Universidade
Estadual de LondRina

LARISSA MELO CHICOSKI

CARACTERIZAGAO DE ENTEROBACTERIACEAE
PRODUTORAS DE ESBL, AMPC E CARBAPENEMASES
ISOLADAS EM AMOSTRAS DE ANIMAIS DE COMPANHIA E
DE PRODUGCAO

Londrina
2024



LARISSA MELO CHICOSKI

CARACTERIZAGAO DE ENTEROBACTERIACEAE
PRODUTORAS DE ESBL, AMPC E CARBAPENEMASES
ISOLADAS EM AMOSTRAS DE ANIMAIS DE COMPANHIA E
DE PRODUGAO

Dissertagao apresentada ao Programa de Pos-
graduacgao em Ciéncia Animal da Universidade
Estadual de Londrina - UEL, como requisito
parcial para a obtencao do titulo de Mestre em
Ciéncia Animal.

Orientador: Prof. Dr. Ulisses de Padua Pereira

Londrina
2024



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geracéo

Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

C532c

Chicoski, Larissa Melo.
Caracterizagdo de enterobacteriaceae produtoras de ESBL, AmpC e
carbapenemases isoladas em amostras de animais de companhia e de
produgéo / Larissa Melo Chicoski. - Londrina, 2024.
146 1. :il.

Orientador: Ulisses de Padua Pereira.

Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal) - Universidade Estadual de
Londrina, Centro de Ciéncias Agrarias, Programa de Po6s-Graduagéo em Ciéncia
Animal, 2024.

Inclui bibliografia.

1. Beta-lactamases - Tese. 2. Bactérias resistentes a antibidticos - Tese. 3.
Escherichia coli - Tese. 4. Klebsiella spp - Tese. I. Pereira, Ulisses de Padua . II.
Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Agrarias. Programa de
Pés-Graduacdo em Ciéncia Animal. lll. Titulo.

CDU 63



https://www.sistemasweb.uel.br/index.php?contents=system/fc/index.php

LARISSA MELO CHICOSKI

CARACTERIZACAO DE ENTEROBACTERIACEAE
PRODUTORAS DE ESBL, AMPC E CARBAPENEMASES
ISOLADAS EM AMOSTRAS DE ANIMAIS DE COMPANHIA E
DE PRODUCAO
Dissertacao apresentada ao Programa de
Poés-graduagdo em Ciéncia Animal da
Universidade Estadual de Londrina - UEL,

como requisito parcial para a obtencido do
titulo de Mestre em Ciéncia Animal.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Orientador: Dr. Ulisses de Padua
Pereira
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dra. Alais Maria Dall Agnol
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Mateus Matiuzzi da Costa
Universidade Federal do Vale do Sao
Francisco - UNIVASF

Londrina, 13 de junho de 2024.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da vida, pelo dom da fé, pelo privilégio do estudo,
e entendimento. Pela protegao diaria e por se fazer conhecer por entre os meus.

Aos meus pais pelo amor incondicional e confianga. A Dulcine
Chicoski, educadora e mae, materializagdo do amor. A José Luiz Chicoski, pai e
provedor, colo e conforto. Ao meu irmao, Christian Chicoski, com quem divido meu
passado e futuro.

Aos meus mestres e professores, que fizeram da educacido a sua
vida. Ao meu orientador, Prof. Dr. Ulisses Pereira, pela oportunidade e orientacdo. A
Prof® Dr? Floristher Carrara, do departamento de Patologia, Analises Clinicas e
Toxicologicas, Prof? Dr? Alais Dall Agnol e Prof? Dr? Alice Alfieri, do departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva, da Universidade Estadual de Londrina, e a Prof® Dr?
Lygia Terasawa, do departamento de Genética da Universidade Federal do Parana,
pelos recursos, tempo e materiais, a parceria, o carinho e a paciéncia a mim
despendidos para meu crescimento pessoal e profissional.

Aos meus amigos, socorro bem presente na tribulagdo. Em especial
aos que tenho a alegria de dividir minha vida ha anos, Gabriela Dames e as
companheiras de mestrado, Samanta Stinghen e Stael Magala. Também aos colegas
de laboratdrio por anos amizade e de cooperagao cientifica, Natalia Amoroso, Arthur
da Costa, Ellen Meneguzzi, Eduardo Pereira, Raffaella Mainardi.

Gostaria de estender meus agradecimentos as equipes de
laboratérios que generosamente compartilharam seu conhecimento e experiéncia
para realizagao desse projeto: Maisa Menck, do Laboratério de Bacteriologia Basica
e Aplicada do departamento de Microbiologia, Ronaldo Tamanini, do Laboratério de
Inspegado de Leite e derivados, Juliana Fritzen e Elis Lorenzetti, do Laboratério de
Virologia Animal, do departamento de Medicina Veterinaria Preventiva. Agradeco a
Helenice Kieski, secretaria do programa de pés-graduacdo em Ciéncia Animal, pela
disposicao e ternura.

A Universidade Estadual de Londrina, em especial ao programa de
pos-graduagdo em Ciéncia Animal e ao seu corpo docente, pelas diretrizes, e por
permitir a realizacao desse trabalho. Por fim, a Coordenacéo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo apoio financeiro.
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RESUMO

O uso inadequado de antimicrobianos favoreceu a selecao e disseminacao de cepas
bacterianas resistentes, uma ameaca a saude unica. Enterobacteriaceae sao
responsaveis por infecgdes recorrentes e apresentam eminente resisténcia a
medicamentos. Enzimas presentes nessas bactérias conferem resisténcia a beta-
lactamicos, relacionadas com falha terapéutica e alta mortalidade dos pacientes. O
objetivo desse estudo foi detectar a produgdo de beta lactamases tipo espectro
estendido (ESBL), Ampicilinase (AmpC) e carbapenemases e a presenga dos genes
codificadores para essas enzimas em Escherichia coli, Klebsiella spp. e Proteus spp.
isolados de amostras de animais. Foram selecionados 130 isolados multirresistentes
(MR), no periodo de seis anos (2016-2021) provenientes de secrecbes (otoldgica,
nasal, leite, bile e liquido abdominal), excrecbes (fezes e urina) e 6rgaos (pele,
sangue, mucosa vesical, bago, figado, rim, endométrio, olho e articulagao) de animais
das espécies canina, felina, bovina, equina e de peixes. Todas as amostras foram
identificadas por provas bioquimicas e submetidas ao teste de sensibilidade a
aminoglicosideos,  anfenicois,  beta-lactdmicos, @ macrolideos,  quinolonas,
sulfonamidas e tetraciclinas para classificagdo de grau de multirresisténcia, e a
deteccao fenotipica de producdo de ESBL, AmpC e carbapenemases por teste de
Hodge modificado (THM), método de inativacdo de carbapenémicos (mCIM) e de
inativagao de carbapenémicos com EDTA (eCIM). Realizou-se a extragao do DNA dos
isolados por fervura (95° por 15 minutos) seguidos da detecg¢ao de genes tipo serino-
beta-lactamase, metalo-beta-lactamases e carbapenemases por de protocolos de
reacao de cadeia polimerase (PCR) e multiplex PCR (mPCR). Dos 98 isolados de E.
coli, 87,75% foram reconhecidos como MR, sendo fenotipicamente 28,57% produtores
de ESBL, 16,32% de AmpC e 22,44% de carbapenemases. Isolados de Klebsiella
spp. (n=28) 85,71% foram MR, 50,0% expressaram ESBL, 14,28% AmpC, 25,0%
carbapenemases. Todos os isolados de Proteus spp. expressaram presenca de
carbapenemases (n=4), metade foi classificada como MR e 75% dos recuperados
apresentaram resisténcia a cefoxitina. Foram detectados genes do grupo CTX-M em
56,12% das E. coli, sendo 58,18% (32/55) CTX-M-1, 38,18% CTX-M-2, 12,72% CTX-
M-8, 16,63% CTX-M-9, e do grupo AmpC em 9,18%, sendo 77,77% (7/9) CMY-2 e
11,11% DHA e FOX-1 cada. Em 82,14% das Klebsiella spp. foram detectados genes
CTX-M, sendo 75,0% CTX-M-1 e 10,71% CTX-M-2. Nao houve detecgdo de genes
AmpC nesse género. Nenhum isolado de Proteus spp. expressou ESBL ou teve
detecgédo do grupo CTX-M, mas em 50% foi possivel detectar genes AmpC, todos
CMY-2. Genes de carbapenemases foram encontrados apenas em Kilebsiella spp.,1
isolado (3,57%) detectado blaKPC-2 e 2 (7,14%) blaNDM. Todos os isolados foram
negativos para IMP, GIM, SIM, SPM, VIM e OXA-48. Os produtos da PCR detectados
foram sequenciados e depositados no NCBI. Este estudo revela uma frequéncia critica
de Enterobacteriaceae que possuem genes plasmidiais de resisténcia antibacteriana
isolado em animais, e que representam uma ameaga significativa a saude unica.

Palavras-chave: Beta-lactamases. Bactérias resistentes a antibidticos. Escherichia
coli. Klebsiella spp. Multirresistente. Proteus spp.
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ABSTRACT

The inappropriate use of antimicrobials has favored the selection and spread of
resistant bacterial strains, posing a One health threat. Enterobacteriaceae are
responsible for recurrent infections and present eminent drug resistance. Enzymes
present in these bacteria confer resistance to beta-lactams, linked to therapeutic failure
and high patient mortality. The aim of this study was to detect the production of
extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs), Ampicilinases (AmpC), and
carbapenemases, as well as the presence of genes encoding these enzymes in
Escherichia coli, Klebsiella spp., and Proteus spp. isolated from animal samples. The
number of 130 multidrug-resistant (MDR) were isolates over a six-year period (2016-
2021) from secretions (otological, nasal, milk, bile, and abdominal fluid), excretions
(feces and urine), and organs (skin, blood, bladder mucosa, spleen, liver, kidney,
endometrium, eye, and joint) of animals including canine, feline, bovine, equine, and
fish species. All samples were identified through biochemical assays and subjected to
sensitivity testing against aminoglycosides, phenicols, beta-lactams, macrolides,
quinolones, sulfonamides, and tetracyclines to classify the degree of multidrug
resistance. Phenotypic detection of ESBL, AmpC, and carbapenemases production
was carried out using modified Hodge test (MHT), modified carbapenem inactivation
method (mCIM), and carbapenem inactivation method with EDTA (eCIM). The DNA of
the isolates were extracted by boiling (95°C for 15 minutes), followed by detection of
serine-beta-lactamase, metallo-beta-lactamase, and carbapenemases genes using
polymerase chain reaction (PCR) and multiplex PCR (mPCR) protocols. Of the 98 E.
coli isolates, 87.75% were identified as MDR, with 28.57% phenotypically producing
ESBLs, 16.32% AmpC, and 22.44% carbapenemases. Among Klebsiella spp. isolates
(n=28), 85.71% were MDR, with 50.0% expressing ESBLs, 14.28% AmpC, and 25.0%
carbapenemases. All Proteus spp. isolates expressed carbapenemases (n=4), with
half being classified as MDR, and 75% showing resistance to cefoxitin. CTX-M group
genes were detected in 56.12% of E. coli isolates, with 58.18% (32/55) CTX-M-1,
38.18% CTX-M-2, 12.72% CTX-M-8, and 16.63% CTX-M-9. AmpC group genes were
detected in 9.18%, with 77.77% (7/9) CMY-2, and 11.11% each for DHA and FOX-1.
CTX-M genes were found in 82.14% of Klebsiella spp. isolates, with 75.0% CTX-M-1
and 10.71% CTX-M-2. AmpC genes were not detected in this genus. No ESBL
expression or CTX-M group detection was found in Proteus spp., but AmpC genes
were detected in 50%, all of which were CMY-2. Carbapenemase genes were only
found in Klebsiella spp., with 1 isolate (3.57%) detected blaKPC-2 and 2 (7.14%)
blaNDM. All isolates were negative for IMP, GIM, SIM, SPM, VIM, and OXA-48. The
PCR products detected were sequenced and deposited in the NCBI database. This
study reveals a critical frequency of Enterobacteriaceae harboring plasmid-mediated
genes for antibacterial resistance in animals, posing a significant threat to One health.

Keywords: Antibiotic-resistant bacteria. Beta-lactamases. Escherichia coli. Klebsiella
spp. Multidrug resistant. Proteus spp.
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1 INTRODUGAO

A antibiose, interacdo biolégica natural que se fundamenta na
secrecdo de substéncias por bactérias e fungos com efeito toxico a outros
microrganismos, € estudada ha centenas de anos. O emprego dessa estratégia para
tratamento foi reportado antes mesmo da descoberta da penicilina (Brunel, 1951), o
primeiro antibiético descrito por Alexander Fleming, em 1928 (Fleming, 1929).

Entretanto, a partir da descoberta da penicilina houve uma revolucéo
no tratamento de doencas infeciosas bacterianas na medicina moderna. Os
antibidticos, que sado farmacos com capacidade bacteriostatica ou bactericidas
(Caneschi et al., 2023), foram considerados “drogas milagrosas” pela possibilidade de
tratamento de moléstias contagiosas em larga escala (Reygaert, 2018). Todavia,
simultaneamente ao surgimento dos agentes antibacterianos, a resisténcia
bacteriana, que é um processo natural e gradual, foi acelerada pelo uso da
antibioticoterapia em massa (Reygaert, 2018; Hutchings; Truman; Wilkison, 2019).

A resisténcia a antimicrobianos € atribuida a diferentes fatores,
inerente a particularidade das espécies bacterianas (intrinsecos) ou que sao
adquiridos conforme as populagdes de bactérias se contactam (Munita; Arias, 2016).
Dentre todos os mecanismos, a resisténcia pela propagagao de elementos genéticos
moveis, plasmideos e transposons, sdo o principal foco da resisténcia antimicrobiana
atual pelo elevado potencial de disseminacdo. Genes codificadores de Beta-
lactamases do tipo espectro estendido (ESBL) e Ampicilinase C (AmpC), além de
carbapenemases, que conferem resisténcia a beta-lactamicos, a classe de antibiéticos
mais relevante na antibioticoterapia (Lima et al., 2020), tém potencial hidrolitico da
molécula antibacteriana e estao relacionados com falha terapéutica e com mortalidade
em hospitais de seres humanos e veterinarios (Tooke et al., 2019).

Bactérias Gram-negativas, especialmente da familia
Enterobacteriaceae, tém importancia destacada pelo numero de patégenos
nosocomiais com caracteristica de resistirem a protocolos terapéuticos devido a
presenga beta-lactamases (Abushaheen et al., 2020; Saha; Sakar, 2021). Dentre
essas, Escherichia coli (E. coli), Klebsiella spp. e Proteus spp. apresentam notavel
resisténcia aos medicamentos, sendo causa comum de enfermidades que ocorrem na
medicina veterinaria (Iredel; Brown; Tagg, 2016; Paitan, 2018; Wang et al., 2020).

A pressao seletiva devido ao uso de antibidticos na terapéutica
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veterinaria e na producédo animal, utilizados como promotores de crescimento na
pecuaria e avicultura por décadas (Prestinaci; Pezzotti; Pantosti, 2015; Tang et al.,
2017) além da interag&o proxima entre humanos e animais, favoreceu a disperséao de
microrganismos resistentes com capacidade de infecgao interespécies (Caneschi et
al., 2023) e, consequentemente, a crise de resisténcia bacteriana a antibacterianos.
No Brasil, existem relatos de enzimas beta-lactamases nesses géneros causando
infeccbes em animais de companhia (Ishii et al. 2011; Melo et al., 2018, Sellera et al.,
2018; 2020a; 2021; Sartori et al., 2019, 2020; Sfaciotte et al. 2021; Santos et al., 2021;
Salgado-Caxito et al., 2021; Da Silva et al, 2022, Silva et al., 2024) e produgao
(Almeida et al., 2017; Sartori et al., 2017; Nobrega et al., 2021; Campos et al. 2022;
Sierra et al., 2023).

Apesar da resisténcia bacteriana a antimicrobianos ser um problema
de saude publica mundial ha anos, a formalizagdo de um Plano de Agao Nacional para
a Prevencao e Controle da Resisténcia Antimicrobiana no ambito da Abordagem da
Saude Unica (PAN-BR) tem menos de uma década. Criado em 2018, converge com
os objetivos definidos para combate da resisténcia entre a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS), a Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentacao e a Agricultura
(FAO) e a Organizagcdo Mundial de Saude Animal (OMSA).

Os esforgcos contra a resisténcia bacteriana a antimicrobianos séo,
portanto, recentes e, por isso, se demandam estudos sobre a relagao de bactérias ndo
sensiveis a antibacterianos no contexto de animal, no ambito nacional e local
(Ayukekbong; Ntemgwa; Atabe, 2017), uma vez que ha implicacbes sanitarias e
econdmicas relacionadas, como comprometimento com o sucesso do tratamento,
recuperacao mais critica em procedimentos hospitalares invasivos, maior exposicao
hospitalar e necessidade de cuidados intensivos g (Saha; Sakar, 2021).

Assim, o objetivo desse estudo é caracterizar a presencga de beta-
lactamases e carbapenemases, que resultam em resisténcia a beta-lactamicos, em
amostras das espécies de companhia canina, felina, equina e de produgao, da espécie
bovina e de peixes, encaminhadas de atendimentos clinicos em hospitais veterinarios
da regidao de Londrina e de unidades de producgédo animal. Busca-se, dessa forma,
demonstrar a incidéncia regional desses elementos de resisténcia e contribuir com
informacdes que possam ser usadas para escolha de tratamento clinico, métodos de
controle e profilaxia contra resisténcia bacteriana e tratamento de pacientes em

hospitais e no campo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MORFOLOGIA E METABOLISMO CELULAR BACTERIANO

Bactérias s&o microrganismos unicelulares, geralmente com didmetro
entre 0,5 e 1,0 ym, em formas como cocos, bastonetes, espirais ou ainda filamentos
ramificados, com reprodug¢ao que ocorre geralmente de forma assexuada, por fissao
binaria, resultando na formagéao de células bacterianas filhas geneticamente idénticas
a célula originaria (Silhavy; Kahne; Walker, 2010).

Com base na coloragdo de Gram, podem ser divididas em Gram-
positivas e Gram-negativas, sendo as diferencas estruturais e fisiologicas. As
bactérias Gram-negativas tém membrana citoplasmatica circundada por uma fina
parede celular de peptidoglicano, de uma ou duas camadas. A camada de
peptidoglicano, por sua vez, € circundada por uma membrana externa contendo
lipopolissacarideo. O espago periplasmatico, local importante de acdo de
antibacterianos, abrange o intermediario entre membrana externa e membrana
citoplasmatica (Miller; Salama, 2018). As bactérias Gram-positivas ndo possuem
membrana externa, mas sao cercadas por camadas de peptidoglicano muito mais
espessas do que as encontradas nas Gram-negativas. Passando por essas camadas
de peptidoglicano estdo longos polimeros anidnicos, chamados acidos teicoicos
(Silhavy; Kahne; Walker, 2010).

O peptidoglicano, ou mureina, € um polimero linear formado pela
conjugacao das moléculas de N-acetiimurédmico e N-acetilglucosamina alternados
entre si. A ligacao entre essas estruturas € uma ligacao glicosidica tipo B-(1—4), o
que significa que o carbono anomérico (carbono que tem ligagdo entre um grupo
hidroxila (-OH) e o oxigénio do grupo carbonila (C=0)) do N-acetilmuramico se une ao
carbono 4 da N-acetilglucosamina por meio de uma ligagdo covalente 3, com a
orientagdo do grupo glicosidico para baixo em relagdo ao plano do anel de agucar.
Essa ligacéo € altamente importante para a estrutura e integridade da parede celular
bacteriana (Mihelic et al., 2017).

Somado, ha cadeia lateral de aminoacidos de configuragdo L e D (a
parte N-acetiimuramica esta ligada a hastes pentapeptidicas ou tetrapeptidicas (I-
alanina—d-isoglutamina—I-lisina—d-alanina—[d-alanina]), que sao altamente

conservadas nas populagdes bacterianas (Lima et al., 2020; Pandey; Cascella, 2023).
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A parede celular fornece suporte estrutural e protecdo do ambiente externo.
Considerado como um constituinte vital, confere estabilidade mecanica aos
microrganismos, e sua desestabilizagao leva a morte celular (Zeng; Lin, 2013; Pandey;
Cascella, 2023).

O DNA bacteriano esta disperso no citoplasma celular, ndo envolto
por um nucleo verdadeiro. O genoma € composto principalmente por moléculas de
DNA de fita dupla, podendo ter a adicdo de elementos circulares de DNA, os
plasmideos (genoma acessorio) (Gupta; Gupta; Singh, 2017). Em geral, estima-se que
o tamanho do genoma de Gram-negativas seja entre de quatro a seis milhdes de
nucleotideos, o que permite a codificacdo de 3.000 a 4.000 genes (Gupta; Gupta;
Singh, 2017). E. coli e Klebsiella spp. por exemplo, apresentam cerca de 4,6 € 5,5
milhdes de pares de base, respectivamente (Jin et al., 2015; Rafiq; Sam;
Vaidyanathan, 2016). Ja Gram-positivas tendem a ter genomas menores.
Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus, por exemplo, tem 2,2 e 2,8
milhdes de pares de base, respectivamente (Brooks; Mias, 2018; Wang et al., 2012).

A replicagdo do DNA gendmico bacteriano pode ser dividida em trés
fases gerais: a iniciacdo, na qual a origem (termo das posi¢cdes especificas nos
cromossomos) da replicacdo do DNA é desenrolada pela enzima DNA helicase,
formando uma estrutura chamada forquilha de replicacdo (Dewar; Walter, 2017).
Enzimas chamadas primases sintetizam pequenas cadeias de RNA conhecidas como
primers, que fornecem um ponto de partida para a sintese de novo DNA (Griep, 2001).
O alongamento da cadeia de DNA ocorre pelas enzimas DNA polimerase, que copiam
o cromossomo usando sintese semiconservativa de DNA (Cooper, 2000). Em
seguida, as lacunas entre os fragmentos de DNA recém-sintetizados sdo seladas pela
acao da DNA ligase, resultando em duas moléculas de DNA idénticas (Alberts et al.,
2002a). A terminagao ocorre quando as forquilhas de replicagao convergentes se
encontram. O inicio da replicagao é regulado de tal forma que a duplicagdo do genoma
é limitada a um unico ciclo por ciclo celular (Dewar; Walter, 2017).

A transcricao bacteriana comecga quando a enzima RNA polimerase
se liga a regido promotora do DNA, desenrolando uma pequena porgcao da dupla
hélice do DNA, formando uma bolha de transcrigado. Isso expde uma das fitas de DNA,
chamada fita molde, para a sintese de RNA mensageiro (MRNA). RNA polimerase
sintetiza a molécula de mMRNA complementar a fita molde de DNA, adicionando

nucleotideos a extremidade 3' do RNA em crescimento, lendo a fita molde de DNA e
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pareando os nucleotideos. Quando a RNA polimerase alcanga uma sequéncia
especifica de nucleotideos no DNA (sinal de terminagao), a transcricdo termina e a
RNA polimerase se desprende do DNA (Alberts et al., 2002b). Em bactérias, os sinais
de terminacdo frequentemente envolvem sequéncias de nucleotideos que formam
uma estrutura de hairpin no RNA transcrita, seguida por uma regiao rica em citosinas
no DNA (Chen; Morita; Gottesman, 2019).

Por fim, a traducéo inicia com a montagem do complexo de iniciagdo
da traducdo, que inclui o ribossomo bacteriano, 0 mRNA e o tRNA (RNA de
transferéncia) iniciador carregado com o aminoacido formil-metionina. O complexo de
iniciacao se forma na regido do mRNA chamada de cédon de iniciagdo AUG,
precedido pela sequéncia de Shine-Dalgarno no mRNA das bactérias, regidao que
marca o inicio de cada sequéncia codificadora, localizado a cerca de oito bases do
codon de inicio, que permite que o ribossomo encontre o codon para iniciagao de cada
gene (Gualerzi; Pon, 2015). Durante o alongamento, o ribossomo percorre 0 mRNA,
lendo cada cédon em sequéncia com o tRNA trazendo o anticodon correspondente
carregado com o aminoacido adequado para a jungao ribossémica. Com a formagéo
de cada ligagao peptidica, ocorre a translocagao: o ribossomo avanga ao longo do
MRNA em direcdo ao seu extremo 3’, trazendo o tRNA carregado com a cadeia
polipeptidica para o sitio P (peptidil-tRNA) e movendo o tRNA desacoplado para o sitio
E (Ermolenko; Noller, 2011). A traducado termina quando o ribossomo encontra um
cédon de terminacao (UAA, UAG ou UGA) no mRNA. Em vez de tRNAs, fatores de
liberagao se ligam ao sitio A (aminoacil-tRNA) do ribossomo, levando a liberacéo da
cadeia polipeptidica e dos componentes do ribossomo (Alberts et al., 2002c).

Os plasmideos ndo acomodam nenhum dos conjuntos de genes
essenciais necessarios para a célula para crescimento basico e multiplicagédo, mas
servem como andaime no qual sdo montados arranjos de genes de resisténcia a
antibidticos, por transposicdo e mecanismos de recombinagado especificos do local
(Bennett, 2008).

A maioria das bactérias se move através de flagelos, ou por
filamentos, por exemplo, pili. Os pili permitem que as bactérias se liguem umas as
outras ou as particulas em superficie. Além disso, os pili também estao envolvidos na
transferéncia de plasmideos entre células bacterianas, tendo alto impacto na
disseminagao de genes e resisténcia a antibacterianos (Silhavy; Kahne; Walker,
2010).
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O metabolismo heterotrofico, que é a oxidagdo bioldgica de
compostos organicos ou inorganicos mais simples para produzir ATP, permite a
utilizacdo de diferentes vias metabodlicas podem variar dependendo da espécie
bacteriana e ambiente onde esta dispersa (Jurtshuk, 1996).

