (LSIDs) for ZOOBANK registered names or nomenclatural acts
should be listed in the manuscript before the keywords. An LSID is represented as a uniform
resource name (URN) with the following format:
urn:lsid:<Authority>:<Namespace>:<ObjectID>[:<Version>]

For more information on LSIDs please see the Code section.
1.15. Sections

The manuscript is organized by headings and subheadings. The section headings should be
those appropriate for your field and the research itself. You may insert up to 5 heading levels
into your manuscript (i.e.,: 3.2.2.1.2 Heading Title).
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For Original Research articles, it is recommended to organize your manuscript in the
following sections or their equivalents for your field:

INTRODUCTION
Succinct, with no subheadings.
MATERIALS AND METHODS

This section may be divided by subheadings and should contain sufficient detail so that when
read in conjunction with cited references, all procedures can be repeated. For experiments
reporting results on animal or human subject research, an ethics approval statement should be
included in this section (for further information, see the Bioethics section.)

RESULTS

This section may be divided by subheadings. Footnotes should not be used and must be
transferred to the main text.

DISCUSSION

This section may be divided by subheadings. Discussions should cover the key findings of the
study: discuss any prior research related to the subject to place the novelty of the discovery in
the appropriate context, discuss the potential shortcomings and limitations on their
interpretations, discuss their integration into the current understanding of the problem and
how this advances the current views, speculate on the future direction of the research, and
freely postulate theories that could be tested in the future.

For further information, please check the descriptions defined in the journal’s "Article Types"
page, which can be seen from the "For Authors" menu on any Frontiers journal page.

1.16. Acknowledgments

This is a short text to acknowledge the contributions of specific colleagues, institutions, or
agencies that aided the efforts of the authors. Should the content of the manuscript have
previously appeared online, such as in a thesis or preprint, this should be mentioned here, in
addition to listing the source within the reference list.

1.17. Contribution to the Field Statement

When you submit your manuscript, you will be required to briefly summarize in 200 words
your manuscript’s contribution to, and position in, the existing literature in your field. This
should be written avoiding any technical language or non-standard acronyms. The aim should
be to convey the meaning and importance of this research to a non-expert. While Frontiers
evaluates articles using objective criteria, rather than impact or novelty, your statement should
frame the question(s) you have addressed in your work in the context of the current body of
knowledge, providing evidence that the findings—whether positive or negative—contribute to
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progress in your research discipline. This will assist the Chief Editors to determine whether
your manuscript fits within the scope of a specialty as defined in its mission statement; a
detailed statement will also facilitate the identification of the editors and reviewers most
appropriate to evaluate your work, ultimately expediting your manuscript's initial
consideration.

Example Statement on: Markram K and Markram H (2010) The Intense World Theory — a
unifying theory of the neurobiology of autism. Front. Hum. Neurosci. 4:224. doi:
10.3389/fnhum.2010.00224

Autism spectrum disorders are a group of neurodevelopmental disorders that affect up to 1 in
100 individuals. People with autism display an array of symptoms encompassing emotional
processing, sociability, perception and memory, and present as uniquely as the individual. No
theory has suggested a single underlying neuropathology to account for these diverse
symptoms. The Intense World Theory, proposed here, describes a unifying pathology
producing the wide spectrum of manifestations observed in autists. This theory focuses on the
neocortex, fundamental for higher cognitive functions, and the limbic system, key for
processing emotions and social signals. Drawing on discoveries in animal models and
neuroimaging studies in individuals with autism, we propose how a combination of genetics,
toxin exposure and/or environmental stress could produce hyper-reactivity and hyper-
plasticity in the microcircuits involved with perception, attention, memory and emotionality.
These hyper-functioning circuits will eventually come to dominate their neighbors, leading to
hyper-sensitivity to incoming stimuli, over-specialization in tasks and a hyper-preference
syndrome. We make the case that this theory of enhanced brain function in autism explains
many of the varied past results and resolves conflicting findings and views and makes some
testable experimental predictions.

2. Figure and Table Guidelines
2.1. CC-BY Licence

All figures, tables, and images will be published under a Creative Commons CC-BY licence,
and permission must be obtained for use of copyrighted material from other sources
(including re-published/adapted/modified/partial figures and images from the internet). It is
the responsibility of the authors to acquire the licenses, follow any citation instructions
requested by third-party rights holders, and cover any supplementary charges.

For additional information, please see the Image Manipulation section.
2.2. Figure Requirements and Style Guidelines

Frontiers requires figures to be submitted individually, in the same order as they are
referred to in the manuscript; the figures will then be automatically embedded at the end of
the submitted manuscript. Kindly ensure that each figure is mentioned in the text and in
numerical order.
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For figures with more than one panel, panels should be clearly indicated using labels (A),
(B), (C), (D), etc. However, do not embed the part labels over any part of the image, these
labels will be replaced during typesetting according to Frontiers’ journal style. For graphs,
there must be a self-explanatory label (including units) along each axis.

For LaTeX files, figures should be included in the provided PDF. In case of acceptance, our
Production Office might require high-resolution files of the figures included in the manuscript
in EPS, JPEG or TIF/TIFF format.

In order to be able to upload more than one figure at a time, save the figures (labeled in
order of appearance in the manuscript) in a zip file and upload them as ‘Supplementary
Material Presentation.’

Please note that figures not in accordance with the guidelines will cause substantial delay
during the production process.

2.2.1. Captions

Captions should be preceded by the appropriate label, for example "Figure 1." Figure captions
should be placed at the end of the manuscript. Figure panels are referred to by bold capital
letters in brackets: (A), (B), (C), (D), etc.

2.2.2. Image Size and Resolution Requirements

Figures should be prepared with the PDF layout in mind. Individual figures should not be
longer than one page and with a width that corresponds to 1 column (85 mm) or 2 columns
(180 mm).