Dentre as vias principais metabdlicas, a utilizagdo de glicose, que é
quebrada em piruvato, produzindo ATP e NADH no processo, é conhecida como
respiragdo (Chaudhry; Varacallo 2023). O ciclo de Krebs, também conhecido como
ciclo do acido tricarboxilico, € o processo oxidativo na respiragao pelo qual o piruvato
€ completamente descarboxilado (via acetil coenzima A), gerando NADH e FADH2,
que sao utilizados na fosforilagdo oxidativa para produzir ATP (Alabduladhem;
Bordoni, 2022). O ciclo do glioxilato, que ocorre em algumas bactérias, é uma
modificagdo do ciclo de Krebs. A acetil coenzima A atua diretamente a partir da
oxidagao de acidos graxos ou outros compostos lipidicos (Jimenez-Diaz; Caballero;
Segura, 2017). A via das pentoses-fosfato sdo destaque na produgao de NADPH e
pentoses (como a ribose), que sado necessarias para a sintese de acidos nucleicos e
outras moléculas (Spaans et al., 2015).

A respiracado anaerobica é outro modo heterotrofico de metabolismo
no qual um composto especifico diferente do Oz serve como aceptor terminal de
elétrons. Esses compostos aceitadores incluem NO3~, SO42-, fumarato e até CO2 para
bactérias produtoras de metano (Jurtshuk, 1996). Outro processo anaerdbico de
metabolismo heterotréfico, a fermentagao, utiliza um composto organico em vez de
oxigénio como aceptor terminal de elétrons (ou hidrogénio). Isso geralmente envolve
a conversao de piruvato em outros produtos, como acido latico, etanol ou acido
acético, com a regeneracéo de coenzimas como NAD+ (Buckel, 2021).

O ciclo do nitrogénio € um sistema de reutilizagdo em que diferentes
formas de nitrogénio, organicas e inorganicas, sao metabolizadas e compartilhadas
entre bactérias, plantas e animais. O intercambio entre gas dinitrogénio inerte (N2) da
atmosfera e ‘nitrogénio reativo’ (compostos de nitrogénio que suportam ou sao
produtos de celulares metabolismo e crescimento) € inteiramente controlado por
atividades microbianas (amonificagdo, mineralizagao, nitrificagdo, desnitrificagao e
fixagao de nitrogénio) (Stein; Klotz, 2016; Gupta; Gupta; Singh, 2016).

Por fim, algumas bactérias tém a capacidade de utilizar glutamato
para producdo de GABA (acido gama-aminobutirico), via glutamato descarboxilase

(lorizzo; Paventi; Di Martino, 2024; Kang; Ho; Pack, 2013), que por sua vez € utilizado
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como fonte de carbono ou nitrogénio para producédo de energia ou intermediarios
metabdlicos além de estar envolvido na resposta ao estresse, funcionando como um
sinalizador para regular a expressao génica e a adaptagao a condi¢des adversas (Cui
et al., 2020; Feehily; Karatzas, 2013). A sintese de GABA além de requerer glutamato,
utiliza CO2 e um préton para produzir GABA na presenca do cofator piridoxal 5'-fosfato
(Lin et al., 1996). Pelo consumo de proétons, a sintese de GABA tem sido proposta
como um dos principais mecanismos de resisténcia a acidos em bactérias, auxiliando
inclusive, na homeostase bacteriana (Konstanti et al., 2024; Feehily; Karatzas, 2013).

Os alvos dos antibacterianos séo focados em componentes da
morfologia bacteriana ou processos metabdlicos especificos. Alvos estruturais, como
a parede e membrana celular, sdo alvo de beta-lactdmicos e polimixinas,
respectivamente. Ja a interferéncia na sintese de proteinas bacterianas sao alvos de
aminoglicosideos, tetraciclinas e macrolideos. A sintese dos acidos nucleicos sao alvo
de antibacterianos como quinolonas e rifamicinas, que interferem na replicacéo e
transcricdo do DNA bacteriano. Alvos no metabolismo celular, como a sintese do
folato, € método de acdo de sulfonamidas. A respiracdo celular e produgdo de
energias das bactérias também é um alvo antibacteriano, como a estreptomicina, que

interfere com a fosforilagao oxidativa (tépico 2.4).

2.2 MOLECULAS ANTIBACTERIANAS

Antibiético € uma substancia quimica produzida naturalmente por
microrganismos capazes de inibir o crescimento ou eliminar uma populagdo de
bactérias sensiveis a ele (Waksman, 1947). As moléculas antibacterianas surgiram do
conjunto de compostos semissintéticos, que sdo produtos naturais estruturalmente
modificados, e de produtos sintéticos, moléculas que tratam infeccdes bacterianas em
baixas concentragdes possuindo toxicidade maxima para um patégeno e minima para
o hospedeiro (Bentley; Bennett, 2003; Tortora; Funke; Case, 2017; Pancu et al., 2021).
Entretanto, definicdes coexistentes na literatura se utilizam da denominagéo de
antibidtico para substancias antibacterianas em geral (Bentley; Bennett, 2003). Neste
trabalho, seguremos a nomenclatura de moléculas antibacterianas para compostos
naturais, semissintéticos e sintéticos.

Além de serem classificados de acordo com a natureza da fonte,

antibacterianos podem ser agrupados de acordo com sua estrutura quimica,
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mecanismos de acgao, efeitos farmacologicos e espectro de atividade (Pancu et al.,
2021).

O uso de microrganismos produtores de substancias microbiostaticas
e microbicidas para prevenir doencgas tém os primeiros registros datados em torno de
1550 a.C. (Hutchings; Truman; Wilkinson, 2019). As descrigdes de tratamentos bem-
sucedidos contra infecgdes, realizado pela administragao de substancias extraidas de
microrganismos sao relatadas no Egito, China, Sérvia, Grécia e Roma antigos. Ha
descricdo de aplicacéo topica de bolor de pdo como tratamento para doencgas de pele
(Gould, 2016) e detecgao do uso de tetraciclinas em esqueletos humanos escavados
na Nubia e durante a ocupagao romana do Egito (Bassett, 1980). Bald’s Leechbook,
um livro anglo-sax&o do século 10 que contém receituarios e remédios para diferentes
enfermidades incluindo infecciosas, propde estratégias para tratamento da infecgéo
causada por Staphylococcus aureus (Harrison et al., 2015).

Na histéria recente, John Parkinson em seu livro Theatrum
Botanicum, de 1640, também refere uso de substancias derivadas de microrganismos
para tratamento de enfermidades (Gould, 2016). No século XIX, Robert Koch (Koch,
1890). Louis Pasteur (Cavaillon; Legout, 2022) juntamente com John Parkinson
estabeleceram associagao entre espécies bacterianas, sua propagacao em fomites,
animais e humanos, e a doenga causada, o que permitiu a relagao de causa e efeito
em moléstias infecciosas. Em 1870, John Scott Burdon-Sanderson descreveu como o
fluido de cultura coberto de mofo inibia o crescimento de bactérias, se referindo ao
fungo Penicillium spp. Um ano mais tarde, Joseph Lister, demonstrou que Penicillium
glaucium tinha um efeito antibacteriano em tecidos humanos infectados. Em 1888,
Ernest Duchesne relatou que Penicillium notatum, originario de mofo de sela de
cavalo, foi usado com sucesso para tratar com a febre tifoide induzida em porquinhos
da india (Gould, 2016). Cerca de 20 anos apés postulados de Koch, a piocianase,
sobrenadante extraido do cultivo em lotes de Pseudomonas aeruginosa (nomeada na
época como Bacillus pycyaneus), se torna o primeiro antibiético descrito a ser usado
para tratar infecgcbes humanas, nos primeiros anos do século XX (Emmerich; Low,
1899; Gould, 2016).

Nesse mesmo periodo, Paul Ehrlich, notou que alguns reagentes
usados em coloragdes para exames histoldgicos apresentavam efeito bactericida. Em
1909, publicou seus resultados sobre o que se considera o primeiro antibiético

sintético descrito, o Salvarsan, uma pro-droga a base de arsénico, usada como
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principal alternativa para o tratamento de sifilis (Strebhardt; Ullrich, 2008; Gelpi;
Gilberton; Tucker, 2015). Devido a elevada toxicidade, a busca por um agente mais
eficaz promoveu a gradativa substituicdo do Salvarsan pelo Protosil, um
antibacteriano da classe das sulfonamidas descrito por Gehard Domagk na década
de 30 (Otten, 1986), que foi a primeira classe antibacterianos de amplo espectro em
uso (Hutchings; Truman; Wilkinson, 2019).

A descoberta da penicilina, em 1928, por Alexander Fleming (Fleming,
1929), € um marco na conduta do tratamento de enfermidades, considerada um pilar
terapéutico de infecgdes bacterianas da era moderna. O trabalho de Fleming inaugura
a era de ouro no descobrimento e aperfeicoamento de novas moléculas de antibidticos
(Gould, 2016; Hutchings; Truman; Wilkinson, 2019; Pancu et al., 2021).

Entre a publicagdo do trabalho de Fleming até a disponibilizagdo da
substancia como medicamento, foram decorridos cerca de 15 anos. Isso porque a
cepa isolada originalmente nao produzia quantidade suficiente de substancia
bactericida, a penicilina. Além da necessidade da transicao do raciocinio laboratorial
em uma medicacdo que poderia ser amplamente disponibilizada, o que envolve o
processo de purificacdo e estabilizagdo do principio ativo (Aminov, 2010; Gaynes
2017; Lobanovska; Pilla, 2017). Entretanto, durante o periodo de testes clinicos, ja
ocorreram os primeiros relatos de resisténcia de microrganismos a esse mesmo
antibidtico, antes mesmo da sua aprovagéao para uso em pacientes (Katz; Baltz, 2016).
Em 1945, o sucesso clinico da penicilina em pesquisas, o espectro de acao
amplificado e o alcance da produgdo em escala industrial motivou o seu uso em
grandes proporgdes (Projan; Shlaes, 2004).

As duas décadas seguintes, era de ouro de pesquisas sobre
antibidticos, foram marcadas pelo surgimento exponencial de diferentes antiéticos de
origem natural, incluindo bactérias do solo, e de moléculas sintéticas. Exemplo de
antibacterianos que surgiram nesse periodo foram a vancomicina, a meticilina e as
primeiras classes de cefalosporinas (Gould, 2016).

Nessa época, a resisténcia aos antibacterianos se tornou notavel, e
se fez necessario a associagao destes a outras moléculas para combater este
obstaculo. Em 1976, foram descritos pela primeira vez os inibidores bacterianos de
beta-lactamases, considerado como precursores dos carbapenémicos, que foram
langados na década seguinte (1980), junto com mono lactdmicos, antibidticos de

ultima escolha para tratamento clinico (Ventola, 2015).
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Marcando o fim da era de ouro no desenvolvimento de
antibacterianos, em meados da década de 1980 e 1990, o aumento do isolamento de
bactérias resistentes invocou o uso de antibacterianos mais antigos, como colistina e
cloranfenicol, foi reconsiderado, sendo usados de forma isolada ou em combinacao
com moléculas mais recentes. Efeitos sinérgicos de cefalosporina combinado com
inibidor de beta-lactamase, como ceftolozane com tazobactam, ceftazidima com
avibactam e ceftazidima com sulbactam foram criados com finalidade de atividade
antibacteriana contra cepas Gram-negativas produtoras de carbapenemases (Zhanel
et al., 2014).

2.3 ANTIBIOTICOTERAPIA NA MEDICINA VETERINARIA

A maior parte das moléculas antimicrobianas usadas em animais sé&o
as mesmas usadas na medicina humana, com diferenga para aquelas que tem
elevado grau de toxicidade. Entretanto, por anos, o uso de antimicrobianos na
medicina veterinaria foi baseado na experiéncia da medicina humana e em empirismo
pela falta de conhecimento sobre a farmacocinética das moléculas antibacterianas nas
diferentes espécies, o que levou ao uso indiscriminado das moléculas disponiveis
(Lees et al., 2021). Cerca de cinco décadas foram necessarias antes dos
medicamentos comuns, como a penicilina, fossem apresentados em dosagem
cientificamente determinada para uso animal, com base na compreensao quantitativa
da interacdo do medicamento com o microrganismo alvo (dosagem, parametros
farmacocinéticos, farmacodinamicos e suscetibilidade in vitro) (Prescott, 2017).

Os primeiros relatos do uso de antibiéticos usados em animais tinham
a finalidade de promotores de crescimento em animais de producédo, o que foi
praticado desde 1930, com diferentes principios ativos e sem construgao técnica
cientifica sdlida por farmacologistas e clinicos veterinarios (Dibner; Richards, 2005).
Enquanto a eficacia da penicilina ainda era demonstrada em humanos, as
sulfonamidas ja eram introduzidas na alimentacao animal, devido a nao restricdes de
patentes e o baixo custo para o uso em campo (Prescott, 2017).

Além disso, até a década de 60, a transmissdo vertical era
considerada a Uunica forma conhecida de disseminacdo de resisténcia a

antibacterianos. Portanto, as recomendacgdes quanto ao uso clinico de antibacterianos
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se baseavam na crenga de que a selegao de resisténcia em animais de produgao era
apenas um problema local que desaparecia espontaneamente apds a descontinuagao
do tratamento com antibi6tico, devido a competigdo natural entre as bactérias (Lees
et al., 2021). Esse fato suprimiu o desenvolvimento de planos de controle para o uso
de antibacterianos de forma justificada e de projetos de prevencao e controle da
propagacao da resisténcia a antimicrobianos. Apenas em 1965, apds mais de trés
décadas da introducdo de antibioticoterapia na producdo animal, se considerou a
importancia de obter informagdes sobre o uso de antibidticos na pecuaria e a
implicacao para a saude humana e animal (Anderson; Datta, 1965).

Em 1980, as bactérias patogénicas multirresistentes se tornaram
disseminadas em todo o mundo (Dibner; Richards, 2005). Como uma das medidas de
combate e controle, em 1998, a OMS recomendou banir o uso de antibidticos de
moléculas significativas para a saude humana usadas como promotor de crescimento
na produg¢ao animal. No mesmo ano, essa orientagao foi fomentada pelo Ministério da
Agricultura e Pecuaria (MAPA) no Brasil, proibindo o uso de cloranfenicol, penicilinas,
tetraciclinas e sulfonamidas sistémicas como aditivos promotores de crescimento no
pais para qualquer espécie (Cardoso, 2019).

Quanto ao uso de antibacterianos na clinica veterinaria, até os anos
de 1950 e 1960, havia relativamente poucos artigos de autoria clinica que abordavam
doencas infecciosas e tratamento de pequenos animais. Por isso, as questdes sobre
duragédo do tratamento, além da dose eram pouco documentadas e tecnificadas (Lees
et al., 2021). A farmacocinética de moléculas antibacterianas em caes e gatos, objeto
de estudo da medicina humana desde a segunda década de 1900, por exemplo, foi
descrita pela primeira vez em 1972 (Watson, 1972). Apenas em 1990 a industria
farmacéutica veterinaria passou a dar destaque a pesquisa voltada a animais de
companhia, aquém de produtos voltados para animais de produgdo (Shryock;
Richwine, 2010). Isso explica por que alguns protocolos de dosagem definidos
historicamente foram recentemente revisados e atualizados.

Hoje, existem muitas diretrizes para o uso racional de antibacterianos
e configuracdes de dose. Entretanto, ainda que estendendo a expectativa e qualidade
de vida dos animais de criagdo no campo ou em atendimento clinico, o uso de
antibidticos generalizado sem critério, levou ao desenvolvimento de resisténcia a
esses medicamentos (Martinez, 2014). Isso resultou em um ciclo continuo de

descoberta, desenvolvimento e resisténcia a antibidticos, com novas moléculas sendo
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investigadas para superar a resisténcia e novos mecanismos de resisténcia surgindo
em resposta (OMS, 2021). Além disso, a falta de conhecimento quanto a prevaléncia
da resisténcia bacteriana local impede a recomendacao de um tratamento efetivo, com
selegao dos antibiéticos mais adequados.

A estreita relagdo que existe entre humanos e animais, que esta
enraizada no fato de que, apesar das diferengas nas espécies, ambos sdo organismos
complexos com processos biologicos semelhantes premedita que a resisténcia
bacteriana contra antimicrobianos em animais seja realidade na saude humana.
Questdes criticas de pressao de selegao resultantes da utilizagéo de antibiéticos em
animais, particularmente em espécies produtoras de alimentos, tem responsabilidades
notaveis quando relacionado ao conceito de saude unica (Caneschi et al., 2023).
Neste contexto, o veterinario desempenha um papel fundamental, sendo chamado a
avaliar cuidadosamente as consequéncias das suas decisbes e tendo a
responsabilidade de educar todos os que administram antibacterianos aos animais

(por exemplo, criadores e proprietarios de animais de estimagéao).

2.4 MECANISMOS DE ACAO DE ANTIBACTERIANOS

Os agentes antibacterianos tém como alvo especificamente as
fungdes microbianas vitais. Cada classe possui mecanismo de acao diverso, com
acgao bacteriostatica e/ou bactericida (Figura 1) (Tenover, 2006).

A inibicdo da sintese da parede celular € o mecanismo de agao de
beta-lactamicos, que tém como alvo um componente dessa estrutura, o
peptidoglicano. Essa inibicdo tem foco na atividade catalitica das transpeptidases
bacterianas, as proteinas de ligagao a penicilinas (PBPs). A atividade inibitéria da PBP
por beta-lactdmicos é baseada nas semelhangas estruturais, geométricas e
estereoquimicas entre as ligagdes amida da penicilina e o substrato enzimatico
(dipeptideo D-Ala-D-Ala -2) (Lima et al., 2020) (t6pico 2.4.1)

A inibicdo da sintese de proteinas € o mecanismo utilizado por
antibacterianos como as tetraciclinas, aminoglicosideos e macrolideos. Tetraciclinas
se ligam reversivelmente a subunidade 30s do ribossomo bacteriano, impedindo a
ligacdo do aminoacil-tRNA ao sitio A, impedindo a elongag¢ao da cadeia polipeptidica
durante a sintese proteica. Essa molécula também pode interferir com o movimento

do ribossomo ao longo do mRNA, resultando na interrupg¢ao da tradugéo em proteinas
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(Chukwudi et al., 2016).

Ja aminoglicosideos se ligam irreversivelmente a por¢ao 30s do
ribossomo (Kotra; Haddad; Mobashery, 2000). Essas moléculas também se ligam no
sulco principal do 16S, local de decodificagdo do rRNA, alterando a cinética de
acomodacéao do tRNA. Isso reduz significativamente a taxa de dissociacao de tRNA,
atrapalhando o reconhecimento cddon-anticodon e o alongamento da cadeia de
aminoacidos (Tsai et al., 2013).

Os anfenicois se ligam a subunidade 50S do ribossomo,
reversivelmente, préximo ao sitio onde ocorre a agao do peptidil-transferase, também
inibindo a formagao de ligacbes peptidicas. Cloranfenicol, por exemplo, exibe um
modo de acdo especifico, dificultando apenas a formacéo de ligagbes peptidicas
quando o ribossomo carrega um peptideo nascente com alanina ou serina na
penultima posigao (Chen et al., 2021).

Os macrolideos atuam no alongamento da proteina, mais
especificamente no tunel de saida do peptideo, obstruindo a saida para o citoplasma.
Tem papel como moduladores da traducdo, uma vez que sua acado depende
criticamente da sequéncia proteica nascente e da estrutura do antibidtico (Vasqués-
Laslop; Mankin, 2018).

A acéo principal das quinolonas e fluoroquinolonas € inibir enzimas
bacterianas chamadas DNA girase (topoisomerase IlI) e topoisomerase |IV. Essas
enzimas desempenham um papel na replicacdo, transcricdo e reparo do DNA
bacteriano. A DNA girase € responsavel por induzir a superenrolamento negativo no
DNA durante a replicacao, enquanto a topoisomerase |V é essencial para separar 0os
cromossomos replicados durante a divisdo celular (Hooper; Jacoby, 2016). A ligagao
dessa molécula as enzimas forma um complexo de DNA-quinolona-enzima,
impedindo a quebra e religagdao do DNA durante os processos de replicagcao e divisao
celular, impedindo a replicagao e a transcrigdo do DNA bacteriano (Bush et al., 2020).

O principal alvo das rifamicinas € a RNA polimerase bacteriana. Essa
molécula se liga de forma especifica e reversivel a subunidade beta da RNA
polimerase, impedindo que a enzima se acople ao substrato, o DNA, para iniciar o
processo de transcrigao, interrompendo a sintese de RNA (Campbell et al., 2001).

As polimixinas tem resultados associados a tratamento de Gram-
negativas. Isso porque sdo moléculas anfifilicas. Essa caracteristica estrutural permite

que elas se associem com a camada lipidica da membrana externa celular bacteriana,



433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443

29

perturbando sua estrutura o que leva a mudangas na permeabilidade da membrana
celular, resultando em vazamento de ions e moléculas essenciais do interior da célula
bacteriana (Moubareck, 2020).

O acido félico € uma vitamina B essencial necessario para a sintese
de precursores de DNA e RNA (Abushaheena et al.,, 2020). O Trimetoprim e
sulfametoxazol atuam em estagios diferentes da via de sintese do acido fdlico, de
forma sinérgica. Trimetoprim inibe a diidrofolato redutase bacteriana, uma enzima que
converte o acido diidrofélico em tetraidrofolato ativo, que é necessario para a sintese
de purinas e pirimidinas. Enquanto isso, o sulfametoxazol compete com o
paraminobenzoico (PABA), precursor do acido folico, impedindo a formagao de acido
diidrofdlico (Minato et al., 2018).
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DNA: acido desoxirribonucleico; DNA girasse: enzima topoisomerase do tipo IlI; DHF:
Dihidrofolato; PABA: &acido paraminobenzéico; RNA: Acido ribonucleico; mRNA: &cido
ribonucleico mensageiro; rRNA: acido ribonucleico ribossémico; THF: Tetrahidrofolato; tRNA:
acido ribonucleico transportador. Fonte: a autora (adaptada de Mota et al., 2010).

2.4.1 Beta-lactamicos

Os antibidticos da classe beta-lactamicos sao agentes com
capacidade bactericida. Representando cerca de dois tercos dos antibiéticos usados
para terapia antimicrobiana global, sdo os mais frequentemente prescritos no
tratamento de infec¢des bacterianas na medicina veterinaria (Bush; Bradford, 2020) e
representam a classe de antibidticos mais importante em termos de lucros
farmacéuticos (Tooke et al., 2019).

Esses antibidticos visam a interrupcdo e a desestabilizacdo da
sintese da parede celular, inibindo sua formagao ou remodelagdo, o que leva a sua
desestabilizagao e eventual morte bacteriana por enfraquecer a parede e ocasionar
lise celular. Nessa classe, estado inclusas as penicilinas, cefalosporinas de 1°, 2°, 3°,
4° e 5° geragao, monobactamicos e carbapenémicos (Yan; Li; Li, 2020). Do ponto de
vista bioquimico, essas moléculas tém uma caracteristica comum, que é o anel de trés
carbonos e um nitrogénio (anel beta-lactamico) altamente reativo (Lima et al., 2020).

Penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos sao estruturas
biciclicas. Nas penicilinas, o anel beta-lactdmico de quatro membros esta fundido a

um anel tiazolidinico. Ja nas cefalosporinas, o parceiro de fusdo € uma diidrotiazina
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de seis membros e nos carbapenémicos, o sistema € completo por uma pirolina de
cinco membros. A quarta classe, os monobactamicos s&o sistemas monociclicos
(Tooke et al., 2019) (Figura 2).

Figura 2 — Estrutura quimica dos compostos das quatro subclasses de Beta-

lactamicos.
Penicilinas Cefalosporinas
I
R—— C——NH R C——NH 5
et
N N = =
g o S Y
COOH
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\
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R C NH L /
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0 SOH OH

R = cadeia lateral

Fonte: Williams, 1999.

Os antibidticos beta-lactamicos se ligam e inibem a atividade de
enzimas PBPs, que desempenham um papel fundamental na sintese da parede
celular bacteriana. As PBPs sdo enzimas envolvidas nas etapas de estabilizagao entre
as camadas lineares do peptidoglicano a partir das ligacoes peptidicas (reticulacao).
Elas possuem atividade D,D-carboxipeptidase (D-Ala-D-Ala) ou endopeptidase para
hidrolisar a ligagado peptidica que conecta duas cadeias de peptidoglicano (Goffin;
Ghuysen, 1998; Sauvage et al., 2008; Lau et al., 2020).

Beta-lactamicos inibem a ultima etapa da sintese do peptidoglicano,
a transpeptidagao, agao realizada pela agao da enzima transpeptidase (Lima et al.,
2020). A transpeptidase € uma enzima que sintetiza a ligagdo em duas cadeias laterais
de polimeros que estdo paralelas entre si, e sdo chamadas de PBPs, uma vez que
foram identificadas pela primeira vez como as moléculas alvo para agao da penicilina
(Sauvage; Terrak, 2016).

Uma vez que ocorre o reconhecimento quimioseletivo dos PBPs pelos
antibioticos beta-lactamicos e a ocupacgao do seu sitio ativo, a ligagao entre peptideos
€ interrompida, prejudicando a desacetilagao, reacao catalisada pela transpeptidase.

Dessa forma, ocorre o a inibigdo do processo de transpeptidagao, gerando processos
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autoliticos concomitantes dentro da célula bacteriana (Pandey; Cascella, 2023).
Existem semelhangas quimicas entre substratos utilizados pelas PBPs e os
compostos beta-lactdmicos. Sendo assim, esta classe de antibidticos se liga
irreversivelmente ao sitio catalitico da enzima, mediada pela adigdo nucleofilica do
residuo de serina presente no sitio ativo a unidade carbonila do beta-lactamico (Lima
et al.,, 2020), e extingue a sintese do peptidoglicano mediado por PBP, o que
desestabiliza a parede e resulta em morte celular (Sauvage et al., 2008; Sauvage;
Terrak, 2016).

As PBPs podem ser divididos em classes de acordo com a massa
molecular. PBPs de baixa massa molecular podem ser classificados em A, B e C,
sendo a maior parte de PBPs dessa categoria seja se classe C. Os PBPs de alta
massa molecular tém arquitetura modular e dominio de transpeptidase C-terminal, e
foram divididas em duas subclasses. A classe A inclui enzimas bifuncionais com uma
transpeptidase e um dominio transglicosilase (catalisam a polimerizagao da cadeia de
glicano), e tém atribuicdo de catalisar a transpeptidagao (catalisam a ligagéo cruzada
entre as cadeias de glicano) quando ha dominio N-terminal com atividade de
transpeptidase. A classe B engloba as transpeptidases dependentes de D-Ala-D-Ala
(Goffin; Ghuysen, 1998) e apresentam funcao de transpeptidase (Sauvage et al.,
2008; Straume et al., 2020).

Pelo menos uma PBP é considerada essencial em cada espécie
bacteriana, com especificidade unica para ligagdo com beta-lactdmicos, mas que varia
entre cada espécie. Em Gram-negativas, os PBPs essenciais incluem os PBPs de alto
peso molecular 1a e 1b, PBP2 e PBP3, que estdo envolvidos na interrupgao da divisao
e lise celular (Bush; Bradford, 2016).

E importante salientar que, para que o antibiético apresente atividade
em bactérias Gram-negativas, deve ter acesso ao espaco periplasmatico, onde esta
localizado o peptidoglicano. Para isso, deve passar a camada antigénica da bacteéria,
o lipopolissacarideo (LPS), e a membrana externa por meio das proteinas
transmembranicas (porinas) que atuam como canais para a passagem de pequenas
moléculas hidrofilicas. Portanto, antibiéticos com caracteristica hidrofilica, como
amoxicilina, apresentam maior facilidade de passagem por esses canais, € por isso
apresentam amplo espectro de agdo. Embora outros beta-lactdmicos sejam soluveis
em agua, alguns apresentam solubilidade menor que os demais, o que dificulta sua

agao (Sharma; Gupta; Pathania, 2019). Além disso, os efeitos de beta-lactamicos em
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Gram-positivas sdo mais abrangentes, uma vez que possuem camadas abundantes
de peptidoglicano, e consequentemente, maior quantidade de sitio ativo de PBPs
disponiveis para ligacado do antibiético.

No geral, a inibicdo da sintese da parede celular € um mecanismo de
acao eficaz no tratamento de infecgdes bacterianas, mas a resisténcia em Gram-
negativos, intrinseca ou por transferéncia horizontal de genes de resisténcia, € uma
grande preocupagdo para saude unica, destacando a importéncia da pesquisa e
desenvolvimento de novos antibidticos continuamente, ou de novas opcoes

terapéuticas (Munita; Arias, 2016).

2.5 RESISTENCIA BACTERIANA AOS ANTIBACTERIANOS

Atualmente, doencgas causadas por agentes bacterianos resistentes a
tratamento foram a causa direta de 6bito de 1,27 milhdes de pessoas e contribuiram
para 4,95 milhdes de mortes no mundo, s6 no ano de 2019 (OMS, 2023), devido a
ineficiéncia de agao terapéutica contra microrganismos ou da profilaxia ineficientes
contra procedimentos invasivos (Martinez, 2014).

A resisténcia bacteriana pode ser definida como sobrevivéncia de
uma bactéria exposta a tratamentos que poderiam elimina-la, conservando a
habilidade de replicagao (Balaban et al., 2019). A selecdo de bactérias resistentes
pelo uso indiscriminado é a causa majoritaria do aumento da insensibilidade a
antibacterianos e, estando presente em todas as esferas de saude, € compreendido
que é um problema emergente de saude unica (PAHO, 2023) que abrange bactérias
comensais e patogénicas (Abushaheena et al., 2020; Frieri; Kumar; Boutin, 2017).

Bactérias patogénicas podem ser parcialmente afetadas ou néo sofrer
impacto dependendo da exposi¢cédo protocolo de tratamento (completo ou ndo) ou
ainda o uso da dosagem correta, pureza da molécula, validade e armazenamento da
droga. Esse tipo de pressdo ambiental pode engatilhar a expressdo de mecanismos
de resisténcia (intrinsecos ou adquiridos) que selecionam essas cepas
multirresistentes (Nikaido, 2009).

Bactérias usualmente encontradas em ambientes hospitalares sao as
principais afetadas pela sele¢cao que leva a resisténcia, local onde a transferéncia de
genes de resisténcia é favorecida pela coabitacdo de microrganismos patogénicos e

0 uso de antibidticos é recorrente (Witte, 1998). Entretanto, instalagdes de animais de



o547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
577
578
579
580

34

producao também favorecem o cultivo natural de bactérias com potencial de
resisténcia.

A resisténcia aos antibidticos pode ocorrer através de varios
mecanismos. Os mecanismos de resisténcia bacteriana a antibidticos se referem as
formas pelas quais as bactérias podem escapar ou neutralizar os efeitos dos
antibidticos e outros agentes antimicrobianos (Saha; Sarkar, 2021), podendo ser
intrinsecos, isto €, inerentes ao microrganismo, ou adquiridos, por transdugéo,
conjugagao ou transformacgéo.

Os mecanismos de resisténcia bacteriana séo classificados de acordo
com a agao e incluem bombas de efluxo, alteragao de permeabilidade de membrana,
degradagao da molécula antimicrobiana, modificagdo do sitio alvo, transferéncia de
genes, ou ainda, causadas por mutagbes génicas aleatorias (Darby et al., 2022).
Também ha a formacao de estruturas complexas que tem como funcao protecédo da
célula bacteriana e que atrapalham a acao de drogas terapéuticas, como deteccao
por quorum sense e o biofilme (Munita; Arias, 2016).

De acordo com a OMS, 75% dos patogenos prioritarios resistentes a
antibioticos que representam uma grande ameaca e para 0s quais novas moléculas
sdo urgentemente necessarias sao patdogenos bacterianos Gram-negativos (OMS,
2019). No geral, as bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes aos efeitos de
moléculas antibacterianas do que as bactérias Gram-positivas (Breijyeh; Jubeh;
Karaman, 2020). Isso se deve a diferenga da disposicdo da parede celular, a
hidrofobicidade da membrana externa (Savage, 2001; Baumgarten et al., 2012), o
potencial de carga da membrana (Benarroch; Assaly; 2020) e a necessidade de
chegar ao espaco periplasmatico para algumas classes de antibidticos exercerem sua
funcao (Livermore, 1995).

Atualmente, aproximadamente 48.000 plasmideos contendo genes
de resisténcia a antibiéticos foram identificados em Gram-positivas e Gram-negativas
(CARD, 2023). Entre Gram-negativos, a resisténcia esta principalmente relacionada a
producdo de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs), ampiclinase C beta-
lactamases (AmpC) e carbapenemases, enzimas capazes de hidrolisar o anel beta-
lactamico de beta-lactamicos, por exemplo (Paterson, 2006).

O debate central, efetivamente, ndo tem foco unico no potencial de
transferéncia de bactérias resistentes a antibacterianos entre animais e humanos, mas

sim a magnitude da contribuigdo para o nivel geral de resisténcia antimicrobiana em
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humanos resultante do uso de antibidticos em animais. Embora exista autor que
defenda a ideia de que a contribuicdo dos animais para o problema geral da
resisténcia humana a antibacterianos provavelmente é de pouca importancia
(Bywater, 2004), outros sugerem que a medicina veterinaria € o principal fator
responsavel pela resisténcia antimicrobiana em humanos (Richez; Burch, 2016;

Walllinga; Burch, 2013) e, portanto, ponto chave no equilibrio para a saude unica.
2.6 MECANISMOS DE RESISTENCIA ANTIBACTERIANA
2.6.1 Resisténcia Intrinseca

A resisténcia intrinseca de uma espécie bacteriana a determinado
antibacteriano é definida como a capacidade de resistir a acao dessa droga devido a
caracteristicas estruturais ou funcionais inerentes desse microrganismo (Blair;
Richmond; Piddock, 2014), e é um fator importante no tratamento de doencgas
bacterianas.

E um mecanismo evolutivamente antigo, identificada em bactérias
patogénicas e em ambientais, comum a todas as cepas de uma espécie bacteriana,
que nao foi adquirida como resultado da recente utilizacdo de antibidticos para terapia
(D’Costa et al., 2006; Fajardo et al., 2008), e nao relacionada a transferéncia horizontal
de genes (Reygaert, 2018; Fajardo et al., 2008).

A resisténcia intrinseca pode ser atribuida a diversos fatores, como
diferengas na estrutura da parede celular, bombas de efluxo ativas, reducido da
permeabilidade da membrana (Nikaido, 2001), ou uma complexa rede de loci
genéticos que contribuem para essa caracteristica (Cox; Wright, 2013). Além disso, a
suscetibilidade aos antibidticos também € dependente do estado metabdlico da
bactéria e da sua fisiologia (Hogan; Kolter, 2002; Wiuff et al., 2005).

Diferentemente da resisténcia por mutacdes, a resisténcia intrinseca
€ originada principalmente em ambientes de menor pressdo seletiva de
antibacterianos, como ambientes nao hospitalares. Isso sugere que o fenétipo de nao
conferir resisténcia no habitat natural € o principal papel fisiolégico das cepas
envolvidas (Fajardo et al., 2008).

Exemplos de resisténcia intrinseca a moléculas antibacterianas sao a

incapacidade de alguns agentes de atravessar a membrana bacteriana externa pela
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reducao de a permeabilidade (Blair et al., 2015; Blair; Richmond; Piddock, 2014) e a
atividade natural das bombas de efluxo, (embora bombas de efluxo de multiplas
antibacterianos também sdo um mecanismo comum de resisténcia induzida) (Cox;
Wright, 2013; Fajardo et al., 2008). Por esses mecanismos, ha resisténcia intrinseca
de Gram-negativos a glicopeptideos e lipopeptideos, como E. coli a macrolideos,

Klebsiella spp. a ampicilina e Gram-positivos a aztreonam (Reygaert, 2018).

2.6.2 Alteragédo na Permeabilidade da Membrana

A membrana externa em Gram-negativas atua como a primeira linha
de defesa contra a penetragdo de varios compostos toxicos as bactérias. Os canais
de difusdo entre a bicamada lipidica da membrana celular externa, as porinas,
funcionam como passagem que permitem o transporte de moléculas para dentro e
para fora da célula (Nikaido, 2003). A alteragdo da permeabilidade de membrana pela
modificagdo de porinas € um mecanismo notavel em bactérias Gram-negativas, uma
vez que limita a entrada de antibacterianos do meio externo para o ambiente
intracelular (Munita; Arias, 2016).

As bactérias Gram-negativas tém diferentes tipos de porinas
caracterizadas de acordo com sua atividade (especificas ou seletivas), sua fungao
estrutural (monomérica ou trimérica) e sua regulacao e expressao (Pages; James;
Winterhalter, 2008). Entre as porinas mais bem caracterizadas estao as trés principais
produzidas por E. coli, OmpF, OmpC e PhoE, conhecidas como porinas classicas e a
OprD, porina da Pseudomonas aeruginosa (Munita; Arias, 2016; Nikaido, 2003).

As bactérias tém alteracdo de permeabilidade de membrana, e,
consequentemente de porinas, através de varios mecanismos. A capacidade de
regular geneticamente de forma negativa porinas é observado de forma frequente em
Pseudomonas aeruginosa, E. coli e K. pneumoniae (Delcour, 2009). Mutagdes em
genes que codificam porinas ou aquisigao de genes de resisténcia relacionados a elas
resultam em modificagdes a sua estrutura tridimensional, em perda parcial ou total de
funcao de porinas especificas, e na interrupg¢ao da produgéo de novas porinas (Ghai;
2023; Saha; Sarkar, 2021; Delcour, 2009).

Exemplo de resisténcia intrinseca pela baixa penetracéo via porinas
€ a vancomicina e sua ineficiéncia contra bactérias Gram-negativas, que né&o

consegue acessar seu alvo (precursor de peptideoglicano) pela incapacidade de
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ultrapassar a membrana externa presente nessas células (Van Groesen et al., 2021).
Niveis reduzidos de expressao de porinas e produgédo de beta-lactamases foram os
principais mecanismos de resisténcia a beta-lactamicos relatados em isolados de K.
pneumoniae, Pseudomonas spp. e Acinetobacter baumanii (Tu et al., 2023; Pachori;
Gothalwal; Gandhi, 2019; Pages et al., 2009; Pages; James; Winterhalter, 2008).

2.6.3 Bombas de Efluxo

As bombas de efluxo sdo compostas por proteinas transmembrana
que atravessam a membrana celular e podem bombear uma grande variedade de
substancias, como antibacterianos, compostos téxicos e outras moléculas com
potencial nocivo para fora da bactéria. Ao bombear os antibacterianos antes que eles
cheguem ao local de destino, as bombas de efluxo reduzem a concentragdo desses
agentes dentro da célula e protegem as bactérias de seus efeitos (Nikaido, 2001;
Nikaido; Pages, 2012). Uma das primeiras descricdes de um sistema de efluxo capaz
de bombear antibacteriano para fora do citoplasma ocorreu nos primeiros anos de
1980, descrevendo a evasao do efeito da tetraciclina em E. coli por esse mecanismo
(McMurry; Petrucci; Levy, 1980).

Os genes que codificam bombas de efluxo podem ser cromossomais
ou estar localizados em elementos genéticos moveis (Reygaert, 2018). Bombas
codificadas em cromossomos podem explicar a resisténcia intrinseca de algumas
espécies bacterianas a um determinado antibacteriano (Reygaert, 2018). Ja os genes
que codificam bombas superfamilia resisténcia-nodulagcdo-divisdo (RND), por
exemplo, foram descritos um plasmideo (IncH1), isolado de uma cepa de Citrobacter
freundii (Dolejska et al., 2013).

A expressao de bombas de resisténcia pode ser regulada por
diferentes mecanismos, incluindo alteragdes no nivel de expressao ou alteragdes na
regulacao das bombas (Peterson; Kaur; 2018). Por exemplo, podem ser expressas
constitutivamente ou ser induzidas a super expressdo, sob certos estimulos
ambientais ou quando um substrato adequado esta presente (Reygaert, 2018).
Quando super expressas, geralmente por meio de uma mutagado que modifica o canal
de transporte, também podem conferir altos niveis de resisténcia a antibacterianos
que antes apresentavam a caracteristica de sensibilidade. Essas mutagdes podem

estar dentro de um local repressor, um fator de transcricdo global ou em sitios
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intergénicos que alteram a expressao dos genes da bomba ou seus reguladores (Blair;
Richmond; Piddock, 2014).

As bombas podem ser ainda especificas para substrato, por exemplo,
um determinado antibacteriano, ou com ampla especificidade de alvos (que afetam
diferentes classes), que geralmente sdo encontrados em bactérias multirresistentes e
sdo conhecidas como bombas de efluxo de resisténcia multipla (Poole, 2005; Blair;
Richmond; Piddock, 2014).

Os sistemas de bombas de efluxo capazes de expulsar
antibacterianos e outras moléculas com potencial prejudicial para bactérias sao
categorizados em cinco classes. A superfamilia facilitadora (Major Facilitator
Superfamily - MSF), a superfamilia cassete de ligagcdo do ATP (ATPe - Binding
Cassette - ABC), a superfamilia resisténcia-nodulagéo-divisao (resistance-nodulation-
division - RND), a pequena familia de resisténcia a multiplas drogas (Small Multidrug
Resistance - SMR), e a familia de extrusdo de compostos toxicos e multidrogas
(Multidrug And Toxic compound Extrusion - MATE) (Blair et al., 2015).

Segundo Blair et al. (2015), essas familias também podem ser
divididas em grupos chamados de transportadores primarios e secundarios. Bombas
da familia ABC sao membros do primeiro grupo e usam a energia de ligacao de ATP
e hidrolise para efluxo. Bombas dos grupos MSF, RND, SMR e MATE, classificadas
como de transportadores secundarios, usam energia do potencial eletroquimico da
membrana para atividade de efluxo.

Embora ndo sejam exclusivas de bactérias Gram-negativas, as
bombas da familia RND sdo mais comumente encontradas em tais bactérias e
normalmente operam em sistema tripartido, que abrange uma proteina de membrana
plasmatica, uma proteina de fusdo de membrana e um fator de membrana externa,
que comunica seletivamente o citoplasma com o ambiente externo (Moreira; Souza;
Moraes, 2004; Poole, 2005; Fernando; Kumar, 2013).

Entre varias espécies, os sistemas RND de bomba de efluxo sao
altamente conservados e a gendmica comparativa apresenta altos niveis de
identidade entre as principais Gram-negativas de potencial clinico, como E. coli,
Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii (Piddock, 2006;
Blair et al., 2015). Sua super expressao confere niveis intrinsecos de resisténcia a
beta-lactdmicos, tetraciclina, cloranfenicol, trimetoprima, sulfametoxazol e

norfloxacina (Munita; Arias, 2016). O sistema RND mais bem caracterizado na E. coli
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€ o AcrAB-TolC que, como outras bombas desta familia, € composta por um
transportador de membrana interna (AcrB), um canal de proteina na membrana
externa (TolC) e uma proteina adaptadora periplasmatica (AcrA) (Alenazy, 2022; Du
et al., 2014; Piddock, 2006).

Existem varios sistemas de bombas de efluxo que contribuem para a
resisténcia das bactérias contra os beta-lactamicos (Al-Dahmoshi; Ali-Khafaji, 2022).
Além do AcrAB-TolC, que tem capacidade de expulsdo de beta-lactamicos e outras
classes de antibacterianos e sdo encontradas em diversas espécies de Gram-
negativas (Sharma; Gupta; Pathania, 2019; Rajapaksha et al., 2021), EmrAB-TolC,
MdtABC e OgxAB também sao sistemas de bomba de efluxo presentes em E. coli e
K. pneumoniae (Al-Dahmoshi; Ali-Khafaji, 2022; Bharatham et al., 2021; Nagakubo et
al., 2002; Ni et al., 2020).

Inibidores da bomba de efluxo sdo compostos que podem bloquear
ou inibir a atividade dessas estruturas, permitindo que os antibacterianos permanegam
dentro do microrganismo e exercam seus efeitos terapéuticos. Combinando esses
inibidores com beta-lactamicos, € possivel aumentar a eficacia desses antibacterianos
contra bactérias resistentes (Sharma; Gupta; Pathania, 2019). Exemplos desses
compostos sdo a Ampicilina/Sulbactam + Fenilalanina-Arginina Beta-Naftilamida
(PABN), Cefepime + Verapamil e Meropenem + Cianeto de carbonila 3-
clorofenilhidrazona (CCCP) (Chawla et al., 2022).

2.6.4 Resisténcia Adquirida

A expressao resisténcia adquirida normalmente se refere a
capacidade de resisténcia a moléculas antibacterianas obtidas em uma populacao
bacteriana que, em algum momento foi originalmente suscetivel, mas que perdeu essa
caracteristica devido a diferentes mecanismos. As bactérias usam duas grandes
estratégias genéticas para se adaptar a agcdo do antibacteriano: aquisicdo de DNA
externo codificador de determinantes de resisténcia através da transferéncia
horizontal de genes, obtidos originalmente de organismos intrinsecamente resistentes
presentes no ambiente e as mutacbées em genes frequentemente associados ao
mecanismo de agdo da droga (Munita; Arias, 2016).

As mutagbes genéticas podem conferir caracteristicas diferentes em

relagao aos alvos com alta afinidade, impedindo a atividade normal do antibacteriano.
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Modificagdes diretas de antibacterianos por inativacdo por hidrélise ou por
transferéncia de uma estrutura quimica da molécula, podem ser resultantes de agoes
de enzimas codificadas em genes transferidos entre microrganismos (Blair et al.,
2015).

Enquanto a resisténcia intrinseca pode fazer uso da estratégia de
captacao limitante e efluxo de moléculas, os mecanismos de resisténcia adquiridos
podem estar ligados a modificagdo do alvo, a inativagdo da droga e ao seu efluxo
(Reygaert, 2018), caso adquirida de um DNA exdgeno, e por isso, a origem, fonte,
mobilizacdo e fatores moleculares envolvidos relacionados a resisténcia adquirida
devem que ser levados em consideragao (Saha; Sarkar, 2021).

Os mecanismos onipresentes de troca de DNA e alta taxa de mutagao
espontanea em bactérias sdo os principais impulsionadores das bactérias super-
resistentes (Nikaido, 2009). O gene ou os elementos genéticos responsaveis pela
resisténcia adquirida podem ser cromossémicos ou extracromossdémicos (Das et al.,
2020), sendo os extracromossémicos, plasmidiais, de maior importancia para a

problematica da resisténcia bacteriana a antibacterianos.

2.6.5 Mutagodes

As bactérias tém uma taxa média de uma mutacgado para cada 10° a
10° nas divisdes celulares (Reygaert, 2018). Essas alteragdes genéticas abrangem
mudangas em pontos chaves para o desenvolvimento de resisténcia a antibacterianos
como mutagdes em proteinas bacterianas ou nos elementos reguladores (Woodford;
Ellington, 2006). Entretanto, embora confiram carater de resisténcia, o fazem com
custo para o organismo, sendo a maioria dessas mutacdes € prejudicial para a propria
célula (Coculescu, 2009; Davies; Davies, 2010; Reygaert, 2018). Exemplo é a
aquisicao de resisténcia a meticilina em Staphylococcus aureus, que, por exemplo,
resultou na reducao da taxa de crescimento da bactéria (Reygaert, 2018).

Os principais focos de mutagcao que podem acarretar resisténcia as
moléculas terapéuticas sdo em alvos da molécula do antibacteriano (Kapoor; Saigal;
Elongavan, 2017), em genes envolvidos na regulagdo ou composicao da membrana
celular, alterando permeabilidade (Delcour, 2009), em genes que codificam enzimas
inativadoras de antibacterianos (Munita; Arias, 2016; Egorov et al.,, 2018) e em

elementos regulatorios, como regides promotoras ou fatores de transcricéo, que levam
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ao aumento ou diminuicdo da producédo de proteinas especificas envolvidas na
suscetibilidade aos antibacterianos (Depardieu et al., 2007).

E importante observar que as mutagdes ocorrem aleatoriamente e
podem surgir em populagdes bacterianas mesmo na auséncia de exposi¢cdo a
antibacterianos (Nacional Research Concil, 1980). No entanto, a presenga dessas
moléculas fornece pressao seletiva que favorece a sobrevivéncia e propagacao de
bactérias com mutagdes vantajosas (Santos-Lopez et al., 2021).

Fendtipos de resisténcia podem ser alterados por mutagdes, uma vez
que podem afetar como essas resisténcias sao expressas (Poole, 2001). Por exemplo,
as enzimas AmpC, apresentam normalmente pouca atividade contra as
cefalosporinas de quarta geracdo. Entretanto, a mutante AmpC apresenta espectros
de atividade expandidos para incluir cefepima e cefpiroma no seu espectro de
resisténcia (Wachino et al.,, 2006; Mammeri et al., 2004) assim como variantes
mutantes de TEM e SHV (beta-lactamases de espectro estendido) conferem
resisténcia aos inibidores de beta-lactamases (Woodford; Ellington, 2006),
diferentemente das cepas méae.

Mutagcbes que conferem resisténcia a antibacterianos podem ser
transferidas entre diferentes espécies ou cepas de bactérias por meio de processos
como conjugacao, transformacdo e transducado (Wintersdorff et al., 2016) (tépico
2.6.7), e por isso, sao importantes entre linhagens dos mesmos géneros de

microrganismos ou de géneros diferentes (Horton; Taylor, 2023).
2.6.6 Protecao, Alteracao e Desvio de Sitios Alvo

A protecao do sitio alvo, que impede que o antibacteriano atinja seu
local de ligagéo, a modificagdo no sitio alvo, que resulta em afinidade reduzida entre
o alvo e a antibacteriano, a alteragdo enzimatica no sitio de ligagdo da molécula
antibacteriana no microrganismo e substituicdo ou desvio do alvo original (Munita;
Arias, 2016) torna bactérias menos suscetiveis aos efeitos da terapia antibidtica
(Reygaert, 2018).

Diferentemente da alteracdo do sitio alvo, a protecdo ndo envolve
uma mudanga permanente na natureza do alvo (Wilson et al., 2020), sendo os trés
tipos de protegéo ao alvo descritos. O tipo I, que € deslocamento direto do antibiético,

pode mediar a resisténcia a antibacterianos pela remogao da droga do alvo por
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deslocamento fisico, além de competir com o alvo da droga. O tipo Il é referente a
remogao alostérica do antibiético, que induz mudangas conformacionais dentro do
alvo, dissociando o antibacteriano do alvo. O tipo Il é relacionado a restauracao da
funcdo alvo, apesar da presenga de ligagdo antibidtico, induzindo a mudancgas
conformacionais dentro do alvo e restaurando a sua funcionalidade apesar da
presencga do antibacteriano ligado (Wilson et al., 2020).

Os mecanismos associados a resisténcia a tetraciclina Tet(M) e
Tet(O) sdo exemplos classicos de protegdo ao alvo (Wilson et al.,, 2020). Essas
proteinas competem com a tetraciclina pelo mesmo espaco ribossémico e alteram a
geometria do local de ligagao do antibacteriano, desalojando a tetraciclina de seu sitio
de ligacéo, deslocando a molécula do ribossomo e permitindo a retomada da sintese
de proteinas (Donhofer et al., 2012; Li et al., 2013).

Na modificagdo dos sitios alvo, a interacdo da proteina de resisténcia
e 0 alvo do antibacteriano ocorrem apenas uma vez e resulta na alteragdo quimica
(Wilson et al., 2020), sendo um dos mecanismos mais comuns de resisténcia a
antibidticos em patégenos bacterianos (Lambert, 2005). Essas alteragdes de alvo
podem consistir em mutag¢des pontuais nos genes que codificam ou promotoras do
sitio alvo, alteragdes enzimaticas do sitio de ligacdo, como por exemplo, adi¢do de
grupos metil e/ou substituicdo ou desvio do alvo original, afetando todas as classes
de antibacterianos (Rossini; Dias, 2023; Munita; Arias, 2016).

Um dos exemplos € o desenvolvimento de resisténcia a rifampicina,
que ocorre por mutagdes que resultam em substituicbes de aminoacidos no gene
conservado de RNA polimerase (Munita; Arias, 2016). A resisténcia a fluoroquinolonas
também pode ser resultante da mutagcdo no sitio alvo, que tem potencial para
mutagdes a nivel cromossémico na DNA girase e enzimas alvo da topoisomerase IV
(Lambert, 2005).

Além da mutagado gendmica, ha a alteragdo enzimatica no sitio alvo
como fator de resisténcia. Macrolideos, lincosamidas e eritromicinas sdo grupos de
antibacterianos que bloqueiam a sintese de proteinas em bactérias por ligagcdo a
subunidade ribossdmica 50S (Peterson; Kaur, 2018). A resisténcia a essas moléculas
antibacterianas que ocorre em Gram-negativas (Weisblum, 1995) comumente envolve
a metilagao por rRNA metiltransferases (Douthwaite et al., 2004).