All images must have a resolution of 300 dpi at final size. Check the resolution of your figure
by enlarging it to 150%. If the image appears blurry, jagged or has a stair-stepped effect, the
resolution is too low.

The text should be legible and of high quality. The smallest visible text should be no less
than 8 points in height when viewed at actual size.

Solid lines should not be broken up. Any lines in the graphic should be no smaller than 2
points wide.

Please note that saving a figure directly as an image file (JPEG, TIF) can greatly affect the
resolution of your image. To avoid this, one option is to export the file as PDF, then convert
into TIFF or EPS using a graphics software.

2.2.3. Format and Color Image Mode

The following formats are accepted: TIF/TIFF (.tif/.tiff), JPEG (.jpg), and EPS (.eps) (upon
acceptance).

Images must be submitted in the color mode RGB.
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2.2.4. Chemical Structures

Chemical structures should be prepared using ChemDraw or a similar program. If working
with ChemDraw please use our Frontiers ChemDraw template. If working with another
program please follow the guidelines given below:

Drawing settings: chain angle, 120° bond spacing, 18% width; fixed length, 14.4 pt; bold
width, 2.0 pt; line width, 0.6 pt; margin width, 1.6 pt; hash spacing, 2.5 pt. Scale 100% Atom
Label settings: font, Arial; size, 8 pt.

Assign all chemical compounds a bold, Arabic numeral in the order in which the
compounds are presented in the manuscript text.

2.3. Table Requirements and Style Guidelines

Tables should be inserted at the end of the manuscript in an editable format. If you use a
word processor, build your table in Word. If you use a LaTeX processor, build your table in
LaTeX. An empty line should be left before and after the table.

Table captions must be placed immediately before the table. Captions should be preceded
by the appropriate label, for example "Table 1." Please use only a single paragraph for the
caption.

Kindly ensure that each table is mentioned in the text and in numerical order.

Please note that large tables covering several pages cannot be included in the final PDF for
formatting reasons. These tables will be published as supplementary material.

Please note that tables which are not according to the guidelines will cause substantial delay
during the production process.

2.4. Accessibility

Frontiers encourages authors to make the figures and visual elements of their articles
accessible for the visually impaired. An effective use of color can help people with low visual
acuity, or color blindness, understand all the content of an article.

These guidelines are easy to implement and are in accordance with the W3C Web Content
Accessibility Guidelines (WCAG 2.1), the standard for web accessibility best practices.

A. Ensure sufficient contrast between text and its background

People who have low visual acuity or color blindness could find it difficult to read text with
low contrast background color. Try using colors that provide maximum contrast.

WC3 recommends the following contrast ratio levels:
Level AA, contrast ratio of at least 4.5:1
Level AAA, contrast ratio of at least 7:1
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Level AA

Contast ratio 4.6:1

Level AA

Contast ratio 9.5:1

You can verify the contrast ratio of your palette with these online ratio checkers:
WebAIM
Color Safe

B. Avoid using red or green indicators

More than 99% of color-blind people have a red-green color vision deficiency.

C. Avoid using only color to communicate information

Elements with complex information like charts and graphs can be hard to read when only
color is used to distinguish the data. Try to use other visual aspects to communicate
information, such as shape, labels, and size. Incorporating patterns into the shape fills also
make differences clearer; for an example please see below:

Avoid Using Color
3. Supplementary Material

Data that are not of primary importance to the text, or which cannot be included in the article
because they are too large or the current format does not permit it (such as videos, raw data
traces, powerpoint presentations, etc.), can be uploaded as Supplementary Material during the
submission procedure and will be displayed along with the published article. All
supplementary files are deposited to Figshare for permanent storage and receive a DOI.

Supplementary Material is not typeset, so please ensure that all information is clearly
presented without tracked changes/highlighted text/line numbers, and the appropriate caption
is included in the file. To avoid discrepancies between the published article and the
supplementary material, please do not add the title, author list, affiliations or correspondence
in the supplementary files.

The Supplementary Material can be uploaded as Data Sheet (Word, Excel, CSV, CDX,
FASTA, PDF or Zip files), Presentation (PowerPoint, PDF or Zip files), Image (CDX, EPS,
JPEG, PDF, PNG or TIF/TIFF), Table (Word, Excel, CSV or PDF), Audio (MP3, WAV or
WMA) or Video (AVI, DIVX, FLV, MOV, MP4, MPEG, MPG or WMV).

For Supplementary Material templates (LaTeX and Word), see our Supplementary Material
templates.
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4. References
All citations in the text, figures or tables must be in the reference list and vice-versa.

The names of the first six authors followed by et al. and the DOI (when available) should
be provided.

The reference list should only include articles that are published or accepted.

Unpublished data, submitted manuscripts or personal communications should be cited
within the text only, for the article types that allow such inclusions.

For accepted but unpublished works use "in press” instead of page numbers.

Data sets that have been deposited to an online repository should be included in the
reference list. Include the version and unique identifier when available.

Personal communications should be documented by a letter of permission.
Website URLSs should be included as footnotes.

Any inclusion of verbatim text must be contained in quotation marks and clearly reference
the original source.

Preprints can be cited as long as a DOI or archive URL is available, and the citation clearly
mentions that the contribution is a preprint. If a peer-reviewed journal publication for the
same preprint exists, the official journal publication is the preferred source. See the Preprints
section for more information.

4.1. Science, Engineering and Humanities Journals

4.1.1. In-text Citations
For works by a single author, include the surname, followed by the year.
For works by two authors, include both surnames, followed by the year.

For works by more than two authors, include only the surname of the first author followed
by et al., followed by the year.

For Humanities and Social Sciences articles, include the page numbers.
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