Ha, ainda, a substituicdo completa do alvo ou desvio do alvo. Usando

esta estratégia, as bactérias sdo capazes de desenvolver novos locais moleculares



840
841
842
843
844
845
846
847
848
849
850
851
852
853
854
855

856

857
858
859
860
861
862
863
864
865
866
867
868
869
870
871

43

semelhantes ao alvo, que realizam fungdes bioquimicas como do alvo original, mas
que nao sao inibidas pela molécula antimicrobiana. Os exemplos clinicos mais
relevantes incluem resisténcia a meticilina em Staphylococcus aureus (MRSA) devido
a aquisicdo de uma proteina de ligagéo a penicilina (PBP) exdgena, PBP2a. PBP2a,
produto da aquisi¢cao e expressao do gene mecA (Enright et al., 2002), gene originario
de cromossOmico estafilocdcico, por exemplo, € um PBP que apresenta baixa
afinidade por todos os beta-lactamicos, com exceg¢ao de cefalosporinas de ultima
geragao (Leski; Tomasz, 2005).

Por fim, aumentar a produgdo do alvo do antibacteriano para
sobrecarrega-lo também é uma forma de resisténcia, descrita principalmente na
resisténcia a sulfametoxazol + trimetoprima (Eliopoulos; Houvinen, 2001). A
superproducgao de di-hidrofolato redutase (DHFR) ou di-hidropteroico sintase (DHPS),
inibidos por trimetoprima e sulfametoxazol, respectivamente, por meio de mutacdes
na regiao promotora do DNA que codifica essas enzimas, resultam na producao de
quantidades que superam a capacidade do antibacteriano inibir a producéo de folato

e permitindo a sobrevivéncia da bactéria (Flensburg; Skold, 1987).

2.6.7 Transferéncia Horizontal de Genes

A aquisicdo de DNA exdgeno através da transferéncia horizontal de
genes é frequentemente associada a problematica associada da difusao de genes de
resisténcia sob a presséo seletiva do uso de agentes antibacterianos (Bobate et al.,
2023; Lerminiaux; Cameron, 2019; Prestinaci; Pezzotti; Pantosti, 2015). A troca
genética, proporcionada por esse mecanismo de evolugao bacteriano tem sido ponto
chave na disseminagdo da resisténcia a moléculas antibacterianas usadas na
medicina humana e veterinaria (Munita; Arias, 2016). Essa integracdo do DNA
exdgeno pode resultar na aquisicao de novos tragos genéticos pela bactéria receptora
(Borodovich et al., 2022; Torres-Barcelo, 2018).

Por meio da transferéncia horizontal, existe a possibilidade de
recepcdo de genes para uma via metabdlica nova, que alteram do sistema chave-
fechadura por alteragao da parede bacteriana, que ocasionam mutagdes que limitam
0 acesso de intracelular, que regulam a expressao da porina e de bombas de efluxo,
além das enzimas de degradacdo de antibacterianos, como beta-lactamases

(Tenover, 2006; Lerminiaux; Cameron, 2019; Moore-Machacek et al., 2023).
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A transformagdo € um processo génico natural que ocorre em
bactérias que absorvem e incorporam material genético estranho em seu proprio
genoma. Esse processo é continuamente custoso a bactéria e nem sempre é bem-
sucedido (Van Dijk et al., 2020). Algumas bactérias possuem mecanismos especificos
que induzem competéncia para recepgao do DNA exdgeno, que podem ser
desencadeados por fatores como limitagcdo de nutrientes, densidade celular ou
exposicao a agentes que danificam DNA (Mell; Redfield, 2014).

As proteinas necessarias para ligagdo, processamento e
internalizacdo na maioria de bactérias Gram-positivas e negativas sao proteinas
homodlogas do tipo Il sistemas de secregao (T2S) e pili tipo IV (T4P). Quando a
captacado de DNA é mediada por T4P, filamentos longos emanam da superficie dessas
bactérias. O T4P se liga ao DNA extracelular e, pela agdo de uma ATPase de retragéo,
puxa o DNA para o espacgo periplasmatico, passando pela membrana externa, a
parede celular de peptidoglicano em Gram-negativas. Apds, o DNA se transloca para
o citosol, onde pode ocorrer recombinagdo homologa (Muschiol et al., 2015).

A recombinag&o, mecanismo comum de integragdo, € um processo
em que segmentos de DNA sao trocados. Nas bactérias ocorre quando o material
genético exdgeno se alinha com uma regido semelhante no cromossomo bacteriano
e substitui o segmento correspondente (Mell; Redfield, 2014). Apds a integracao, os
genes estranhos tornam-se parte do genoma bacteriano e podem ser expressos
produzindo as proteinas. A proteina RecA é uma proteina chave envolvida na
recombinacdo homéloga em varias bactérias (Vries; Wackernagel, 2004).

A transdugao se refere ao processo pelo qual o material genético
bacteriano é transferido de uma bactéria para outra por meio de um bacteriéfago, que
tém uma gama especifica de hospedeiros (Kasman; Porter 2022). Particulas que
realizam a transducgao, os fagos, sequestram a maquinaria celular para replicar seu
proprio material genético e produzir novas particulas e que ejetam DNA bacteriano
quando infectam outras células. O DNA pode se recombinar no cromossomo ou
replicar como um plasmideo na nova célula hospedeira (Chiang; Penades; Chen,
2019). Este processo geralmente envolve a degradagdo do genoma bacteriano
seguida pela sintese de componentes do bacteriéfago (Gummalla et al., 2023).

A transducgédo pode acontecer de duas formas: a generalizada e a
especializada. Na transdugao generalizada, durante a montagem de novas particulas

de fago, ocasionalmente qualquer parte do DNA bacteriano pode ser empacotado
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dentro do capsideo do fago junto com seu genoma (Casjens; Weigele, 2013;
Gummalla et al., 2023). Apds as novas particulas de fago montadas e maduras, no
ciclo litico, a lise da célula bacteriana hospedeira € desencadeada, as particulas de
fago produzidas carregam o DNA bacteriano especifico e o transferem para uma nova
bactéria hospedeira e conforme a célula hospedeira desintegra, o cromossomo
bacteriano é fragmentado, liberando as particulas de fago no ambiente (Gummala et
al., 2023; Kasman; Porter, 2022).

Na transdugdo especializada, regides especificas do genoma
bacteriano sao transferidas (Chiang; Penadés; Chen, 2019). No ciclo lisogénico o fago
insere seu DNA na célula hospedeira, se integrando ao DNA bacteriano, que passa a
se chamar “profago” (Kasman; Porter, 2022). Os fagos com capacidade de passar por
esse ciclo lisogénico codificam enzimas especificas, como um gene repressor
transcricional e integrases (Torres-Barceld, 2018). A propagacgao passiva de profagos
pode evoluir para ciclo litico sob condicbées ambientais negativas e como resultado, o
genoma do fago é liberado do cromossomo hospedeiro no ambiente (Torres-Barceld,
2018). Os fragmentos de DNA do bacteriéfago podem ser introduzidos no genoma do
novo hospedeiro por meio de recombinagao.

Além desses mecanismos, o fendmeno da conjugacdo em bactérias
desempenha o papel principal no desenvolvimento e disseminagao da resisténcia a
antibacterianos (Virolle et al., 2020). Esse € um mecanismo que permite a troca de
genes entre 0 mesmo género ou espécies diferentes e envolve a transferéncia de
material genético através do contato fisico direto entre duas células bacterianas (Tao
et al., 2022; Forsberg et al., 2012). Elementos conjugativos, incluindo plasmideos,
transposons conjugativos e integrons, sdo um mecanismo de transferéncia de DNA
universalmente conservado entre bactérias Gram-negativas sendo comuns em
comunidades bacterianas de solo, na superficie das plantas, e em agua e esgoto, bem
como em biofilmes e hospedeiros animais (Virolle et al., 2020).

Os plasmideos conjugativos sédo responsaveis pela transferéncia
unidirecional de DNA por meio de uma estrutura chamada pilus, que forma uma ponte
entre as células doadoras e receptoras (Virolle et al., 2020), agindo essencialmente
como um gancho que é retraido ao doador para efetuar o contato entre bactérias
quando um poro de transferéncia de DNA se forma para ligar os compartimentos
citoplasmaticos das células unidas, ou como canal para o DNA durante a transferéncia

entre células fisicamente distantes (Goldlust et al., 2023). Conjugag¢ao € um processo
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replicativo que deixa tanto o doador quanto o receptor com uma copia do plasmideo
(Virolle et al., 2020).

A conjugagao facilta a adaptacdo de cepas bacterianas pela
propagacéao por meio desse mecanismo propriedades metabdlicas vantajosas, como
estilo de vida simbidtico, fatores de viruléncia, resisténcia a metais pesado, a
antibacterianos e substancias téxicas ou ainda fornecem enzimas que expandem a
capacidade nutricional da célula (Virolle et al., 2020). O transporte de um tipo de gene
nao impede o transporte de outros (Shintani; Sanchez; Kimbara, 2015).

Os transposons sao sistemas de genes saltadores que tém a
capacidade de se mover intra e inter moléculas, ou seja, por exemplo, pular de um
plasmideo para outro, ou de um plasmideo para um cromossomo bacteriano
(Lerminiaux; Cameron, 2019). Um transposon difere de um elemento de sequéncia de
insercao, como os bacteriéfagos, por codificar pelo menos uma fungao que altera o
fendtipo da célula de forma previsivel, e sdo capazes de se mover de forma aleatéria
na mesma molécula ou em células diferentes, ndo requerendo necessariamente
identidade de DNA entre o elemento e os locais de inser¢ao (Partridge et al., 2018).

Ainda sao descritos outros mecanismos de transferéncia horizontal de
genes, como a conversao lisogénica, a transposicao, a fusao de protoplastos e as
vesiculas de membrana em bactérias da familia Enterobacteriaceae e bactérias nao
fermentadoras (Chatterjee et al., 2017; Caruana; Walper, 2020; Arnold et al., 2021)

capazes de transferir, inclusive, beta-lactamases (Tao et al., 2022).

2.6.8 Modificacao e Inativacdo das Moléculas Antimicrobianas por Enzimas

A inativagdo de drogas terapéuticas por enzimas produzidas por
bactérias ocorre pela quebra ou modificacdo a estrutura da molécula, tornando-a
menos eficaz ou inativa por vias metabdlicas, como acetilagdo, fosforilacdo ou
adenilagao, que modificam grupos funcionais na molécula (Egorov et al., 2018).

As acetiltransferases sdo as enzimas responsaveis por catalisar a
acetilacdo. Essas enzimas transferem um grupo acetil de uma molécula doadora -
normalmente acetil coenzima A (acetil-CoA) - para o substrato do antibacteriano, o
que pode ocorrer em diferentes grupos funcionais da molécula, como grupos amino
ou hidroxila, dependendo da molécula antibacteriana especifica e da acetiltransferase

envolvida (Favrot; Blanchard; Vergnolle, 2016). A adicdo de um grupo acetil a
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molécula antibacteriana pode alterar sua estrutura e propriedades, afetando sua
capacidade de interagir com alvos bacterianos ou interrompendo seu modo de agéo.
Essa modificagdo comumente reduz a afinidade de ligacdo do antibacteriano ao seu
local-alvo, impede sua penetragao na bactéria ou interfere em sua capacidade de inibir
processos bacterianos essenciais (Kapoor; Saigal; Elongavan, 2017). A resisténcia a
antibiéticos mediada pela acetilagado foi observada com varias classes de antibioticos,
incluindo aminoglicosideos, cloranfenicol e sulfonamidas. Por exemplo, as
acetiltransferases podem acetilar grupos amino especificos em antibioticos
aminoglicosideos, levando a redugdo da ligagdo aos ribossomos bacterianos e
diminuicao da inibicdo da sintese proteica (Ergorov et al., 2018).

A fosforilagdo, por sua vez, € um processo biolégico em que um grupo
fosfato € adicionado a fim de provocar mudancas no alvo do antibacteriano ou
alteragcdes em vias metabdlicas bacterianas (Peterson; Kaur, 2018; Casey; Orth,
2018). Por meio desse mecanismo ha modificagdo em suas proprias proteinas
ribossdmicas, tornando o antibacteriano ineficaz na ligagado aos ribossomos (Sun et
al., 2012).

A resisténcia contra antibacterianos por adenilagédo € um mecanismo
menos comum, onde ocorre a adicado de um grupo adenosina monofosfato a grupos
funcionais especificos na molécula do antibacteriano, facilitado por enzimas
conhecidas como adenililtransferases, que alteram a sua estrutura reduzindo sua
capacidade de interagir com seu alvo (Clark; Pazdernik; McGehee, 2019). A
resisténcia a antibiéticos mediada por adenilagao foi observada em algumas classes,
como aminoglicosideos e cloranfenicol. Por exemplo, adenililtransferases podem
adicionar adenila a aminoglicosideos impedindo que se ligue aos ribossomos
bacterianos e iniba a sintese de proteinas (Clark; Pazdernik; McGehee, 2019).

Entretanto, um dos principais mecanismos enzimaticos de inativagao
de moléculas antibidticas é a hidrélise, que se consiste em uma reag¢ao quimica que
quebra de ligagao intramolecular pela adicdo de uma molécula de agua por acilagao
(He et al., 2021). As macrolideos esterases catalisam a hidrodlise das ligagcbes éster
em macrolideos, como a eritromicina e a claritromicina, interrompendo a estrutura e
reduzindo sua atividade contra as bactérias (Dinos, 2017). Da mesma forma, no caso
das beta-lactamases, a reacao de hidrdlise envolve a adigdo de uma molécula de agua
ao anel beta-lactamico, resultando em sua clivagem e inativagdo dos antibiéticos
dessa classe (Munita; Arias, 2016; Bonomo, 2017; Dinos, 2017).
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2.6.8.1 Beta-lactamases

Beta-lactamases sdo os mecanismos de resisténcia predominantes
contra os beta-lactdmicos em bactérias Gram-negativas (Munita; Arias, 2016), esta
associado aos fenotipos multirresistentes observados em isolados clinicos (De Angelis
et al., 2020) e incluem mais de 2000 sequéncias de aminoacidos uUnicas e naturais
(Bonomo, 2017). Sua acao se da pela clivagem da ligagado amida do anel beta-
lactdmico, o componente central dos antibidticos beta-lactamicos, tornando os
antibidticos inativos. Essas enzimas atuam principalmente como catalisadoras,
facilitando a reacao de hidrélise ao fornecer um sitio ativo onde ocorre a reacéo
(Bonomo, 2017; Tooke et al., 2019).

De forma geral, a reacédo de hidrdlise prossegue por meio de duas
etapas. Na primeira, uma enzima beta-lactamase transfere de um préton para a
molécula de agua, tornando-a nucleofilica. Essa molécula de agua ativa ataca o anel
beta-lactamico, quebrando e formando um intermediario acil-enzima. Na segunda
etapa, outra molécula de agua envolvida atua como nucledfilo para hidrolisar ainda
mais o intermediario acil-enzima, resultando na clivagem completa do anel beta-
lactamico e inativagdo completa do antibacteriano (He et al., 2020; Bonomo, 2017).

Beta-lactamases (classe A) inativam beta-lactdmicos em varias
etapas de insergao e retirada de uma acila (acilagao e desacilagéo). Primeiro, apés
ligacdo do beta-lactdmico, o ataque nucleofilico pela serina no grupo carbonila do
antibidtico resulta em um intermediario de acilagao de alta energia. Em seguida, esse
intermediario “transiciona” para uma enzima acil covalente de energia mais baixa.
Uma molécula de agua catalitica ataca o complexo covalente e leva a um intermediario
de desacilagdo de alta energia, com subsequente hidrélise da ligagdo entre o beta-
lactdmico carbonilado e o oxigénio da serina. Por ultimo, a desacilagdo regenera a
enzima ativa e torna o beta-lactamico inativo (Bonomo, 2017).

A reacgédo de hidrdlise catalisada por beta-lactamases da classe C é
parecida com as da classe A pois também depende da acilacao e desacilagao, porém
com as fases em estado de transigéo tetraédrico de alta energia. Na metade da reagao
de acilagao, o carbono do anel beta-lactamico é atacado, sendo formado um complexo
covalente acil-enzima. Na desacilacdo, uma base geral ativa a agua desacilante
estruturalmente conservada. Na etapa de desacilagao, a agua catalitica reage com a

ligacdo covalente entre a enzima e o substrato, levando a liberacdo do produto
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hidrolisado (Bonomo, 2017).

As beta-lactamases podem ser classificadas de acordo com o sistema
Bush-Jacoby, baseado em perfis de hidrolise de substrato (penicilina, cefalosporina,
cefalosporina de espectro estendido, carbapenémicos) e perfil de inibigdo (inibidores
de beta-lactamase, acido clavulanico e tazobactam) ou pela classificagcdo de Ambler
(Ambler, 1991), que classifica as enzimas com base no tamanho molecular e na
homologia da sequéncia de aminoacidos do sitio ativo (Bonomo, 2017; Kapoor; Saigal,
Elongavan, 2017; Bush, 2018).

De acordo com Amber, as beta-lactamases sao divididas em quatro
classes: as serina-beta-lactamases (SBLs) de sitio ativo (classes A, C e D), que
possuem similaridade estrutural e as dependentes de zinco ou metalo-beta-
lactamases (MBLs; classe B) (De Angelis et al., 2020; Bonomo, 2017).

Cada classe de beta-lactamases tem um mecanismo de acéo distinto
e especificidade de substrato, sendo que algumas tém a especificidade de substrato
mais ampla inativando varios beta-lactdmicos. Serina-beta-lactamases sao
distantemente relacionadas a PBPs, com os quais compartiiham a sequéncia de
aminoacidos conservada Ser—Xaa—Xaa-Lys, que empregam serinas como O
nucledfilo da reagcdo e hidrolisam beta-lactamicos através de um intermediario
acilenzima covalente. Por sua vez, as metalo-beta-lactamases utilizam um nucledfilo
de agua ativado por metal para conduzir a reagao hidrolitica (Tooke et al., 2019).

A classe A das beta-lactamases, também chamada de penicilinases,
usam um residuo de serina em seu sitio ativo para hidrolisar o anel beta-lactamico.
Pertencem a essa classe beta-lactamases tipo TEM, ativa contra aminopenicilinas e
cefalosporinas, tipo Sulfidrila Variavel (SHV), que é originada do gene cromossonal
de K. penumoniae, tipo cefotaximase (CTX), enzima intrinsicamente ativa contra a
oxiiminocefalosporina cefotaxima e tipo K. pneumoniae carbapenemases (KPC)
(Palzkill, 2018; Tooke et al., 2019).

As beta-lactamases TEM, SHV e CTX-M s&do encontradas
principalmente em Enterobacteriaceae (Bonomo, 2017) e sado amplamente
disseminadas via elementos genéticos mdveis e tém a capacidade de aumentar seu
espectro de atividade a medida que novos substratos sao contactados. Normalmente
TEM e SHV sao penicilinases com pouca ou nenhuma atividade contra as
cefalosporinas (Kapoor; Saigal; Elongavan, 2017). Quando essas beta-lactamases

passaram a conferir resisténcia as cefalosporinas de ultima geragéo, elas foram
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designadas como ESBLs, e passaram a incluir membros das familias de enzimas
CTX-M e OXA (classe D) (Reygard et al., 2018).

As MBLs de classe B, que sédo frequentemente identificadas em
Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos (Carbapenem Resistant
Enterobacterales - CRE) € um grupo dos quais pertencem enzimas como New Delli
metalo-beta-lactamase (NDM-1), Imipenemase (IMP), German imipenemase (GIM),
Sao Paulo metalo-beta-lactamase (SPM), Seoul imipenemase (SIM) e Verona
Integron-enconded metalo-beta-lactamase (VIM) (Queenan; Bush, 2007; Lee et al.,
2016).

Essas enzimas sdao membros de uma grande, antiga e amplamente
distribuida superfamilia de metalo-hidrolases e sao dependentes mais comumente de
zinco (Zn?*) ou outros metais pesados para catalise e sua atividade é inibida por
agentes quelantes (Kapoor; Saiga; Elongavan, 2017). Enzimas dependentes de Zn?*
seguem um mecanismo hidrolitico, o qual usam o grupo hidroxila (OH) de uma
molécula de agua, que é coordenada por Zn?*, para hidrolisar a ligagdo amida cindivel
de um beta-lactadmico na presenca de intermediario anidnico de alta energia (Bonomo,
2017).

MBL agem sobre uma variedade de substratos que se estendem de
varias moléculas pequenas (tiolésteres, fosfonatos) até acidos nucleicos (Baier;
Tokuriki, 2014; Bebrone, 2007). Essas classes de enzimas sao resistentes a
inativagao por acido clavulanico, sulbactam, aztreonam e carbapenémicos e podem
hidrolisar todos os antibidticos beta-lactamicos clinicamente disponiveis, incluindo
alguns carbapenémicos, que geralmente sao substratos fracos para beta-lactamases
baseadas em serina das classes A, C e D (He et al.,2020).

As beta-lactamases da classe C, genes denotados normalmente
como AmpC e chamadas de cefalosporinases, estdo amplamente distribuidas nos
cromossomos espécies Gram-negativas e em condi¢gdes normais nao sao expressas.
No entanto, a nao repressao desses genes, seja como resultado de mutagao ou por
inducdo por beta-lactdmicos especificos, pode levar a expressao de alto nivel com
consequente elevagao da concentragao inibitéria minima (MIC) para beta-lactamicos
suscetiveis (Juan et al., 2017).

A relevancia clinica das enzimas de classe C é ainda reforcada pela
disseminacgao de certos membros da familia, como as enzimas CMY, FOX e DHA, em

elementos genéticos mdveis em Enterobacteriales (Tooke et al., 2019). Classe C
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hidrolisa cefalosporinas, incluindo cefalosporinas de espectro estendido e é resistente
a todos os beta-lactamicos, exceto aos carbapenémicos, ndo sendo inibidos por acido
clavulénico (Kapoor; Saigal; Elongavan, 2017).

Enzimas da classe D s&o todas denominadas oxacilinase (OXA) e tém
determinante da sua atividade a carboxilacdo da lisina conservada do sitio ativo
surgido da reacao reversivel com o diéxido de carbono atmosférico (Tooke et al.,
2019). Existe uma preocupacao particular envolvendo os grupos OXA-23, 24, 40 e 48,
responsaveis pela resisténcia a carbapenémicos em Enterobacteriales (Palzkill,
2018). As beta-lactamases OXA utilizam essa lisina carbamilada para ativar a serina
nucleofilica usada para a hidrélise de beta-lactamicos, uma vez que a molécula de
agua desacilante se aproxima da espécie acil-enzimatica ancorada na serina
nucleofilica, usando a lisina carbamilada como &ncora quimica (Verma et al., 2011).

E comumente assumido que os PBPs foram os precursores das beta-
lactamases, sendo considerado até que alguns PBPs podem ter evoluido para
funcionar como beta-lactamases fracas com mudanca lenta do substrato beta-
lactadmico, uma vez que apresentam similaridades estruturais, assim como mecanismo
de desacilacdo com tempos diferentes (Bush, 2018). Um exemplo dessa teoria de
origem sao as taxas de desacilagdo da cefotaxima, cerca de 70 a 80 vezes maiores
para variantes de PBP2x do que para a enzima de tipo selvagem em S. pneumoniae
(Lu et al., 2001).

Os inibidores de beta-lactamases sao alternativas para combate a
essas enzimas em cepas CRE (Everett et al., 2018; Brennan-Krohn et al., 2020). Sao
estruturalmente semelhantes a beta-lactamases e isoladamente possuem fraca
capacidade antimicrobiana, mas funcionam sinergicamente em combinagdo com um
beta-lactdmico (Toussaint; Gallagher, 2015). Os pares inibidores de beta-lactamases
/ medicamentos comumente usados incluem amoxicilina / &acido clavulanico,

ampicilina / sulbactam e piperacilina / tazobactam (Reygart et al., 2018).
2.6.8.1.1 Beta-lactamases de espectro estendido (ESBL)

As ESBLs representam um dos tipos mais comuns de enzimas que
degradam antibiéticos. Ao contrario de outras beta-lactamases, tém uma
especificidade de substrato mais ampla, devido a substituigdo de aminoacidos (Shaikh

et al., 2015), permitindo a hidrdlise de diferentes beta-lactamicos (Rawat; Nair, 2010;
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Peirano; Pitout, 2019). A aquisicao de mutag¢des pontuais que permitem a TEM e SHV,
por exemplo, hidrolisar oxiiminocefalosporinas como cefotaxima e ceftazidima, gerou
o chamado fenotipo de “espectro estendido” (Tooke et al., 2019).

ESBLs incluem as familias de TEM, SHV, cefalosporinases com perfis
de hidrélise de substrato expandidos, CTX-M e enzimas OXA hidrolisadoras de
cefalosporinas de espectro estendido (Ghafourian et al.,, 2015). Sao resistentes a
penicilinas, cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geragéo (como cefotaxima,
ceftriaxona, ceftazidima, cefepima, cefamandol, cefoperazona) e monobactamicos
(aztreonam), mas sao sensiveis a metoxicefalosporinas (por exemplo, cefamicinas e
carbapenémicos), além de serem inibidas por inibidores de beta-lactamases, por
exemplo, acido clavulanico, sulbactam ou tazobactam (Kapoor; Saigal; Elongavan,
2017).

O progenitor da classe de enzimas SHV, SHV-1, é encontrado
universalmente em K. pneumoniae e por isso sugere-se que a familia SHV de beta-
lactamases € descendente de Klebsiella spp. SHV-1, localizado em um gene
cromossOmico, foi posteriormente incorporado a um plasmideo que se espalhou para
outras espécies de enterobactérias (Shaikh et al., 2015). A maior parte de SHV ja
detectada foi descrita em K. pneumoniae ou E. coli (Liakopoulos; Mevius; Ceccarelli,
2016). SHV-1 confere resisténcia a cefalosporinas de terceira geracdo e
monobactamicos (Liakopoulos; Mevius; Ceccarelli, 2016; Poirel et al., 2003) e é
responsavel pela resisténcia a ampiciina em espécies de K. pneumoniae
(Tzouvelekis, 1999; Tzouvelekis; Bonomo, 1999).

As ESBLs do tipo TEM foram as primeiras beta-lactamases
transmitidas por plasmideo identificada em bactérias Gram-negativas (Palzkill, 2018;
Tooke et al., 2019) e derivam de TEM-1 e TEM-2 (Paterson; Bonomo, 2005). TEM-1
foi relatada pela primeira vez em 1960 de uma E. coli, em uma paciente grega
chamada de Temoniera (Rawat; Nair, 2010) (por isso TEM), e tem substrato e perfis
de inibicdo semelhantes ao SHV-1 sendo capaz de hidrolisar penicilinas e
cefalosporinas de primeira geragdo, mas incapaz de atacar o oximino-cefalosporina
de espectro estendido, além de ser inibido pelo acido clavulanico (Paterson; Bonomo,
2005). TEM-2 foi o primeiro derivado de TEM-1, e teve uma unica substituicdo de
aminoacido da beta-lactamase original. O TEM-13 também possui um perfil hidrolitico
semelhante ao TEM-1 e TEM-2. Entretanto, TEM-1, TEM-2 e TEM-13 s&o

consideradas beta-lactamases, mas nao de espectro estendido, devido a capacidade
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de acédo limitado contra beta-lactdmicos (Shaikh et al., 2015; Paterson; Bonomo,
2005).

A primeira variante TEM com maior atividade contra cefalosporinas de
espectro estendido foi TEM-3, que foi a primeira beta-lactamase do tipo TEM que
apresentou o fendtipo ESBL. Ela difere da TEM-2 por duas substituicdes de
aminoacidos (Paterson; Bonomo, 2005).

TEM-1, SHV-1 e bla1 (beta-lactamase tipo 1) s&o beta-lactamases
que compartilham pelo menos 30% de identidade, e as mutacdes das enzimas
mencionadas sao responsaveis pelos fendétipos ESBL (Eiamphungporn et al., 2018).
TEM-1, TEM-2 e SHV-1 diferem de seus progenitores por apenas um aminoacido,
mudanga que resultou no aumento do sitio ativo da enzima, permitindo que se desvie
dos substitutos oximino, que normalmente protegem o anel beta-lactdmico. Isso
ocorreu alguns anos apoés a introducdo de novos beta-lactdmicos na pratica clinica
substituidos por uma cadeia lateral oximino (por exemplo, aztreonam e as
cefalosporinas de terceira geracao ou espectro expandido) (De Angelis et al., 2020).

Assim, mutantes descendentes sao capazes de hidrolisar antibiéticos,
como as cefalosporinas de terceira geracao ou aztreonam, o que nao é possivel para
as bactérias parentais (Rawat; Nair, 2010). Os maiores grupos mutantes de TEM e
SHV beta-lactamases, cerca de 240, sao codificados principalmente por plasmideos
e tem alta capacidade de serem compartilhadas entre populag¢des bacterianas (De
Angelis et al., 2020).

CTX-M representam o segundo maior grupo de ESBLs beta-
lactamases e incluem mais de 220 diferentes enzimas agrupadas em cinco
subfamilias baseadas em suas sequéncias de aminoacidos: CTX-M-1 e subfamilias
CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 e CTX-M-25 (Peirano; Pitout, 2019). As enzimas do tipo
CTX-M sao as ESBLs mais prevalentes em Enterobacteriaceae em todo o mundo (De
Angelis et al., 2020).

O nome CTX reflete a potente atividade hidrolitica dessas beta-
lactamases contra a cefotaxima (Paterson; Bonomo, 2005). As enzimas CTX-M sao
mais ativas contra cefotaxima e ceftriaxona do que contra ceftazidima, mas mutacoes
ao redor do sitio ativo aumentaram significativamente sua capacidade de hidrolisar
essa molécula antibacteriana (Peirano; Pitout, 2019).

Enquanto SHV e TEM foram gerados por substituicbes aminoacidos

de suas enzimas parentais, CTX-M foi adquirido pela via de transferéncia horizontal
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de outras bactérias por transposon ou conjugacao via plasmideo de genes
cromossomais de Kluyvera spp. uma vez que o gene de sequéncias adjacentes aos
genes CTX-M de Enterobacteriaceae também sado semelhantes a aqueles que cercam
0s genes das beta-lactamases nos cromossomos dessa espécie (Bush; Jacoby, 2010;
Rawat; Nair, 2010; Shaikh et al., 2015; De Angelis et al., 2020).

As beta-lactamases do tipo OXA sdo assim denominadas devido a
capacidade de hidrolisar a oxacilina e cloxaciclina (Evans; Amyes, 2014). A OXA mais
comum, OXA-1 é frequentemente encontrada em E. coli (Livermore, 1995). Nem todas
as beta-lactamases do tipo OXA hidrolisam as cefalosporinas de amplo espectro em
grau significativo e ndo sdo consideradas ESBL. No entanto, algumas conferem
resisténcia a cefotaxima, e as vezes ceftazidima e aztreonam (Paterson; Bonomo,
2005), devido a mutagbes pontuais que aumentaram a capacidade de realizar esse
tipo de hidrolise (Paterson; Bonomo, 2005; Cantén; Gonzalez-Alba; Galan, 2012;
Evans; Amyes, 2014).

OXA-11 foi o primeiro exemplo de uma enzima OXA que por mutagao
tornou-se uma beta-lactamase de espectro estendido. Além de OXA-11, OXA-13,
OXA-14, OXA-16, OXA-17, OXA-19 e OXA-28 apresentam comportamento de ESBLs.
O primeiro grupo de beta-lactamases do tipo OXA resistentes a carbapenémicos a ser
identificado foi o grupo OXA-23, em Acinetobacter baumanii (Evans; Amyes, 2014).

A deteccao fenotipica de ESBLs pode ser realizada pela técnica de
duplo sinergismo por disco difusdo descrito por Jarlier et al. (1988). Um disco de
antibiotico amoxicilina com acido clavulanico € posicionado ao centro da placa de agar
Mueller Hinton (MH). A 30 mm dele s&o dispostos os discos de beta-lactamicos das
subclasses monobactédmico (aztreonam), cefalosporinas de terceira geragéo
(cefotaxima, ceftriaxona) e cefalosporina de quarta geragao (cefepime).

A positividade para enzima € determinada pela presencga da distor¢ao
da zona de inibicao da borda do halo que abrange o disco de acido clavulanico em
dire¢ao a pelo menos um dos outros discos, criando halos fantasmas (Figura 3), sendo
interpretado como sinergia e positivos para a produgao de ESBL. O teste fenotipico,
no entanto, ndo tem a capacidade de diferenciar qual a familia de ESBL pertence a

enzima presente na amostra.
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Figura 3 — Teste fenotipico de producdo de Beta Lactamases tipo Espectro
Estendido (ESBL)

Distorgao do
halo

Amostra clinica de Klebsiella spp. semeada em placa agar MH com presenga de halos fantasmas
(distor¢ao de halo).

2.6.8.1.2 Ampicilinase C (AmpC)

A primeira enzima bacteriana envolvida na destruicdo da penicilina,
antes mesmo do seu langamento comercial, foi a Ampicilinase C (AmpC beta-
lactamase) originaria de E. coli, embora né&o tivesse sido assim chamada em 1940
(Reygert, 2018; Jacoby, 2009). Pertencente a classe molecular C de Ambler de acordo
com a classificacdo de beta-lactamases, € uma enzima que desempenha um papel
significativo na resisténcia bacteriana aos antibioticos dessa classe (Meini et al., 2019;
Bonomo, 2017).

A resisténcia a AmpC pode ser classificada em trés categorias. A
primeira € a resisténcia cromossdémica induzivel que surge quando ha a presenga de
um beta-lactamico. A segunda é a resisténcia cromossdmica n&o induzivel devido a
mutag¢des promotoras e/ou atenuadoras (AmpR) que levam a expressao constante,
mesmo na auséncia de antibidticos (Jacoby, 2009) e a terceira pela presenga de
genes AmpC via plasmideos (Tamma et al., 2019).

Exemplo de bactérias que apresentam resisténcia cromossomal
induzida presenga de beta-lactamico resultando na expressdo de AmpC séao
Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Citrobacter freundii, Pseudomonas
aeruginosa. Enquanto E. coli, Shigella species, Acinetobacter baumannii apresentam
resisténcia via AmpC pela desrepressdo estavel devido a mutacbes nos genes
reguladores envolvidos com AmpC. AmpCs plasmidiais sdo comuns também em E.
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coli, K. pneumoniae, e Salmonella spp. (Tamma et al., 2019), Proteus mirabilis, P.
vulgaris e Stenotrophomonas spp. (Munita; Arias, 2016) e sao considerados mais
prevalentes que AmpC de origem cromossomal (Bonomo, 2017).

Bactérias Gram-negativas que abrigam genes cromossOmicos de
beta-lactamase AmpC tem a expressao mediada pelo regulador AmpR, e geralmente
sao constitutivamente expressos em baixo nivel. Entretanto, podem ter a expressao
de genes induzida pela presenca de beta-lactdmicos, como cefoxitina, cefotetana e
imipenem. Mutagdes no gene repressor ampD sdo a causa mais comum de produgao
e hiperproducgao constitutiva de beta-lactamase AmpC (Polsfuss et al., 2011).

As beta-lactamases AmpC também s&o conhecidas por sua
capacidade de hidrolisar cefalosporinas, que normalmente séo resistentes a outras
beta-lactamases (Gupta; Tak; Mathur, 2014) podendo conferir resisténcia a
aminopenicilinas (como amoxicilina, ampicilina), cefalosporinas de espectro estreito
(por exemplo, cefazolina, cefalotina, cefamandol e cefuroxima),
oxiiminocefalosporinas (cefotaxima, cefpodoxima, ceftazidima e ceftriaxona),
cefamicinas (cefoxitina e cefotetan) e aztreonam (Meini et al, 2019; Bonomo, 2017,
Jacoby, 2009). A cloxacilina e o acido 3-aminofenilborénico inibem as beta-lactamases
AmpC, entretanto sua atividade nao é afetada pelo acido clavulanico, inibidor de
ESBL, sulbactan e tazobactam (Peter-Getzlaff et al., 2011).

A resisténcia a Cefoxitina, cefalosporina de segunda geragao, pode
ser utilizada como um parametro discriminativo para a presenca desse gene de
resisténcia (Figura 4). Entretanto, ndo é possivel diferenciar, por esse método, a

origem cromossonal ou plasmidial (Polsfuss et al., 2011; Liu et al., 2017).
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Figura 4 — Teste fenotipico para producao de Ampicilinase C (AmpC).
A. B.

A. Isolado resistente a Cefoxitina (CFO 30ug), preditivo para presenca desse gene.
B. Amostra sensivel a Cefoxitina (CFO 30ug), que indica a suscetibilidade do isolado a cefalosporina
de 2° geragao. Fonte: a autora.
A deteccdo de Klebsiella spp. e E. coli produtora de AmpC ¢é
importante uma vez que os produtores dessa enzima podem parecer suscetiveis a
cefalosporinas de espectro espandido quando testados inicialmente e resistentes ao

iniciar o tratamento (Polsfuss et al., 2011).

2.6.8.1.3 Carbapenemases

Os carbapenémicos, o grupo de antibiéticos comumente usados para
tratar infec¢cbes graves (Meletis, 2016), possuem atividade antibacteriana de amplo
espectro definida por uma molécula de carbapenémico acoplada a um anel beta-
lactamico que confere protegcado contra a maioria das beta-lactamases, incluindo MBLs
e ESBLs (Codjoe & Donkor, 2017). As carbapenemases s&o um tipo de beta-
lactamase com capacidade de inativar os carbapenémicos (Reyes et al., 2020).

Existem diferentes tipos de carbapenemases que estao distribuidas
na classificagdo de Ambler de beta-lactamases, nas classes A, B e D, sendo que todas
compartilham um residuo de serina no sitio ativo. Carbapenemases da classe A
hidrolisam ativamente carbapenémicos, mas ndo-metalo-beta-lactamases (A e D), e
podem ser parcialmente inibidos por acido clavulanico. Sdo pertencentes a essa
classe enzimas conhecidas como a KPC, IMI (beta-lactamase hidrolisante de
imipenem) e SME (enzima Serratia marcescens) (Lee et al., 2016; De Angelis, 2020).

Carbapenemases pertencem principalmente a classe B das beta-
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lactamases tém capacidade de hidrolisar carbapenémicos, mas sao suscetiveis a
inibicdo pelo acido etilenodiaminotetracético (EDTA), um quelante de Zn?* e outros
cations divalentes. O mecanismo de hidrdlise depende da interacdo dos farmacos
beta-lactamicos com os ions zinco no sitio ativo (Queenan; Bush, 2007).

Enquanto carbapenemases da classe D sao serinas-beta-lactamases
do tipo OXA, pouco inibidas por EDTA ou acido clavulanico, tendo fraca atividade
contra os carbapenémicos. A classe OXA abrange cerca de 250 enzimas que podem
atuar contra penicilinas, cefalosporinas, cefalosporinas de espectro expandido
(ESBLs do tipo OXA) e carbapenémicos (carbapenemases do tipo OXA), com
sensibilidade diferente dos inibidores (De Angelis et al.,, 2020). A principal
preocupacao com as carbapenemases OXA é sua capacidade de sofrer mutagcdes
rapidamente e expandir seu espectro de atividade (Codjoe; Donkor, 2017).

As enzimas carbapenemases sao tipicamente codificadas por genes
que podem estar presentes em elementos genéticos moveis, como plasmideos ou
transposons e podem ser facilmente transferidos para outras bactérias (Kopotsa;
Sekyere; Mbelle, 2019).

Testes fenotipicos de deteccao de enzimas carbapenemases sao facil
performance e tém capacidade de identifica-las, entretanto, ndo sdo capazes de
diferencia-las (Pasteran et al., 2016). O principio do Teste de Hodge Modificado (THM)
€ a formagao de uma zona de aprimoramento (efeito "fishtail') em diregdo a cepa
sensivel que indica a producédo de carbapenemases (CLSI, 2015) (Figura 5). Isso
ocorre porque a enzima produzida pela cepa suspeita € capaz de inativar o imipenem
ao redor do disco, permitindo que a cepa sensivel cresga mais perto do que o normal
(Pasteran et al., 2016).
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Figura 5 — Teste de Hodge Modificado em uma placa de agar Mueller-Hinton.

Tapete de
Escherichia coli
ATCC 25922

Disco de
Imipenem (10pg)

Amostra 1: controle positivo.

Amostra 2: amostra clinica, apresentando distor¢ao do halo, indicando presenga de carbapenemase.
Amostra 3: controle negativo.

Amostra 4: amostra clinica, sem distor¢ao, indicando auséncia da enzima.

Ja o teste de inativacdo da carbapenemases modificado (mCIM)
consiste na hidrélise do principio ativo do antibacteriano em contato com a
carbapenemases (Tsai et al., 2020). Para isso, € necessario o contato da bactéria em
suspensdo com o carbapenémico. Quando positivo, pode-se interpretar a presenca
de uma carbapenemase do tipo serina-beta-lactamase (SBL) ou metalo-beta-
lactamase (MBL). Seguindo o mesmo principio do mCIM, o método de inativacéo de
carbapenemase por EDTA (eCIM) busca detectar a presenca de carbapenemases por
hidrélise do carbapenémico em contato com a enzima presente na amostra. E
adicionado a solugao EDTA, que funciona como quelante de zinco, ligando-se ao sitio
ativo da MBL, tornando-a inativa (Figura 6) (Rizvi et al., 2021; Tsai et al., 2020).

Figura 6 — Método da inativacdo da carbapenemase modificado (mCIM) e Método

de inativagcéo de carbapenemase por EDTA (eCIM).

Deteccdo de carbapenemases pelo método mCIM (ao lado esquerdo da placa) e eCIM (ao lado
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direito da placa). Em mCIM, auséncia da inibigdo do crescimento, halo com diametro de 6mm a

presenca da carbapenemase. Diferenca de 5mm do halo no eCIM em comparagdo com mCIM foi
considerado como positivo para presenga de carbapenemase tipo metalo-beta-lactamase.
Nos ultimos anos, ha a crescente emergéncia global e disseminagao
de CRE. Essa resisténcia pode ser atribuida a producdo de carbapenemases ou a
uma combinagao de mecanismos, incluindo a presenga de varias ESBLs e/ou AmpC
juntamente com a perda de porinas e bombas de efluxo (Reyes et al., 2020). Infec¢des
por esses microrganismos estdo associadas com um alto risco de falha clinica e uma
mortalidade de 20 a 40% (De Angelis et al.,, 2020) e tornaram-se uma grande
preocupacgao de saude devido a sua transmissao global, bem como a disponibilidade

limitada de opgdes viaveis de tratamento para infecgdes.

2.6.9 Resisténcia Por Biofilme

O biofilme é uma estrutura imovel criada por microrganismos que
crescem e aderem a uma superficie viva ou nao viva, formando uma matriz de
substancias poliméricas extracelulares (EPS), DNA extracelular e proteinas
amilogénicas (Sharma; Misba; Khan, 2019; Donlan, 2001). Essa estrutura organizada
proporciona uma barreira fisica € quimica ao meio externo, o que nao permite que a
molécula antibacteriana acesse seu local de acao (Pinto et al., 2020). Além de
protecao contra uma vasta gama de antibacterianos, biofilmes tém a capacidade de
protecdo contra radiagao ultravioleta de alta intensidade, alta ou baixa temperatura,
diferencas de pH e osmolaridade, alta pressao, falta de nutrientes, além de forcas
mecanicas, e até células da imunidade do hospedeiro, além da propria interacéo
quimica entre o desinfetante e o proprio biofilme, propiciando a sobrevivéncia de
microrganismos em ambientes indspitos (McDonnell et al., 1999; Yin et al., 2019).

A atividade metabdlica das comunidades de biofilme bacteriano é
diferente em comparacao com bactérias livres na taxa de crescimento, transcrigao,
tradugao e na densidade celular de comunidades bacterianas heterogéneas (Sharma;
Misba; Khan, 2019). As alteragbes fisiologicas devido a expressao génica diferente
dentro de um biofilme podem levar ao desenvolvimento de fendtipos resistentes a
antibacterianos (Roy et al., 2018; Khan et al., 2021), uma vez que pode incluir a
regulacéo positiva das bombas de efluxo ou a formagéo de células persistentes, que

sdo dormentes, e altamente tolerantes a antibidticos (Khan et al., 2021; Hajiagha;
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Kafil, 2023). A diminuigdo da atividade metabdlica, que pode evoluir até uma fase
estacionaria, os torna menos suscetiveis a agentes antibacterianos que visam células
em divis&o ativa (Roy et al., 2018).

Os microrganismos constituintes dos biofilmes utilizam quorum sense,
um mecanismo de comunicagao entre bactérias, para coordenar seu comportamento
e regular expressao génica de acordo com as mudangas de densidade celular em uma
populacado e, consequentemente, a producdo de EPS (Roy et al., 2018). A formagao
de biofilme Gram-negativas utiliza acil homosserina lactona como uma molécula de
sinal regulada para detecg¢ao do quorum sense (Khan et al., 2021).

Além disso, os biofimes sdo altamente heterogéneos. Essa
diversidade permite que os microrganismos sobrevivam em diversas condigdes e se
adaptem a estresses ambientais (Chen; Wang; Lee, 2021; Hajiagha; Kafil, 2023).
Dentro de um biofilme, por exemplo, subpopulagdes com maior resisténcia a
antibacterianos podem fornecer protecao a menos resistentes. Isso porque biofilmes
servem como um reservatoério para genes de resisténcia, uma vez que permite que as
bactérias compartilhem genes por transferéncia horizontal (Ren et al., 2018).

A resisténcia de microrganismos dentro de biofilmes apresenta
desafios significativos, como infec¢cdes associadas a assisténcia a saude e sistemas
ambientais (Rather; Gupta; Mnadal, 2021). As estratégias para combater a resisténcia
associada ao biofilme incluem o desenvolvimento de novos agentes antibacterianos
que podem penetrar na matriz EPS, interrupgdo da sinalizacdo de deteccédo de
quorum sense e 0 uso de métodos fisicos ou quimicos para remover ou prevenir a

formacao de biofilme nas superficies (Shrestha et al., 2022).

2.7 DETECCAO FENOTIPICA E GENOTIPICA DE BETA-LACTAMASES

A deteccao de enzimas beta-lactamases permite a implementacao de
tratamento correto e 0 monitoramento da disseminacao da resisténcia antibacteriana
em ambientes hospitalares e comunitarios (Yamin et al.,, 2023). Entretanto, a
diversidade e a rapida evolucio dessas enzimas, além das limitagdes de sensibilidade
e especificidade em alguns testes, associados a disponibilidade e aos custos
interferem na capacidade diagnéstica (Rentschler; Kaiser; Deigner, 2021).

Testes tradicionais baseados em cultura sdo recomendados pelo

Comite brasileiro e europeu de testes de suscetibilidade antimicrobiana e pelo Instituto
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de Padrées Clinicos e Laboratoriais (BrCast, 2021; CLSI, 2015; 2022; EuCast 2022).
Testes com essa abordagem determinam se uma bactéria se multiplica quando um
antibacteriano é adicionado e em quais doses sao eficazes. Entretanto, ndo tem
capacidade de indicar o mecanismo de resisténcia presente. Antibiogramas
tradicionais, como difusdo em disco, micro diluigdo em caldo, testes de gradiente,
testes de ponto de ruptura e diluicdo em agar sdao exemplos desses testes, e
dependem da exposi¢do de isolados bacterianos viaveis aos antibacterianos para
detectar crescimento visualmente (Yamin et al., 2023).

Testes fenotipicos especificos para deteccdao de ESBL, AmpC e
carbapenemases ja foram descritos (Jarlier et al., 1988; Peter-Getzlaff et al., 2011,
CLSI, 2015, Rizvi et al., 2021; Tsai et al., 2020). Entretanto, embora especificos no
tipo de degradacgédo antibacteriana esperada, podem n&o detectar variantes mais
recentes, e sdo incapazes de identificar a presenca de genes especificos, além da
possibilidade de resultar em falsos negativos ou positivos devido a interpretagao
subjetiva das zonas de restrigdo e a interferéncias ambientais tais como temperatura
e pH (Perera et al., 2023).

Ainda, testes avangados baseados em cultura, como Vitek 2 System,
BD Phoenix e MicroScan sao plataforma automatizadas com capacidade para realizar
simultaneamente multiplos testes em intervalos menores do que os de cultura
tradicionais (4-10 h), reduzem o tempo de trabalho manual e melhoram a
padronizacao, além tem capacidade de sinalizar padroes de resisténcia bacteriana.
Entretanto, sdo demandam equipamentos e reagetes especificos e equipe treinada
(Shanmugakani et al., 2020, Vasala; Hytonen; Laitinen, 2020).

As técnicas de base molecular tém vantagens sobre os ensaios
fenotipicos na detecgdo genes de resisténcia a antibidticos, como capacidade de
amplificar genes de culturas nao cultivaveis ou microrganismos mortos e de detecgéo
de mais de um gene por vez (multiplex) (Galhano et al., 2021), além de fornecem uma
detecgédo rapida e sensivel de genes de resisténcia (Yamin et al., 2023). No entanto,
técnicas de base molecular tem limitagdes em termos de capacidade de detecgao de
resisténcias desconhecidas ou novas e da sua dependéncia da disponibilidade de
primers especificos para genes alvo, o que torna uma alternativa custosa, além da
incapacidade de determinar concentragdes inibitérias minimas (Rohde et al., 2017).

A integracao de métodos fenotipicos e genotipicos é frequentemente

necessaria para uma caracterizacao completa e precisa da resisténcia beta-lactamica.
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2.8 BETA-LACTAMASES DE ESPECTRO ESTENDIDO NO MUNDO E BRASIL

Estudos sobre o possivel compartilhamento de cepas ESBL/AmpC e
carbapenemases entre animais de companhia saudaveis ou doentes e humanos com
alto grau de convivio também ja foram relatados (Verkola et al., 2019; Palmeira et al.,
2021; Da Silva et al., 2022; Vasquez-Ponce et al., 2022; Menezes et al., 2021).

Relatos de detecgdo fenotipica e genotipica de ESBL e
carbapenemases em E. coli, Klebsiella spp. e Proteus spp. em animais de companhia
sdo descritos na Africa (Yousfi et al., 2016; El-Tarabile et al., 2022; Matos et al., 2023),
América do Norte (Elias et al., 2019; Ortiz et al., 2022), Europa (Bogaerts et al., 2015;
Peterhans et al., 2018; Reynolds et al., 2019; Abreu-Salinas et al., 2020; Piccolo et al.,
2020; Carvalho et al., 2021; Garcia-Fierro et al., 2022; Haenni et al., 2022; Johansson
et al., 2022; Thomson et al., 2022; Aurich et al., 2024) e Asia (Liu; Kuan; Yeh, 2021;
Kwon et al., 2022; Shin et al., 2021).

Relatos de beta-lactamases de Enterobacteriaceae em animais de
producdo também sdo amplamente documentados em diferentes localidades da Africa
(Montso et al., 2019; Hamza et al.,2020), Asia (Sivaranam et al., 2020; Chinnam et al.,
2021; He et al., 2021; Yang et al., 2021; Kamala; Sivaperumal, 2023), Europa (Amador
et al., 2019; Velasova et al., 2019; Plassard et al., 2021; Athanasakopoulou et al.,
2021; Homeier-Bachmann, et al., 2022; Gonzalez et al., 2022; Tello et al., 2022) e
Oceania (Burgess et al., 2021; Melesse et al., 2022).

No Brasil, estudos recentes tém documentado o isolamento de
Enterobacteriaceae com producdo de ESBL e carbapenemases nos estados do
Parana, Santa Catarina, Bahia, Sao Paulo e Minas Gerais (Ishii et al., 2011; Sfaciotte
et al., 2021; Santos et al., 2021; Sartori et al., 2019; 2020; Salgado-Caxito et al., 2021;
Silva et al., 2024) em caes e gatos acometidos por infecgao bacteriana. A presenca
dos genes responsaveis por essa produgao € descrita no Sudeste (Melo et al., 2018;
Sellera et al., 2018; 2020a, 2021) e Nordeste (Silva et al., 2022).

Em animais de producgao, tanto em amostras de fezes, esfregagos de
pele e leite, ha relatos de isolamento de Enterobacteriaceae produtoras de ESBL e
carbapenemases em diferentes estados do Brasil, incluindo Sao Paulo, Bahia, Minas
Gerais, Goias, Parana e Pernambuco (Sartori et al., 2017; Mainardi et al., 2020;
Nobrega et al., 2021; Campos et al., 2022; Sierra et al., 2023). A deteccao fenotipica

dessas enzimas em peixes também foi documentada, no estado do Ceara (Almeida
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et al., 2017).

Relatos em aves de producédo também sao encontrados na literatura
cientifica, abrangendo diferentes localidades globais como a Alemanha (Laube et al.,
2013), Egito (Hazam; Dorgham; Hazam, 2016), Finlandia (Paivarinta et al., 2020),
Suécia (Nilsson et al., 2020), Malasia (Tan et al., 2023), e no Brasil (Lentz et al., 2020;
Gazal et al., 2021; Patricio et al., 2022; Menck-Costa et al., 2022).
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4 HIPOTESE

Bactérias patogénicas multirresistentes ou extensivamente resistentes a
antibacterianos que possuem enzimas beta-lactamases codificadas por genes
adquiridos estdo presentes em pacientes com infeccdes ativas em hospitais

veterinarios e em animais de producéo.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Detectar a producao de beta lactamases e a presencga de genes codificadores
para essas enzimas em isolados da familia Enterobacteriaceae de amostras de

animais de companhia e produgao.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar isolados considerados multirresistentes em laudos e prontuarios
veterinarios de amostras bioldgicas provenientes de animais de companhia
e produgao processadas no Laboratério de Bacteriologia Veterinaria do
Hospital Veterinario da UEL;

e Realizar o teste de sensibilidade aos antibacterianos em isolados de
Escherichia coli, Klebsiella spp. e Proteus spp. € caracterizar as cepas como
multirresistentes, extensivamente resistentes e pan-resistentes;

o Realizar testes fenotipicos para producao de beta lactamases nos isolados
bacterianos;

e Detectar de genes de resisténcia codificadores de beta lactamases
presentes nos isolados por métodos moleculares (PCR e mPCR);

e Comparar o perfil de resisténcia aos antibacterianos entre testes fenotipicos
e genotipicos;

e Realizar sequenciamento gendmico dos produtos amplificados pelas
técnicas de PCR/mPCR de gene codificadores de beta lactamases e
depositar as sequéncias geradas em bancos publicos de dados;

e Averiguar diferengca estatistica em relagcdo a resisténcia bacteriana a

antibacterianos da mesma classe e entre classes.
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6 ARTIGO

CHARACTERIZATION OF ESBL, AMPC, AND CARBAPENEMASE-PRODUCING
ENTEROBACTERIACEAE ISOLATED FROM COMPANION AND PRODUCTION
ANIMALS IN BRAZIL

6.1 RESumMO

A crise da resisténcia bacteriana € um desafio emergente de saude publica,
impulsionado pelo uso excessivo de antibacterianos em varios ambientes médicos e
agricolas. Este estudo teve como objetivo detectar a produgéo de beta-lactamases de
espectro estendido (ESBLs), Ampicilinases (AmpC) e carbapenemases, e a presenca
de genes que codificam essas enzimas em Escherichia coli, Klebsiella spp. e Proteus
spp., principais contribuintes para infec¢des e isolados de resisténcia de animais. De
2016 a 2021, 130 isolados multirresistentes (MDR) ou extensivamente resistentes
(XDR) foram recuperados de secregdes, excregdes e o6rgdos de animais de
companhia e de producdo com infecgdo ativa. Foram realizados testes de
sensibilidade antibacteriana juntamente com a deteccgao fenotipica e genotipica de
enzimas de resisténcia. Até onde sabemos, este € o primeiro estudo no Brasil que
estima XDR Enterobacteriaceae isoladas em animais de companhia e de producéo,
atingindo 13,8% de nossas amostras. Foram encontradas diferengas estatisticas
(P=<0,05) de bactérias resistentes entre diferentes classes e dentro da mesma classe
de antibacterianos. Também foi estabelecida a probabilidade estatistica entre
detecgdo por deteccdo genotipica para ESBL (OR = 3,1) e testes fenotipicos para
AmpC (OR = 2,3). Cerca de 32,3%, 17,6% e 16,8% das amostras foram positivas nos
testes fenotipicos para ESBL, AmpC e um teste de carbapenemase, respectivamente.
A analise genética revelou a presengca do grupo de genes blaCTX-M (60,0%),
blaAmpC (9,18%), blaKPC-2 (0,76%) e blaNDM (1,52%). Amplicons sequenciados
foram depositados no NCBI para auxiliar pesquisas futuras. Este estudo revela uma
frequéncia critica do isolamento de Enterobacteriaceae que possuem genes
plasmidicos de resisténcia antibacteriana isolados em animais, e que representam

uma ameaga significativa a saude.

Palavras-chave: Beta-lactamases. Bactérias resistentes a antibidticos. Escherichia
coli. Klebsiella spp. Multirresistente. Proteus spp.
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6.2 ABSTRACT

The crisis of bacterial resistance is an emerging public health challenge, driven by the
overuse of antimicrobials in several medical and agricultural settings. This study aimed
to detect extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs), Ampicillinases (AmpC), and
carbapenemases production, and the presence of genes encoding these enzymes in
Escherichia coli, Klebsiella spp., and Proteus spp., major contributors to infections and
resistance isolates from animals. From 2016 to 2021, 130 multi-resistant (MDR) or
extensively resistant (XDR) isolates were recovered from secretions, excretions, and
organs of companion and production animals with active infection. Antibacterial
sensitivity tests alongside phenotypic and genotypic detection of resistance enzymes
were performed. To the best of our knowledge, this is the first study in Brazil that
estimates XDR Enterobacteriaceae isolated in companion and production animals,
reaching 13.8% of our samples. Statistical differences (P<0.05) of resistance bacteria
between different classes and inside the same class of antibacterials were found.
Statistical probability between detection by genotypic detection for ESBL (OR = 3.1)
and phenotypic tests for AmpC (OR = 2.3) was also established. About 32.3%, 17.6%,
and 16.8% of the samples were positive in phenotypic tests for ESBL, AmpC, and one
carbapenemase test, respectively. Genetic analysis revealed the presence of the
blaCTX-M (60.0%), blaAmpC (9.18%) genes group, blaKPC-2 (0.76%) and blaNDM
(1.52%). Sequenced amplicons were deposited in NCBI to aid future research. This
study reveals a frequent criticism of the isolation of Enterobacteriaceae which possess
plasmid antibacterial resistance genes isolated in animals, and that pose a significant
One health threat.

Keywords: Antibiotic-resistant bacteria. Beta-lactamases. Escherichia coli. Klebsiella
spp. Multidrug resistant. Proteus spp.
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6.3 INTRODUCTION

Antibiotic resistance is a natural characteristic of microorganisms,
existing before antibiotics were identified, synthesized, or commercialized [1].
However, the indiscriminate use of antimicrobials in clinical practice, both in human
and veterinary medicine, the dissemination of these agents as growth promoters in
production animals, and their use as prophylactic strategies contribute to the
intensification of selective pressure on microorganisms [2]. As a result, there is an
exponential emergence of antibiotic-resistant strains, including drugs considered as
the last therapeutic option, such as carbapenems [3]. This situation represents an
emerging challenge for global health, with estimates that within about 30 years, deaths
from infections caused by resistant bacteria will surpass deaths from diabetes, heart
diseases, and cancer as the leading cause [4].

Among the main antibiotic-resistant bacteria, Gram-negative, the
Enterobacteriaceae family, especially Escherichia coli (E. coli), Klebsiella spp., and
Proteus spp., stand out as the main responsible for hospital-acquired, community-
acquired, and production animal infections [5, 6], and they exhibit notable resistance
to drugs. The resistance of Gram-negative bacteria to antibiotics is mediated by
modification of the target drug, alterations in membrane permeability, efflux pumps,
and, most importantly, by mobile genetic elements [7, 8]. Intercellular mechanisms of
genetic exchange include conjugation/mobilization, transduction, and transformation
[9]. Plasmid-mediated conjugation transfer is the most common and effective way of
spreading multidrug resistance, as most drug resistance genes are located on
plasmids [10]. Enzymes that are transported by plasmids capable of inactivating
antibacterial molecules stand out among all mechanisms of resistance to
antibacterials, especially the different types of beta-lactamases [8].

Beta-lactamases, hydrolytic enzymes that confer resistance to beta-
lactams, the most relevant class of antibiotics in human and animal antibiotic therapy
[11], can be encoded on multidrug resistance plasmids, making their spread in the
environment easy [8,12] or on chromosomal pathways. Beta-lactamases of extended-
spectrum (ESBL) (types SHV, TEM, OXA, and CTX-M), AmpC beta-lactamases, and
carbapenemases (MBL, KPC, and class D oxacillinases) [6] are highlighted in
resistance issues, being associated with therapeutic failure and increased mortality

rates [7].
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Brazil is significant for the spread of resistance genes due to several
biological, geographic, economic and social factors, mainly due to intensive agriculture
and livestock [13], strong international trade of agricultural inputs [14] and high flow of
migration and tourism [15]. In view of its role in resistance control, in 2018 it is published
in Brazil the "National Action Plan for the Prevention and Control of Antimicrobial
Resistance in the Context of One Health" (PAN-BR), aligned with the objectives
defined by the Tripartite Alliance formed by the World Health Organization (WHO), the
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), and the World
Organization for Animal Health (WOAH), as presented in the Global Action Plan on
Antimicrobial Resistance [16]. Although humans, companion and production animals
are known to be reservoirs of multidrug-resistant organisms [17], data on local,
regional, and national prevalence remain underestimated and require continuous
surveillance, with a lack of understanding the extent of resistance gene reservoirs in
animals.

Therefore, this study aimed to characterize the production of ESBL-,
AmpC-, serine-type and metallo-beta-lactamase carbapenemases- and the detection
of the respective genes by molecular biology techniques in E. coli, Klebsiella spp., and
Proteus spp. isolated from secretion, excretion, and organs from companion and

production animals from 2016 to 2021 in Brazil.

6.4 MATERIALS AND METHODS

This project was approved by the Ethics Committee on Animal Use of
the State University of Londrina - CEUA/UEL, under protocol number 060.2021.

6.4.1 Sample collection

Biological samples, such as excretions (feces and urine), secretions
(optic, nasal, milk, bile, and abdominal fluid), and organs (skin, blood, bladder mucosa,
spleen, liver, kidney, endometrium, eye, and joint) were collected from canine, feline,
bovine, equine, and Nile tilapia fish (Oreochromis niloticus), showing clinical signs of
active infection. The biological samples were sent to the Bacteriology Laboratory of the
Veterinary Hospital located in the northern region of the state of Parana, Brazil, over a

six-year period (January 2016 to December 2021) to identify the bacterial agent and
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antimicrobial sensitivity profile. The samples were obtained from the clinical routine of
the veterinary hospital where the laboratory is located, partner veterinary hospitals,
and private requests from pet and production animal owners.

A total of 130 multidrug-resistant [18] Gram-negative bacteria in the
antibiogram after isolation on Mueller-Hinton Agar (MH) (Himedia Laboratories, India)
enriched with 5% sheep blood and MacConkey Agar (Laborclin®, Pinhais, Brazil) were
stored in Brain Heart Infusion broth (BHI) (Neogen, Lansing, USA) with 20% glycerol
at -80°C until processing. A total of 100 samples were derived from excretions (feces
n=67; urine n=33), 20 samples from organs (skin (6), bladder mucosa (3), blood (3),
eye (2), spleen (2), endometrium (1), liver (7), kidney (7), synovial membrane (7)), and
10 from secretions (optic (3), nasal (3), milk (2), bile (7), abdominal fluid (7)).

The bacteria were identified through morphological evaluation of
colonies and phenotypic biochemical tests [19]. Confirmation was done using the
Bactray | System (Laborclin®, Pinhais, Brazil) [20,21].

6.4.2 Antimicrobial Susceptibility Testing

The selected samples were subjected to antimicrobial susceptibility
testing (antibiogram) using MH agar by disk diffusion method, according to the Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) document M100 [22].

A total of 30 antimicrobials belonging to the classes of
aminoglycosides, phenicols, beta-lactams, macrolides, quinolones, sulfonamides, and
tetracyclines, commonly used in veterinary medicine, were evaluated. The description
of each antibiotic and concentration per disk can be found in Supplementary Table 1.
A 24-hour grown culture of E. coli strain ATCC 25922, adjusted according to the 0.5
McFarland turbidity scale and seeded on MH agar, was used as the standard control
for the test. The results were interpreted according to CLSI (2022), Brazilian Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST) (2022), and CLSI Veterinary (2020)
guidelines [22,23,24].

The isolates were classified as Multidrug Resistant (MDR), Extensively
Drug Resistant (XDR), and Pan Drug Resistant (PDR) according to the classification
proposed by Magiorakos et al. [18]. For this classification, intrinsic resistance to
antibiotics of each bacterial species was excluded [25].
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6.4.3 Phenotypic Resistance Testing

After being cultured on blood agar and MacConkey agar for
morphological evaluation and on MH agar for susceptibility testing, the samples were
subjected to phenotypic techniques for detection of antimicrobial resistance to
carbapenemases by Modified Hodge Test (MHT), mCIM (Modified Carbapenem
Inactivation Method), and eCIM (EDTA Carbapenem Inactivation Method), as well as
production of ESBL and AmpC beta-lactamases, following specific protocols as
described in in the literature.

All tests were performed using negative control (E. coli ATCC 25922
and K. pneumoniae ATCC 1706) and specific positive strain for each test control. ESBL
detection was performed using the double-disk synergy method by disk diffusion as
described by Jarlier et al. [26]. The test for AmpC-type beta-lactamase production was
performed as reported by Peter-Getzlaff et al. [27], considering resistance to Cefoxitin
(CFO, 30 ug) as a discriminative parameter for the presence of this resistance gene
[28, 29]. The samples were subjected to the phenotypic test for carbapenemase
production using the Modified Hodge Test (MHT) according to CLSI instructions [30].
All samples were subjected to the modified carbapenemase inactivation test (mCIM)
and the EDTA carbapenemase inactivation method (eCIM) as described and

interpreted by Tsai et al. [31] and Rizvi et al. [32].

6.4.4 Molecular analysis

An in-house extraction was performed on all 130 samples. Samples
were streaked on MH agar plates and incubated for at least 20 hours at 37°C. After
this period, one to five colonies were transferred to 100 pul of ultrapure water (Samtec,
Sé&o Paulo, Brazil) and lysed by heating at 95°C for 15 minutes. Cellular debris was
removed by centrifugation at 10,500 x g for 2 minutes [33].

All samples underwent genotypic confirmation of resistance using the
polymerase chain reaction (PCR) technique. Five genes from the blaCTX-M group
(M1, M2, M8, M9, and M25) were tested by multiplex PCR (mPCR) as previously
described [34]. For the investigation of 26 AmpC genes (MOX-1, MOX-2, CMY-1,
CMY-2, CMY-3, CMY-4, CMY-5, CMY-6, CMY-7, CMY-8, CMY-11, LAT-1, LAT-2,
LAT-3, LAT-4, BIL-1, DHA-1, DHA-2, ACC, MIR-1T, ACT-1, FOX-1, FOX-2, FOX-3,
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FOX-4, and FOX-5b), an mPCR protocol was performed according to the details
provided by Peréz and Hanson, [33].

The detection of metallo-beta-lactamases metallo-imipenemase (IMP), German
imipenemase (GIM), Seoul imipenemase (SIM), Sdo Paulo metallo-beta-lactamase
(SPM), and Verona Integron-enconded metallo-beta-lactamase (VIM) followed a
conventional PCR protocol adapted by Mendes et al. [35], and blaNDM and blaOXA-
48 genes using an mPCR protocol as described by Doyle et al. [36]. The detection of
blakKPC-2 was performed by conventional PCR as described by Yigit et al. [37]. The
PCR reactions were conducted as described in Supplementary Tables 2 (primers
description, target genes, expected amplicon size, primers named), 3 (mix used in

amplification protocols), and 4 (PCR and mPCR amplification protocols).

6.4.5 DNA Purification and Sequencing

The amplicons obtained in the PCR of the blaCTX-M1, blaCTX-M2,
blaCTX-M8, blaCTX-M9, blaCMY-2, blaDHA, blaFOX, and blaKPC-2 genes were
purified using the QIAquick® PCR purification kit (Qiagen, USA), quantified using
Nanodrop Lite (Thermo Scientific NanoDrop® Lite Spectrophotometer, USA), and
sequenced using the same PCR primers (Supplementary Table 2) and the BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher, USA), with the ABI3500
Genetic Analyzer sequencer. The result was analyzed using the BioEdit program (Hall,
1999) and the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, 2021) [38] to verify possible
genomic mutations and analyzed in the Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA) program for deposition in a public genetic database. The sequence was
deposited in the GenBank of the National Center for Biotechnology Information (NCBI)

for public access.

6.4.6 Statistical Analysis

The frequency of the biological origin of each sample, species, and
isolated agent was expressed as a percentage and total number. To investigate
statistical differences, the Fisher's Exact was used for correlation between pathogenic
bacteria, phenotypic and genotypic analyses, and Odds Ratio (OR) will be used to

analyze the probability of a bacterium being resistant to antibiotics of the same class,
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2954  using RStudio 1.4.1106 software [39]. For all analyses, a significance level of 5% was
2955 used.

2956 6.5 RESULTS

2957  6.5.1 Frequency of isolates by host and bacterial species

2958 Bacteria E. coli was the more frequence 75.38% (98/130) of the
2959 isolates, while the genus Klebsiella spp. accounted for 21.53% (28/130) and Proteus
2960 spp. for 3.07% (4/130). The results of isolates by animal species are shown in Table
2961 1.

Table 1 — Distribution of bacterial isolation by animal species

Percentage (%) of isolates (n) Isolations (%) *
Animal Klebsiella Proteus
. E. coli Positives Negatives
species spp. spp.
Bovine 96.96% (64/66) 3.03 (2/66) 0% (0/66) 50.76% (66/130) 49.23% (64/130)
Canine 56.09% (23/41) 34.14% (14/41) 9.75% 31.53% (41/130) 68.46% (89/130)
(4/41)
Feline 50.0% (6/12) 50.0% (6/12) 0% (0/12) 9.23% (12/130)  90.76% (118/130)
Equine 100% (4/4) 0% (0/4) 0% (0/4) 3.07% (4/130)  96.92% (126/130)
Nile 14.28% (1/7) 85.71% (6/7) 0% (0/7) 5.38% (7/130)  94.61% (123/130)
tilapia
Total 75.38% (98/130) 21.53% 3.07%
(28/130) (4/130)

*Positive or negative for the species / total isolates.

2962 Samples from excretions showed a higher frequency of isolation of
2963 antibiotic-resistant bacteria (72.92%; 100/130) compared to isolations from organs
2964  (15.35%; 20/130) and secretions (7.69%; 10/130); however, no statistical difference
2965 was observed for the origin of isolation material (P=0.21). Additional information about
2966 the origin and resistance profile of samples are provided in Supplementary Table 5.

2967 The E. coli isolates were mostly recovered from excretions 91.83%
2968 (90/98), while frequency of Klebsiella spp. in secretions was about two times lower
2969 compared to those found in E. coli (46.42%; 13/28). It is understood that for the
2970 detection of ESBL genes in Klebsiella spp., organs (43.47%; 10/23) and even
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excretions (8.69%; 2/23) play as relevant a role. This genus also plays an important
clinical role related to urinary system infection, and therefore, almost half of the
Klebsiella spp. isolates that meet the criteria of this study were recovered from bladder
mucosa or urine (43.47%; 10/23). Additionally, one-third of the samples (34.78%; 8/23)
showed the classic resistance pattern associated with ESBL presence (resistance to
1st, 3rd, and 4th generation cephalosporins, monobactams, and penicillins), with all
these isolates testing positive in the enzyme detection test. However, 65.21%
expressed disparate beta-lactam resistance patterns, signaling the possible presence
of other resistance genes or even other antibiotic resistance mechanisms.

Like in ESBL-positive isolates, the importance of excretory material in
the dissemination of AmpC resistance genes is noted. Approximately 60% (63.63%;
7/11) of these genes were detected in bacterial species isolated from urine. Moreover,
90.90% (10/11) of detectable isolates originated from companion animals.

There was an important increase in the last three years (2019 - 2021)
of identification of MDR and XRD bacteria in the isolates compared to the initial period
of the study (2016-2018). Approximately two-thirds (70.76%; 92/130) of the samples
with an extended spectrum of resistance were isolated from the year 2019 onwards,
contrasting with the preceding three years, in which only 38 (29.23%) samples

exhibited this characteristic.

6.5.2 Antibacterial resistance, Multidrug resistance (MDR) and Extensively drug-
resistant (XDR)

The preponderance of antibacterials with a significant incidence of resistance
fell on beta-lactams. Among the most resistant were notably penicillin (100%;
130/130), cephalothin (96.92%; 126/130), amoxicillin (90.76%; 118/130), and
amoxicillin with clavulanic acid (75.38%; 98/130). Additionally, rifampicin, a macrolide
(100%; 130/130), doxycycline, a tetracycline (90.0%; 117/130), and ciprofloxacin, a
quinolone (79.23%; 103/130), also showed high levels of resistance. Particularly, all
samples recovered in fish showed resistance to the analyzed macrolides (azithromycin
and rifampicin) and penicillins (amoxicillin and penicillin), as well as to the phenicols
(71.42%; 5I7), tetracyclines (71.42%; 5/7), quinolones (85.71%; 6/7), and other
important representatives of the beta-lactam classes such as 1st (71.42%; 5/7), 2nd
(42.85%; 3/7), and 3rd (57.14%; 4/7) generation cephalosporins.
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The representation of resistant isolates according to classes and categories for

defining multidrug resistance [18] for each antimicrobial agent by etiological agent is

shown in Figure 1 (E. coli), 2 (Klebsiella spp.), and 3 (Proteus spp.).

Figure 1 - Resistance of Escherichia coli isolates (n=98) to antimicrobial agents
tested and separated by common classes (A-G) and by the division of antibiotic

categories proposed by Magioarakos et al. (2012) [18] (1-13).
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Antibiotics are presented according to classes (A: aminoglycosides, B: phenicols, C: beta-lactams, D:
macrolides, E: quinolones, F: sulfonamides, and G: tetracyclines) and according to categories for
defining multidrug resistance (1: aminoglycosides; 2: phenicols; 3: carbapenems; 4: first and second
generation cephalosporins; 5: cephamycin; 6: third and fourth generation cephalosporins; 7:
monobactams; 8: penicillins + beta-lactamase inhibitors; 9: penicillin [ampicillin]; 10: macrolides; 11:
quinolones; 12: sulfonamides; 13: tetracyclines) according to Magiorakos et al. (2012) [15]*. The
antibiotics are presented in the following order: amikacin (AK), gentamicin (GEN), neomycin (NEO),
tobramycin (TOB), chloramphenicol (CLOR), florfenicol (FLOR), imipenem (IMP), cephalexin (CFE),
cephalothin (CFL), cefazolin (CFZ), cefuroxime (CRX), cefoxitin (CFO), cefovecin (CVN), ceftiofur
(CTF), ceftriaxone (CRO), cefepime (CPM), aztreonam (ATM), amoxicillin (AMO), ampicillin (AMP),
penicillin (PEN), amoxicillin with clavulanic acid (AMC), azithromycin (AZl), rifampicin (RIF),
ciprofloxacin (CIP), enrofloxacin (ENO), levofloxacin (LVX), norfloxacin (NOR), sulfamethoxazole +
trimethoprim (SUT), doxycycline (DOX), and tetracycline (TET).

*Adapted.
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Figure 2 — Resistance of Klebsiella spp. isolates (n=28) to antimicrobial agents

tested and separated by usual classes (A-G) and by the division of antibiotic

categories proposed by Magiorakos et al. (2012) [18] (1-13).
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Similarly to the antibiotic classification used in E. coli, antibiotics are presented according to classes
(A: aminoglycosides, B: phenicols, C: beta-lactams, D: macrolides, E: quinolones, F: sulfonamides,
and G: tetracyclines) and according to categories for defining multidrug resistance (1:
aminoglycosides; 2: phenicols; 3: carbapenems; 4: first and second-generation cephalosporins; 5:
cephamycins; 6: third and fourth-generation cephalosporins; 7: monobactams; 8: penicillins + beta-
lactamase inhibitors; 9: penicillin [ampicillin]; 10: macrolides; 11: quinolones; 12: sulfonamides; 13:
tetracyclines) according to Magiorakos et al. (2012) [15]. The antibiotics are presented in the following
order: amikacin (AK), gentamicin (GEN), neomycin (NEO), tobramycin (TOB), chloramphenicol
(CLOR), florfenicol (FLOR), imipenem (IMP), cephalexin (CFE), cephalothin (CFL), cefazolin (CFZ),
cefuroxime (CRX), cefoxitin (CFO), cefovecin (CVN), ceftiofur (CTF), ceftriaxone (CRO), cefepime
(CPM), aztreonam (ATM), amoxicillin (AMO), ampicillin (AMP), penicillin (PEN), amoxicillin with
clavulanic acid (AMC), azithromycin (AZI), rifampicin (RIF), ciprofloxacin (CIP), enrofloxacin (ENO),
levofloxacin (LVX), norfloxacin (NOR), sulfamethoxazole + trimethoprim (SUT), doxycycline (DOX),
and tetracycline (TET).

* Intrinsic resistance to ampicillin.
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Figure 3 — Resistance of Proteus spp. isolates (n=4) to antimicrobial agents tested
and separated by usual classes (A-G) and by the division of antibiotic categories
proposed by Magiorakos et al. (2012) [18] (1-13).
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Similarly to the antibiotic classification used in E. coli, antibiotics are presented according to classes
(A: aminoglycosides, B: phenicols, C: beta-lactams, D: macrolides, E: quinolones, F: sulfonamides,
and G: tetracyclines) and according to categories for defining Mult-resistance (1: aminoglycosides; 2:
phenicols; 3: carbapenems; 4: first and second-generation cephalosporins; 5: cephamycins; 6: third
and fourth-generation cephalosporins; 7: monobactams; 8: penicillins + beta-lactamase inhibitors; 9:
penicillin [ampicillin]; 10: macrolides; 11: quinolones; 12: sulfonamides; 13: tetracyclines) according
to Magiorakos et al. (2012) [15] for classification into (MDR, XDR, and PDR). The antibiotics are
presented in the following order: amikacin (AK), gentamicin (GEN), neomycin (NEO), tobramycin
(TOB), chloramphenicol (CLOR), florfenicol (FLOR), imipenem (IMP), cephalexin (CFE), cephalothin
(CFL), cefazolin (CFZ), cefuroxime (CRX), cefoxitin (CFO), cefovecin (CVN), ceftiofur (CTF),
ceftriaxone (CRO), cefepime (CPM), aztreonam (ATM), amoxicillin (AMO), ampicillin (AMP), penicillin
(PEN), amoxicillin with clavulanic acid (AMC), azithromycin (AZI), rifampicin (RIF), ciprofloxacin (CIP),
enrofloxacin (ENO), levofloxacin (LVX), norfloxacin (NOR), sulfamethoxazole + trimethoprim (SUT),
doxycycline (DOX), and tetracycline (TET).

* Intrinsic resistance of the genus to cefazolin, cefuroxime, ampicillin, doxycycline, and tetracycline.

T All isolates were sensitive to aztreonam (ATM).

The total number of isolates classified as MDR, XDR, and PDR is
presented in Table 2. The percentage of MDR and XDR isolates is less than 15% for
both E. coli and Klebsiella spp. On the other hand, Proteus spp. exhibited an XDR

profile in half of the analyzed samples.
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Table 2 - Isolates classified as multidrug-resistant (MDR) and extensively drug-

resistant (XDR) by bacterial species isolated.

Isolate Percentage (%) of positive (n)
MDR @ XDR
Escherichia coli 87,75% (86/98) 12,24% (12/98)
Klebsiella spp. 85,71% (24/28) 14,28% (4/28)
Proteus spp. 50,00% (2/4) 50,00 (2/4)
Total 86,15% (112/130) 13,84% (18/130)

# MDR (multidrug-resistant), XDR (extensively drug-resistant)

There was a statistical difference in the resistance of E. coli to
treatment with carbapenems, cephamycins, and monobactams when comparing
antibiotic efficacy between classes (Table 3). Overall, aminoglycosides and quinolones
showed similar resistance capabilities across all their representatives. For Klebsiella
spp., besides treatment with carbapenems, cephamycins showed the lowest
percentage of resistance. Treatment with aminoglycosides and monobactams was
considered a secondary option. Macrolides and penicillins statistically performed the
worst for treating MDR and XDR pathogens. It was not possible to perform Fisher's

exact test for Proteus spp. due to the number of isolates.

Table 3 — Percentage of pathogenic agents resistant by classes according to

Magiorakos et al. (2012) [18] classification.

Class of Antibiotics Antibiotic Class Resistance (%)
E. coli Klebsiella spp.
Aminoglycosides 83,67PEF 64,292
Phenicols 77,55P 78,5773
Carbapenems 3,06 14,29'
1° and 2° Generation Cephalosporins 98,98¢ 89,2934
Cephamycin 19,398 17,86
3° and 4° Generation Cephalosporins 92,86"C 89,293
Monobactams 50,0¢ 64,292
Penicillins 100,00¢ 100,004
Penicillin + beta-lactamase inhibitor 74,490 75,0023
Macrolides 100,00¢ 100,004

Quinolones 85,71PEF 89,2934
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Sulfonamides 81,63PE 71,4328
Tetracyclines 98,98¢ 82,1423

A.B,C,D.EF G in the same column indicate statistical difference (P<0.05; Fisher's exact test) for E. coli.
.2.3,4 in the same column indicate statistical difference (P<0.05; Fisher's exact test) for Klebsiella
spp.

There was also a statistical difference (P<0.05) in the ability of E. coli
and Klebsiella spp. resist treatment with different antibiotics within the same class.
Table 4 shows how often the resistance capacity among antibiotics is compared to the
least resistant antibiotic in the class. Among first and second-generation
cephalosporins, for the treatment of E. coli, cephalothin had 74.56 times more chance
of being resistant when compared to cefazolin (the least resisted in the class) and was
about three times more resistant when used in treatment against Klebsiella spp.
Among third and fourth generation cephalosporins, cefovecin had the capacity to resist
E. coli about 6 times and Klebsiella spp. about three times more than cefepime. A total
of 120 samples (92.30%; 120/130) isolated in this study were resistant to at least one
of the representatives of third-generation cephalosporin.

No statistical difference was found in infections caused by Klebsiella
spp. when treated with first to fourth generation cephalosporins. Additionally, it is
possible to observe that the chance of an animal being resistant to Chloramphenicol is
the same as being resistant to Florfenicol, as well as the probability being equal for

Doxycycline and Tetracycline in an infection caused by Klebsiella spp. (OR = 1).

Table 4 — Resistance of E. coli and Klebsiella spp. to antibiotics within classes

and resistance capacity by comparison.

E. coli Klebsiella spp.
Antibiotic % of R™) OR (x) # % of R™) OR (x)®
Aminoglycosides
Amikacin 20,41A - 14,292 2,13
Gentamicin 55,108 474 60,71° 18,88
Neomycin 46,948 3,42 7,142 -
Tobramycin 57,148 5,15 57,14° 16,37
Phenicols
Chloramphenicol 74,498 2,36 46,432 1
Florfenicol 55,104 - 46,432 -
1° and 2° generation cephalosporins
Cephalexin 59,18~ 1,13 75,002 1,19
Cephalothin 98,988 74,56 89,292 3,26
Cefazolin 56,12A - 78,572 1,45
Cefuroxime 60,20 1,18 71,432 -

3° and 4° generation cephalosporins
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Cefovecin 86,738 6,73 85,712 3,78
Ceftiofur 52,044 1,12 60,712 -
Ceftriaxone 55,104~ 1,27 64,292 1,16
Cefepime 48,98~ - 60,712 1,02
Penicillins

Amoxicillin 88,788 2,69 96,430 8,69
Amoxicillin/clavulanic acid 74,497 - 75,002 -
Ampicillin 91,838 3,82 89,282 3,00
Penicillin 100¢ INF 100,00° INF
Macrolides

Azithromycin 56,124 - 92,852 -
Rifampin 1008 INF 100,002 INF
Quinolones

Ciprofloxacin 78,57 2,21 82,142 3,37
Enrofloxacin 80,61° 2,50 60,712 1,15
Levofloxacin 69,392b 1,37 64,292 1,34
Norfloxacin 62,242 - 57,142 -
Tetracyclines

Doxycycline 96,948 3,97 78,572 1
Tetracycline 88,78~ - 78,572 -

*) Percentage (%) of Resistances
# Probability of resistance to an antibiotic compared to others in the same class using the least

resistant as the baseline.
OR: Odds Ratio.

A.B or @b jn the same column indicates a statistical difference (P<0.05; Fisher's exact test).

INF = infinite, since the resistance percentage is 100%, there is no possibility of calculating
comparative resistance chance.

6.5.3 Phenotypic tests

At least 30% of the samples (32.30%; 42/130) was verified the

production of extended-spectrum beta-lactamases. Regarding the AmpC predictive

test, approximately one-fifth of the isolates (17.69%; 23/130) showed resistance to

cefoxitin. In this study, there was no detection of ESBL genes in isolates of the genus

Proteus spp., being negative in both phenotypic and genotypic tests.

About the detection of carbapenemases by enzymatic production, the
MHT presented positive results in 6.15% of the isolates (8/130). Additionally, the mCIM
method was positive in 5.38% of the isolates (7/130) and interpreted as intermediate
in 8.46% (11/130). In turn, the eCIM was positive in 12.30% (16/130) of the cases, as

shown in Table 5.

Table 5 — Percentage of positive samples in phenotypic tests by bacterial isolate

species

Isolates

Average percentages / Isolates (n)

# ESBL

AmpC

MHT

mCIM

eCIM

E. coli 28,57%

16,32%

3,06%

11,22%

12,24%
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(28/98) (16/98) (3/98) (11/98) (12/98)

50,0% 14,28% 3,57% 25,0% 10,71%
Klebsiella spp.

(14/28) (4/28) (1/28) (7/28) (3/28)

Proteus spp. 0% (0/4)  750% (3/4)  100% 4/4 0% (0/4)  25,0% (1/4)

# ESBL (Extended-spectrum beta-lactamase), AmpC (AmpC beta-lactamase), MHT (Modified Hodge
Test), mCIM (Modified Carbapenem Inactivation Method), and eCIM (EDTA carbapenem inactivation
method).

6.5.4 Genotypic tests and Sequencing

The CTX-M group beta-lactamase genes, used as markers for ESBL
presence, were detected in 60.0% (78/130) of the isolates, with the following
frequencies: blaCTX-M-1 (53), blaCTX-M-2 (24), blaCTX-M-8 (7), and blaCTX-M-9 (9).
In Table 6, it is observed the distribution of E. coli isolates positive for the CTX-M group,
with b/laCTX-M genes found in more than half of the samples (56.12%; 55/98), and in
four out of the five animal species analyzed. The pattern of resistance to the beta-
lactam group assigned by ESBL was evident. Regarding Klebsiella spp., the presence
of blaCTX-M group genes was observed in 82.14% (23/28) of the isolates. Similar to
E. coli, the most frequently detected gene was blaCTX-M1 (Table 7).
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. Detected beta- Pattern of . Classification
E. coli (ID) Anm.1a| Biological sample lactamase encoding resistance to Phenotypic of resistance
specles genes (blaCTX-M) beta-lactams * ESBL scope
129 Bovine Feces blaCTX-M-1 1 Negative MDR
179, 335 Bovine Feces blaCTX-M-1 2 Positive MDR
188 Bovine Feces blaCTX-M-1 3 Positive MDR
304, 307, 314, 344 Bovine Feces blaCTX-M-1 2 Negative MDR
321 Bovine Feces blaCTX-M-1 4 Negative MDR
169 Canine Urine blaCTX-M-1 4 Positive MDR
398 Canine Synovial membrane blaCTX-M-1 5 Positive XRD
442, 663, 721,722 Canine Urine blaCTX-M-1 2 Positive MDR
651 Canine Dermal wound blaCTX-M-1 6 Positive MDR
730 Canine Urine blaCTX-M-1 7 Negative MDR
284 Feline Bile blaCTX-M-1 2 Positive MDR
350 Feline Urine blaCTX-M-1 6 Positive MDR
670, 738 Feline Urine blaCTX-M-1 2 Positive MDR
672 Feline Urine blaCTX-M-1 2 Positive XDR
296 Equine Endometrium blaCTX-M-1 6 Positive XDR
185 Bovine Feces blaCTX-M-1 + blaCTX- 2 Positive MDR
M-2
634 Canine Urine blaCTX-M-1 + blaCTX- 8 Negative MDR
M-2
178 Bovine Feces blaCTX-M-1 + blaCTX- 2 Positive MDR
M-8
644 Canine Abdominal fluid blaCTX-M-1 + blaCTX- 6 Positive MDR
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M-9
56 Equine Feces blaCTX-M-1 + blaCTX- 2 Positive MDR
M-9
63 Equine Feces blaCTX-M-1 + blaCTX- 2 Positive XDR
M-9
175 Bovine Feces blaCTX-M-1 + blaCTX- 2 Positive MDR
M-2 + blaCTX-M-8
182 Bovine Feces blaCTX-M-1 + blaCTX- 2 Negative MDR
M-2 + blaCTX-M-8
59 Equine Feces blaCTX-M-1 + blaCTX- 2 Positive XDR
M-2 + blaCTX-M-9
123, 124, 162, 163, 315, 320 Bovine Feces blaCTX-M-2 9 Negative MDR
172, 197 Bovine Feces blaCTX-M-2 2 Positive MDR
219 Bovine Feces blaCTX-M-2 10 Negative MDR
310 Bovine Feces blaCTX-M-2 2 Negative XDR
311, 312 Bovine Feces blaCTX-M-2 2 Negative MDR
323 Bovine Feces blaCTX-M-2 4 Positive MDR
696 Canine Urine blaCTX-M-2 2 Positive MDR
271 Canine Blood blaCTX-M-2 + blaCTX- 6 Negative XDR
M-8
194 Bovine Feces blaCTX-M-2 + blaCTX- 2 Positive MDR
M-9
225 Bovine Feces blaCTX-M-8 9 Negative MDR
228 Bovine Feces blaCTX-M-8 2 Negative MDR
229 Bovine Feces blaCTX-M-8 4 Negative MDR
193 Bovine Feces blaCTX-M-9 4 Positive XDR
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Urine blaCTX-M-9 6 Negative MDR

388, 389 Canine
blaCTX-M-9 6 Negative XDR

387 Feline Urine
# Resistant to (1) 1° generation Cephalosporins + Penicillins; (2) 1°, 3° and 4 Cephalosporins + Monobactams + Penicillins; (3) Carbapenems + 1°, 3°
and 4° generation Cephalosporins + Monobactams + Penicillins; (4) 1°, 3° and 4° generation Cephalosporins + Penicillins; (5) Carbapenems + 1°, 2°, 3°
and 4° generation Cephalosporins + Monobactams + Penicillins; (6) 1°, 2°, 3° and 4° generation Cephalosporins + Monobactams + Penicillins; (7) 1°
generation Cephalosporins + Monobactams + Penicillins; (8) 1°, 2°, 3° generation Cephalosporins + Penicillins; (9) 1° and 3° generation Cephalosporins

+ Penicillins; (10) 1° and 3° generation Cephalosporins + Monobactams + Penicillins.

3056
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Classification

Klebsiella spp. Animal Biological sample Detected beta-lactamase Pattern of resistance Phenotypic of resistance
(ID) species encoding genes (b/laCTX-M) to beta-lactams * ESBL scope
M9 Bovine Milk blaCTX-M-1 1 Positive MDR

104, 371 Canine Bladder mucosa blaCTX-M-1 1 Positive MDR
347 Canine Otologic secretion blaCTX-M-1 2 Negative MDR
623 Canine Bladder mucosa blaCTX-M-1 3 Positive MDR
627 Canine Urine blaCTX-M-1 4 Positive XDR
646 Canine Urine blaCTX-M-1 1 Positive MDR
649 Canine Cardiac muscle blaCTX-M-1 1 Positive MDR
660 Canine Nasal secretion blaCTX-M-1 5 Negative MDR
681 Canine Otologic secretion blaCTX-M-1 6 Negative MDR
737 Canine Skin wound blaCTX-M-1 1 Positive MDR
742 Canine Skin wound blaCTX-M-1 3 Negative MDR
743 Canine Nasal secretion blaCTX-M-1 4 Positive XDR

24, 383 Feline Urine blaCTX-M-1 1 Positive MDR
275 Feline Skin wound blaCTX-M-1 1 Positive MDR
391 Feline Urine blaCTX-M-1 7 Positive MDR
497 Feline Urine blaCTX-M-1 9 Negative XDR
641 Feline Urine blaCTX-M-1 1 Positive XDR
650 Tilapia Eye blaCTX-M-1 6 Negative MDR
678 Tilapia Kidney blaCTX-M-1 + blaCTX-M-2 6 Negative MDR
M35 Bovine Milk blaCTX-M-2 8 Negative MDR
705 Tilapia Spleen blaCTX-M-2 10 Negative MDR

# Resistant to (1) 1°, 3° and 4 generation Cephalosporins + Monobactam + Penicillins; (2) 3° generation Cephalosporin + Penicillins; (3) 1°, 2°, 3° and 4
generation Cephalosporins + Penicillins; (4) 1°, 2°, 3° and 4° generation Cephalosporins + Monobactam + Penicillins; (5) 1° and 3° generation
Cephalosporins + Penicillins; (6) 1° and 3° generation Cephalosporins + Monobactam + Penicillins; (7) Carbapenem + 1°, 3° and 4° generation
Cephalosporins + Monobactam + Penicillins; (8) Carbapenem + 1° and 3° generation Cephalosporins + Penicillins; (9) Carbapenem + 1°, 2°, 3° and 4°

generation Cephalosporins + Monobactam + Penicillins; (10) Penicillins.
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About 8.46% (11/130) of isolates had one of AmpC gene researched
genetically identified. No AmpC detection was observed in any Klebsiella spp. isolate

selected for this study. The results of the plasmidial AmpC group research are
described in Table 8.

Table 8 — Characteristics of isolates carrying AmpC group genes detected in animal

biological samples.

Pattern of Classification
Animal Biological
Isolate (ID) ] Gene resistanceto  of resistance
species sample
beta-lactams # scope
E. coli 271 Canine Blood CMY 1 XDR
E. coli 283 Canine Urine CMY 1 XDR
E. coli 302, 393 Canine Urine CMY 2 MDR
E. coli 387 Feline Urine CMY 1 XDR
E. coli 388 Canine Urine CMY 1 MDR
E. coli 634 Canine Urine CMY 3 MDR
E. coli 644 Canine Abdominal fluid  DHA 1 MDR
E. coli 708 Tilapia Spleen FOX 1 XDR
Proteus spp. 276  Canine Urine CMY 4 XDR
Proteus spp. 655  Canine Skin wound CMY 3 MDR

# Resistant to (1) 1°, 2°, 3° and 4° generation Cephalosporins + Monobactam + Penicillins; (2) 1°, 2°
and 3° generation cephalosporins + Monobactam + Penicillins; (3) 1°, 2° and 3° generation
Cephalosporins + Penicillins; (4) Carbapenem + 1°, 2°, 3° and 4° generation cephalosporins + Penicillins.

Regarding carbapenemase detection, the blaKPC-2 gene was
identified in one Kilebsiella spp. isolate (0.76%; 1/130) from a feline's urine. In two
isolates, originating from dermal wounds and otologic secretions, both from canines,
the blaNDM gene was identified (Table 9). No positive detections were observed for
the blaOXA-48, blaIMP, blaGIM, blaSIM, blaSPM, and blaVIM genes in any of the
samples analyzed.

Table 9 — Characteristics of isolates carrying carbapenemases detected in animal

biological samples.

Classification
Biological .
Isolate (ID) | Gene MHT mCIM eCIM of resistance
sample

scop
E. coli 25 Urine - - + - MDR
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E. coli 123 Feces - + - - MDR

E. coli 129 Feces - - + + MDR

E. coli 163 Feces - - - + MDR

E. coli 169 Urine - - + - MDR

E. coli 182 Feces - - + - MDR

E. coli 302 Urine - + - - MDR

E. coli 306 Feces - - - + MDR

E. coli 312 Feces - - - + MDR

E. coli 328 Feces - - - + MDR

E. coli 331 Feces - - + + MDR

E. coli 334 Feces - - - + MDR

E. coli 336 Feces - - + + MDR

E. coli 338 Feces - - - + MDR

E. coli 343 Feces - - + + MDR

E. coli 393 Urine - - + - MDR

E. coli 398 Synovial - - + - MDR
membrane

E. coli 634 Urine - - + - MDR

E. coli 644 Abdor_nmal - - + - MDR

fluid

E. coli 672 Urine - + - - XDR

E. coli 722 Urine - - - + MDR

E. coli 730 Urine - - - + MDR

Klebsiella spp. 371 Bladder - - + - MDR
mucosa

Klebsiella spp. 383 Urine - - + + MDR

Klebsiella spp. 497 Urine blaKPC + + + XDR

Klebsiella spp. 627 Urine - - + - XDR

Klebsiella spp. 641 Urine - - + - MDR

Klebsiella spp. 742  Skin wound  blaNDM - + - MDR

Klebsiella spp. 743 Otologic blaNDM - + - XDR
secretion

Proteus spp. 107 Skin wound - + - - XDR

Proteus spp. 276 Urine - + - + XDR

Proteus spp. 655 Skin wound - + - - MDR

Proteus spp. 719 Nasgl - + - - MDR
secretion

Considering all the genes analyzed in this study, in 13.07% (17/130) of the
isolates, more than one resistance gene was detected. In six isolates (4.61%), all of
them E. coli, three resistance genes were detected (Table 10). The amplicons obtained
for the detection of the genes blaCTX-M1, blaCTX-M2, blaCTX-M8, blaCTX-M9,
blaDHA, blaKPC and blaCYM were sequenced for gene identity analysis,
determination of similarity with similar strains, and possible mutations in beta-
lactamases. The sequences with respective descriptions have been deposited in

GenBank under the identification indicated in the in supplementary table 6.

Table 10 — Profile of isolates for detectable resistance genes.
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Isolate (ID) Animal Blological Gene 1 (bla) Gene 2 (bla) Gene 3 (bla)
species sample
E. coli 56 Equine Feces CTX-M-1 CTX-M-9 -
E. coli 59 Equine Feces CTX-M-1 CTX-M-2 CTX-M-9
E. coli 63 Equine Feces CTX-M-1 CTX-M-9 -
E. coli175 Bovine Feces CTX-M-1 CTX-M-2 CTX-M-8
E. coli178 Bovine Feces CTX-M-1 CTX-M-8 -
E. coli 182 Bovine Feces CTX-M-1 CTX-M-2 CTX-M-8
E. coli 185 Bovine Feces CTX-M-1 CTX-M-2 -
E. coli 194 Bovine Feces CTX-M-2 CTX-M-9 -
E. coli 271 Canine Blood CTX-M-2 CTX-M-9 CMY
E. coli 387 Feline Urine CTX-M-9 CMY -
E. coli 388 Canine Urine CTX-M-9 CMY -
E. coli 634 Canine Urine CTX-M-1 CTX-M-2 CMY
E. coli 644 Canine Abdominal fluid CTX-M-1 CTX-M-9 DHA
Klebsiella spp. 497 Feline Urine CTX-M-1 KPC -
Klebsiella spp. 678 Tilapia Kidney CTX-M-1 CTX-M-2 -
Klebsiella spp. 742 Canine Skin wound CTX-M-1 NDM -
Klebsiella spp. 743 Canine Otologic CTX-M-1 NDM -
secretion

The amplicons obtained for the detection of the genes blaCTX-M1,
blaCTX-M2, blaCTX-M8, blaCTX-M9, blaDHA, blaKPC and blaCYM were sequenced
for gene identity analysis, determination of similarity with similar strains, and possible
mutations in beta-lactamases. The sequences with respective descriptions have been
deposited in GenBank under the identification indicated in the in supplementary table
7.

6.5.5 Comparison between resistance pattern, phenotypic and genotypic tests

Despite presenting diverse resistance patterns attributed to the
presence of ESBL, resistance to cephalosporins in the antimicrobial sensitivity test is
a constant, present in 98.71% of isolates (77/78) in which the presence of blaCTX-M
group genes was detected.

There was a statistically significant difference (P<0.05; Fisher's exact
test) in ESBL detection by phenotypic test, able to detect in 42 of 78 samples detected

by molecular methods (OR test = 3.1 molecular test). Regarding E. coli, of the 55
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isolates which were detected CTX-M group genes, only 28 (50.90%) exhibited classical
phenotypic expression. Although there was presence of one or more genes from the
group, enzyme production was not always detected (negative for phenotypic test in
49.09%; 27/55), indicating that the sensitivity of the phenotypic test for ESBL
production was low. Similar to the phenotypic detection in E. coli, in almost half of the
samples of Klebsiella spp. (39.13%; 9/23), there was no expression of the enzyme
detected by the phenotypic test. The test was able to detect 60.86% (14/23) of the 23
isolates in which at least one gene of the CTX-M group was detected. However,
extended resistance pattern in the antimicrobial sensitivity test was notice, even if
caused by multiple resistance factors. More than 15% of isolates positive in genetic
detection of this genus (17.39%; 4/23) exhibited an XDR pattern.

The genotypic identification of the AmpC group followed the
phenotypic expression for this gene group. There was also statistically significant
difference in detection of AmpC contrasting phenotypic detection (23/130) over
molecular (11/130) in AmpC test (OR = 2.3 phenotypic test) indicating that the
probability of a positive result in the search for this beta-lactamase through resistance
to cefoxitin in phenotypic tests.

It was noteworthy that phenotypic test results showed discrepancies

compared to the evaluated genes to carbapenemase (Table 9).

6.6 DISCUSSION

The results of this study revealed the predominance of MDR bacteria,
as identified in veterinary medical records or routine antibiotic susceptibility test
reports. The most frequently used classes of antibiotics in animals are aminopenicillins,
first- to four-generation cephalosporins, tetracyclines, sulfonamides, macrolides, and
quinolones [40], capable of managing an environment with selection pressure that
results in high resistance indices [41]. Representing a significant portion, E. coli was
identified most frequently with MDR or XDR characteristics, accounting for two-thirds
of the isolates. According to the Global Antimicrobial Resistance Surveillance System
(GLASS) report of 2022, alarming rates of an average of 42% of E. coli resistant to
third generation cephalosporins were reported in 76 countries [42]. In Brazil, this
number is stated in 10 to 20% of isolates of this specie [43-89], while our samples

reached around 88%. Also, Klebsiella spp. which corresponds one in five of our
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samples, has the resistance against third-generation cephalosporins estimated in 40-
50% of samples in Brazil [43], but in this study achieved percentage around 85%.

Notable frequencies of ESBL-producing Enterobacteriaceae strains
were reported worldwide [44] with very different rates of ESBL production. In our study,
production of ESBL was detected in 32.30% (42/130) of isolates. Lower rates were
described in Taiwan (22.8%;65/283) and United States (27.08%;13/48) and higher was
found in Netherlands (44.61%; 29/75) and Cape Verde (48.0%; 48/100) in companion
animals [45,46,47,48]. To production animals variations are even more distinguish.
Rates of 3.33% (5/150) was described in Australia [49] while 76.4% (196/259) of
samples were capable of production of ESBL in South Africa [50]. In this study, no
ESBL-producing E. coli and Klebsiella spp. were found in fish, which differs greatly
from the previous results of Sivaraman et al. where 68.35% (54/79) of E. coli and
15.18% (12/79) of Klebsiella spp. isolated in fish were positive in phenotypic tests [51].
The distribution of Enterobacteriaceae with wide variance across different areas
worldwide suggests that determinate isolates express specific types of enzymes that
are better adapted to some environments and geographical regions, with specific
implications and recommendations for the local community [52]. In Brazil,
Enterobacteriaceae ESBL producing rates were described between 10.8% to 44.34%
from companion animals [53,54,55]. In production animals, lower rates of 1.77% to
4,65% were described from milk sample and neonates with diarrhea [56,57] and higher
rates of 42,7% to 61.54% reported for cattle suffering from mastitis [58,59]. While
Sfaciotte et al. [55] describes about 5% (4/73) Proteus spp. isolates producing ESBL.
In contrast, Dos Santos et al. did not found any ESBL-producing Proteus spp. [54], a
finding aligned with the results of this study. Also, no ESBL producers were found in
fish by Almeida et al. [60], as described in this research.

BlaCTX-M group is predominant and the most widespread ESBL gene
type [61], found in 60% (78/130) of isolates in this study. BlaCTX-M-1 gene shown the
highest frequency, present in almost have of the samples (67.94%; 53/78). BlaCTX-
M-1, blaCTX-M-2, blaCTX-M-8, and blaCTX-M-55 have been detected in animal
groups in Parana state before [17]. However, Melo et al., Campos et al. and Nobrega
et al. expose detection of blaCTX-M2 and blaCTX-M8 at least twice until thirty-seven
times smaller (27.27%; 1.8%; 1.7%, respectively) in disease dogs [53], bovine with
mastitis [58] and herds of Brazilian dairy cows [56] in different Brazilian states that the
found in our study (30.76% to CTX-M2 and 8.97% to CTX-M8, respectively). BlaCTX-
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M-15 also is recorded in different states in companion animals in Enterobacteriaceae
in Brazil [53,62,63,64,65], including bacterial strains commonly isolates in human
infections [64]. In South American countries, including Brazil, a specific ESBL
epidemiology can be observed, with CTX-M-2 and CTX-M-8 being far more prevalent
than on other continents [53].

Considering the three etiological agents analyzed in the present study,
the sensitivity of the ESBL production test was low compared to genotypic testing with
53.84% (42/78) E. coli and 60.86% Klebsiella spp. (14/23) phenotypically detected,
statistical significance (P<0.05; Fisher's exact test) highlighting molecular detection,
and OR = 3.1 times higher capacity than to molecular ESBL detection. For AmpC,
there was also a statistically significant difference, contrasting phenotypic detection
over molecular, with the OR indicating that the probability of a positive result in the
search for AmpC through resistance to cefoxitin is 2.3 times higher in phenotypic tests.
Gene expression regulation can be influenced by environmental conditions, the
presence of specific signals, the concentration of certain compounds, and even the
physiological state of the cell. In the context of antibiotic resistance genes, in some
cases, the expression of resistance genes may be suppressed in the absence of the
target antibiotic. This may be part of a mechanism for energy conservation for the
bacterial cell, which avoids expressing unnecessary genes when there is no immediate
selective pressure [66].

In this study, 17.69% (23/130) of isolates phenotypically positive to
AmpC were found. In 2015, Bogaerts et al. reported a rate of 3.6% (22/608) of
phenotypically positive Enterobacteriaceae for AmpC in a study that included 10
European countries [67]. About fifteen years later, rates of 22.5% (27/120), 32.38%
(34/105) and 32.8 (41/125) were described in France, Germany and Italy, respectively
reporting until tenfold increase of AmpC-producing isolates in companion and
production animals [68,69,70]. Sivaraman et al., in India, detected 1.15% in fish (1/66)
Enterobacteriaceae isolated productive AmpC [51], twelve times less than what was
detected in this study for the same species (14.28%; 1/7). In Brazil, Melo et al. reported
the isolation of 40.90% (18/44) positive for phenotypic AmpC production in from dogs
and cats [53]. Almeida et al. relate 50% (3/6) phenotypic AmpC detections in fish in
Enterobacteriaceae [60]. On the other hand, Santos et al. recovered E. coli, Klebsiella
spp., and Proteus spp. from companion animals but did not isolate any AmpC

producers [54]. Contrary to phenotypic expression of ESBL, the resistance to cefoxitin
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showed higher sensitivity than genotypic detection and was able to determine the
genes involved in 47.82% (11/23) of the isolates. In this study, we aimed to genetically
identify the most frequent of plasmid mediated AmpC. However, more than 20 different
AmpCs mediated by plasmids have already been described [71]. This result indicates
the possibility of the existence of other variants of AmpC present in the samples. It also
suggests that other resistance mechanisms, both intrinsic and acquired, may be
influencing the expression of this resistance.

The CMY gene is the most widely disseminated AmpC worldwide [72].
A two-year follow-up study, covering 10 European countries, reported that 45.45%
(10/22) of non-natural chromosomal AmpC producers (E. coli, K. pneumoniae, P.
mirabilis) expressed a plasmid-encoded CMY-2 AmpC type [67]. This study revels
8.46% (11/130) isolates positive for AmpC gene. In Brazil, there studies with low
detections of AmpC genes in samples (0,9%; 1/110) [58] until rates of 59.09% (26/44)
[53]. However, despite the epidemiological significance [68, 73], there is a noticeable
lack of studies focusing on AmpC plasmids in Enterobacteriaceae in companion and
production animals.

Nineteen years elapsed between the beginning of carbapenem use in
the veterinary market in Brazil [74] and the first report of carbapenemase in an animal
infection, which occurred in 2018 in an E. coli isolated from a dog [75]. Brazil is
considered endemic for the spread of carbepensemase, with the epidemiology of
producers varying geographically [76]. The presence of KPC- and NDM-positive
samples isolated from animals, such as found in this study (2.3%; 3/130), alerts to the
growing emergence of carbapenemase-producing pathogens isolated [77],
considering that this class belong to the highest priority group for the development of
new treatment options and are resistant to the best antibacterial available [78]. In this
study, 33 samples were positive for some of the phenotypic carbapenemase detection
tests. However, only 10% had their presence confirmed by PCR/mPCR. The difference
in sensitivity and specificity between the tests justifies the result [22-25,31]. Besides,
there are variants beyond those addressed in this work that may not be detected by
specific molecular methods.

At the local level, a study on the resistance profile of bacteria isolated
from samples of dogs and cats, also conducted in Parana state about 15 years ago
(2008-2009), demonstrated that the frequency of MDR E. coli and Klebsiella spp. was
much lower than that found currently (16.6%; 30/181 and 1.7%; 3/181) [79]. Ten years
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later, in a second study in the same state, a similar frequency to that found in 2011
was observed for E. coli (13.75%; 11/80), but 3.6-fold increase of MDR of Klebsiella
spp. (6.25%; 5/80) [80]. Comparing the findings of Souza et al. [80] to the current study,
the frequency of MDR isolation is 5.8 and 3.44 times higher for E. coli and Klebsiella
spp., respectively. MDR Proteus spp. maintained the frequency in both studies (9.9%;
18/181; Ishii et al. and 10.0%; 8/80; Souza et al., respectively [79,80], which contrasts
with the findings of this study by a frequency about one-third lower (3.07%; 4/130). The
southern region of Brazil it is a hot spot in the technology of products of animal origin
at world level [90]. Besides, intensive agriculture and livestock focused mainly on the
export of agricultural products it is one of the primary activities of the Brazilian economy
[14], which favors an environment of bacterial selection pressure and its maintenance
in the environment [90].

Our samples present an MDR standard (86.15%) with two to ten times
rates that described by other studies in the country in companion and production
animals [58, 63, 81]. About 13% our samples were XDR. To the best of our knowledge,
there is no specific study in Brazil that reports XDR bacteria isolated from animals. The
resistance to penicillin in all the isolates included in this study was not surprising.
Discovered almost 100 years ago, resistance to this antibiotic was demonstrated in
laboratory mutants shortly after its introduction into clinical use [82]. Despite cefovecin
being a relatively recent addition to veterinary medications [83, 84], this study found a
high resistance rate to the drug, with 86.92% (113/130) of the samples showing
resistance. In contrast, even after 75 years since its description [85], neomycin showed
one of the lowest percentages of resistance (60.76%; 51/130), especially against
Klebsiella spp. (7.14%; 2/28). When compared to Ishii et al. [79], the resistance to
cephalothin increased by about 1.5 times (from 61.5% to 96.92%), while amoxicillin
and amoxicillin + clavulanic acid resistance increased by about 1.1 times (from 64.0%
to 90.76% and from 68.0% to 75.38%, respectively). Resistance to ciprofloxacin
increased by 1.9 times (from 42.8% to 79.23%). Although in Klebsiella spp. infection,
first to fourth generation cephalosporins do not show statistical difference in the
percentage of resistant isolates within the classes, the high OR values (3.26 and 3.78;
Table 4), suggest that if more data were available, there would be statistical difference.

Plasmids responsible for beta-lactamase enzymes often carry genes
encoding resistance to other classes of drugs, such as aminoglycosides, trimethoprim,

and fluoroquinolones [61, 62] which can explain high level of the resistance found in
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this study to other classes of antibiotics besides beta-lactams. Besides that, some
beta-lactamases and carbapenemases can also cause resistance to others class of
antibacterial molecules beyond beta-lactams, especially when combined with other
resistance mechanisms, such as loss of porins or efflux mechanisms [86]. Salgado
Calixto et al. describe that individual treated with antibacterial up to 12 months before
antibiogram have a 15 times greater chance of carrying E. coli resistant to
cephalosporins, for example, demonstrating that previous exposure to antibiotics is
also a factor to be considered at high levels of resistance [87]. This justifies the unusual
pattern of resistance to beta-lactams found in this study for ESBL detection and AmpC
positive samples.

In this study, samples from companion animals accounted for 43.84%
(57/130) of resistant isolates. Several analysis investigating companion animals have
monitored the dissemination of resistant Enterobacteriaceae by beta-lactamases in
Brazil [53-55, 62,65, 75, 79, 87-89]. Access to complex individual treatment protocols
with exposure to broad-spectrum antimicrobials, longer hospitalization periods and
increased complexity procedures explains the contribution of companion animals in
the increase of multidrug-resistant pathogens [91]. Additionally, the increase in
interactions between humans and companion animals, especially during the pandemic
of COVID-19, has rase the risk of nosocomial infections caused by resistant bacteria
in veterinary hospital settings, concomitantly the risks in human hospitals [74, 92].

Over half of the isolates (73/130) were recovered production animals,
and several factors may explain the high frequency in the detection of resistance.
Firstly, Brazil is a major producer and exporter of animal-derived foods [13]. In second
place, although the practice has been prohibited for some antibacterials since 1998,
traditionally, in livestock farming, antibacterials are used for prophylactic measures and
as growth promoters, besides treatment of infectious diseases [93]. Additionally, there
is @ common practice of metaphylaxis in an attempt to limit the spread of a particular
pathogen [94]. The inefficient use of broad-spectrum antibacterial, commonly
administered unnecessarily is also a contributing factor. Lastly, sub-lethal doses of
antibiotics and narrow-spectrum antibiotics for treating diseases caused by pre-
resistant agents act as selective pressure, driving bacterial evolutionary machinery to
adapt to environmental stressors [95, 96]. All Nile tilapia recovered showed resistance
to penicillins (amoxicillin and penicillin) and macrolides, in addition to a high resistance

rate to phenicols, tetracyclines, quinolones, and first, second, and third generation
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cephalosporins, even though in Brazil tetracycline and florfenicol are the only
antibiotics approved use in fish treatment [97, 98]. It is important to note that third and
fourth-generation cephalosporins, macrolides, and quinolones are three of the seven
antibiotic classes listed by the WHO as critically important for human medicine [99] and
that antimicrobial compounds are inadequately employed in aquaculture, significantly
intensifying the influence on the emergence and dissemination of antimicrobial

resistance [95].

6.7 CONCLUSION

The presence of MDR or XDR E. coli, Klebsiella spp., and Proteus
spp., carrying ESBL and carbapenemases, in secretions, excretions, and organs of
canines, felines, equines, bovines, and fish in Brazil, poses a significant threat to public
health. Enterobacteriaceae included in this study showed high resistance rates to
representatives of beta-lactam subclasses, except for carbapenems and cephamycins.
Additionally, there was a statistically significant difference in the effective use of
bacterial agents among antibiotics within the same class, with different chances of
resistance, with a significant number of the samples exhibiting an XDR pattern. These
bacterial pathogens can transfer resistance genes to other environmental pathogens,
highlighting their role in the One Health threat, which requires continuous surveillance
of the antibiotic resistance status aiming for effective treatment and mitigation

strategies against this imminent crisis.
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3668 6.9 APPENDIX

Table 1 — Antimicrobial agents used in the antibiogram

Class

Agent (Acronym, concentration/disk)

Aminoglycosides

Amikacin (AK, 30ug)
Gentamicin (GEN, 10ug)
Neomycin (NEO, 30ug)
Tobramycin (TOB, 10ug)

Phenicols

Chloramphenicol (C, 30ug)
Florfenicol (FLF, 30ug)

Beta-lactams

Carbapenems

Imipenem (IPM, 10ug)
Meropenem (MRP, 10ug)

1st generation Cephalosporins

Cephalexin (CFE, 30ug)
Cephalothin (CFL, 30ug)
Cefazolin (CFZ, 30ug)

2nd generation Cephalosporins

Cefuroxime (CRX, 30ug)
Cefoxitin (CFO, 30ug)

3rd generation Cephalosporins

Cefovecin (CVN, 30ug)
Ceftiofur (CTF, 30ug)
Ceftriaxone (CRO, 30ug)

4th generation Cephalosporin

Cefepime (CPM, 30ug)

Monobactam

Aztreonam (ATM, 30ug)

Penicillins

Amoxicillin (AMO, 10ug)
Amoxicillin + Clavulanic Acid (AMC, 30ug [20/10])
Ampicillin (AMP, 10ug)
Penicillin (PEN, 10ug)

Macrolides

Azithromycin (AZI, 15ug)
Rifampicin (RIF, 5ug)

Quinolones

Sulfonamides

Ciprofloxacin (CIP, 5ug)
Enrofloxacin (ENO, 5ug)
Levofloxacin (LVX, 5ug)
Norfloxacin (NOR, 5ug)

Sulfamethoxazole + Trimethoprim (SXT 23.75ug +
1.25u9)

Tetracyclines

Doxycycline (DOX, 30ug)
Tetracycline (TET, 30ug)
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Table 2 — Target genes, nucleotide sequence of primers used in polymerase chain reactions (PCR) and multiplex polymerase
chain reaction (mPCR) expected amplicon size.

Amplicon

. Reference
size

Group Target Gene Nucleotide sequence (5°- 3") Primers [concentration]

Fwa: AAA AAT CAC TGC GCC AGT TC
Rvb: AGC TTATTC ATC GCCACG TT
Fw: CGACGC TACCCCTGCTATT
CTX-M-2 Rv: CCA GCG TCA GAT TTT TCA GG CTX-M-2F and 2R [20pmol] 5562
. Fw: TCG CGT TAA GCG GAT GAT GC
ESBL CTX-M-8 Rv: AAC CCA CGA TGT GGG TAG C CTX-M-8F and 8R [20pmol] 666 Woodford et al. [34]

Fw: CAA AGA GAG TGC AAC GGA TG

CTX-M-1 CTX-M-1F and 1R [20pmol] 415

CTX-M-9 Rv: TT GOA AAG GGT TOA TCA GG CTX-M-9F and 9R [20pmol] 205
CTXM.25 Fw: GCA CGA TGA CAT TCG GG CTX-M-25F and 25 R -
- Rv: AAC CCACGATGT GGG TAGC [20pmol]
MOX-1, MOX-2, CMY- Fw: GCT GCT CAA GGA GCA CAG GAT MOXMF, MOXMR [20pmol] 520
1, CMY-8to CMY-11  Rv: CAC ATT GAC ATA GGT GTG GTG C
LAT-1 to LAT-4, CMY- Fw: TGG CCA GAA CTG ACA GGC AAA
210 CMY-7,BIL-1  Rv: TTT CTC CTG AAC GTG GCT GGC CITMF, CITMR [20pmol] 462
Fw: AAC TTT CAC AGG TGT GCT GGG T
DHA-1, DHA-2 Rv: CCG TAC GCA TAG TGG CTT TG0 DHAMF, DHAMR [20pmol] 405
AmpC? Fw: AAC AGC CTC AGC AGC CGG TTA Perez; Hanson [33]
ACC Rv: TTC GCC GCA ATC ATC CCT AGC ACCMF, ACCMR [20pmol] 346
Fw: TCG GTA AAG CCG ATG TTG CGG .
MIR-1T ACT-1 Rv: CTT CCA CTG GGG CTG CCA GTT EBCMF; ABCMR [20pmol] 302
Fw: AAC ATG GGG TAT CAG GGA GAT G
FOX-1 to FOX-5b Rv- CAA AGC GCG TAA GCG GAT TGG FOXMF, FOXMR [20pmol] 190
IMP Fw: GAATAG(A/G)(A/G)TGGCTTAA(C/T)TCTC IMPgen-F1 and R1
Metallo Rv: CCAAAC(C/T)ACTA(G/C)GTTATC [100pmol] 188
Fw: TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC
- 2 -
Iacl:)teat;as GIM Rv: CGGAACGACCATTTGAATGG SIM-F1 and R1 [10pmol] 569 Mendes et al. [35]
e SIM? Fw: GTACAAGGGATTCGGCATCG GIM-F1 and R1 [10pmol] 75

Rv: TGGCCTGTTCCCATGTGAG



Fw: CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG

4 -
SPM Rv: CCTTTTCCGCGACCTTGATC SPM-F1 and R1 [10pmol] 798
Fw: GTTTGGTCGCATATCGCAAC
5 -
VIM Rv: AATGCGCAGCACCAGGATAG VIMgen-F2 and R2 [10pmol] 382
Fw: GCGTGGTTAAGGATGAACAC
_4 86 - -
OXA-48 Rv: CATCAAGTTCAACCCAACCG NDM-F and -R [20pmol] 438 Doyle ot al. [36]
Fw: GCAGCTTGTCGGCCATGCGGGC '
7 - - -
Carbape NDM Rv: GGTCGCGAAGCTGAGCACCGCAT ~ OXA-48-F and 48-R [20pmol] 82
nemases Fw: TGTCACTGTATCGCCGTC
KPC? Rv: CTCAGTGCTCTACAGAAAACC 5; 10 [10pmol] 1011 Yigit ey al. [37]
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Table 3 — Mix used in polymerase chain reaction (PCR) and multiplex polymerase

chain reaction (mPCR) amplification protocols.

Beta- . ) Primers  Primers  Ultrapure  DNA sample Fmél
lactamase SuperMix Mix Fw1 RV?2 water extracted reaction
volume
blaCTX-M * A 6,25 pl 0,5 pl 0,5 ul 3,75yl 1,5 pl 12,5 ul
AmpC3 B 21 ul 1ul 1l - 2 ul 25 ul
blaIMP
blaGIM
blaSIM A 10 0,5 pl 0,5 ul - 1l 12 pl
blaVIM
blaSPM*
blaOXA * e C 6 pl 0,25 pl 0,25 pl 4 ul 1 ul 12 ul
blaNDM * each each
blakPC A 45 pl 1l 1ul - 3l 50 ul

TFW: primer foward
2RV: primer reverse

3 AmpC: MOX1, MOX2, CMY-1, CMY-8 to CMY-11, LAT1 to LAT-4, CMY-2 to CMY-7, BIL-1, DHA-1,

DHA-2, ACC, MIR-1T ACT-, FOX1 to FOX-5b.

Supermix A. Platinum PCR SuperMix. Invitrogen, Thermofisher, Massachussetts, EUA. Platinum PCR
SuperMix [U 22U Taq DNA, 22mM Tris-HCL, 55mM KCL, 1.65mM MgClz, 220uM dGTP, 220uM dATP,
220uM Dttp, 220uMCTP e estabilizantes]. Supermix B. Promega, Wiscosin, EUA. Supermix C. PCR
SuperMix NZY. NZYTech, Lisbon, Portugal. NZYTech Taq Il 2x Green Supermix [0.2U/uL Taq DNA,

2.5mM MgClz].
* Adapted final volume.
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Table 4 — Polymerase chain reaction (PCR) and multiplex polymerase chain reaction

(mPCR) amplification protocols

Beta- Initial Melting Extension Final Ne° of
Denaturation
lactamase  denaturation temperature  Temperature extension cycles
blaCTX-M'  94°C | 5min 94°C | 25s 62°C | 40s 72°C | 50s 72°C | 6min 30x
AmpC? 94°C | 3min 94°C | 30s 61°C | 30s* 72°C | 1min  72°C | 7min* 25x
blalMP* &
94°C | 5min 94°C | 20s 53°C | 45s 72°C | 30s 72°C | 6min 35x
blaGIM*
blaSIM* & . ]
94°C | 5min 94°C | 20s 55.5°C | 45s* 72°C | 30s 72°C | 6min 35x
blaVIM*
blaSPM* 94°C | 5min 94°C | 20s 56.5°C | 45s* 72°C | 30s 72°C | 6min 35x
blaOXA3 &
94°C | 5min 94°C | 45s 63°C | 45s 72°C | 1min  72°C | 8min 35x
blaNDM
| . 72°C | .
blaKPC* 94°C | 5min 94°C | 1min 58°C | 30s 1-30mi 72°C | 10min 35x
:30min

'mPCR performed for genes CTX-M1, CTX-M2, CTX-M8, CTX-M9 e CTX-M25

2 mPCR performed for genes MOX-1, MOX-2, CMY-1, CMY-2, CMY-3, CMY-4, CMY-5, CMY-6, CMY-
7, CMY-8, CMY-11, LAT-1, LAT-2, LAT-3, LAT-4, BIL-1, DHA-1, DHA-2, ACC, MIR-1T, ACT-1, FOX-
1, FOX-2, FOX-3, FOX-4 e FOX-5b

SmPCR performed for genes NDM e OXA-48

4Convencional PCR performed for KPC-1 e KPC-2
*Adapted by the author.



Table 5 — Resistance profile of isolates as suggested by Magiorakos et al. (2012)

ID Species Material Isolate 12 3 4 567 8 9 10 11 12 13 Classification
BER 24 Feline Urine Klebsiella spp. RRSRSRRRR R R R R MDR
BER 25 Canine Urine Escherichia coli RRSRSRSRRRRRR MDR
BER 56  Equine Feces Escherichia coli RRSRSRRRRR SRR MDR
BER 59  Equine Feces Escherichia coli RRSRSRRRRRRRR XDR
BER 63  Equine Feces Escherichia coli RRSRSRRRRRRRR XDR
BER 104  Canine Bladder mucosa Klebsiella spp. RRSRSRRRR R R R R MDR
BER 107  Canine Dermal wound Proteus spp. RRRRRRSRR R R R R XDR
BER 123  Bovine Feces Escherichia coli SRSRSRSRRRRRR MDR
BER 124  Bovine Feces Escherichia coli SSSRSRSRRR SRR MDR
BER 129 Bovine Feces Escherichia coli RRSRSSSRRRIRRR MDR
BER 161  Bovine Feces Escherichia coli RSSRSRSRS R S S R MDR
BER 162 Bovine Feces Escherichia coli RSSRSRSRSR SRR MDR
BER 163  Bovine Feces Escherichia coli RRSRSRSRRRIRRR MDR
BER 169 Canine Urine Escherichia coli RRSRSRSRRRRRTR MDR
BER 172 Bovine Feces Escherichia coli RRSRSRRRRRR SR MDR
BER 175 Bovine Feces Escherichia coli RRSRSRRRRRRRR MDR
BER 178 Bovine Feces Escherichia coli RRSRSRRRRRRRR MDR
BER 179 Bovine Feces Escherichia coli RRSRSRRRRRRRR MDR
BER 182 Bovine Feces Escherichia coli RSSRRRRRRRRRR MDR
BER 185 Bovine Feces Escherichia coli RRSRSRRRRR S SR MDR
BER 188 Bovine Feces Escherichia coli RRR R SRRRRRRRR XDR
BER 193  Bovine Feces Escherichia coli RRSRSRSRRRRRR MDR
BER 194  Bovine Feces Escherichia coli RRSRSRRRRRRRR MDR
BER 197 Bovine Feces Escherichia coli RRSRSRRRRRRRR MDR
BER 219 Bovine Feces Escherichia coli RRR R SRRRRRRRR MDR
BER 225 Bovine Feces Escherichia coli RRSRSRSRRRRRR MDR
BER 228 Bovine Feces Escherichia coli RRSRSRRRRR SRR MDR
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Classification of resistance (R) or sensitive (S) according to Magiorakos et al. (2012), a
characteristics and classification as multidrug resistant (MDR). Sensitivity to a representative of a maximum of two classes was considered
extensively resistant (XDR).

R*: intrinsic resistance for at least one representative of the class. Intermediates represented as resistant. (1) Aminoglycosides; (2) Amphenicols;
(3) Carbapenem; (4) Cephalosporin 1st + 2nd generation; (5) Cephamycin; (6) 3rd and 4th generation cephalosporin; (7) Monobactam; (8)
Penicillins; (9) Ampicillin; (10) Macrolides; (11) Quinolones; (12) Sulfonamides; (13) Tetracyclines.

representative of the class conferred resistant
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Table 6 — GenBank record sequence of sequenced species.
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Gene Specie (ID) GenBank Accession Numbers
blaCTX-M-1 E. coli 296 PP693902
blaCTX-M-2 E. coli 271 PP693903
blaCTX-M-8 E. coli 225 PP693904
blaCTX-M-9 E. coli 389 PP693905

blaDHA E. coli 644 PP693906
blaCMY Proteus spp. 276 PP693908
blaKPC Klebsiella spp. 497 PP693907
blaNDM Klebsiella spp. 742 PP934843
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Figure 1 — Gel electrophoresis of PCR products demonstrating positivity for the
blaCTX-M group

Samples 296 (containing M1), 271 (M2), 225 (M8) and 398 (M9).

Figure 2 — Gel electrophoresis of PCR products demonstrating positivity for New
Delli beta-lactamase and OXA beta-lactamase carbapenemases

Volume: 12

mPCR to New-Delli metallo-beta-lactamase (NDM) and OXA-metallo-beta-lactamase (OXA).
Samples 742 and 743 positive to presence of NDM.
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Figure 3 — Gel electrophoresis of PCR products demonstrating positivity for KPC
beta-lactamase
e v e e . o
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Sample 497 positive to KPC enzyme
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

A crise da selegéo de bactérias multirresistentes € fomentada pelo uso
inadequado de antimicrobianos e configura um desafio multifacetado que exige
abordagem colaborativa entre medicina humana e animal para mitigar impactos
negativos na saude unica.

Ao destacar a presenca de Enterobacteriaceae multirresistentes e
extensivamente resistentes, carreadoras de ESBL e carbapenemases nas mais
diversas amostras de caninos, felinos, equinos, bovinos e peixes no Brasil se pretende
enfatizar a complexidade e as questbes criticas resultantes da utilizacédo de
antibioticos em animais, que resultam diretamente em um ambiente pressionado para
selegdo de microrganismos com capacidade de resisténcia. O destaque de altas taxas
de resisténcia as subclasses de beta-lactamicos, os antibiéticos mais utilizados na
terapéutica humana e veterinaria, alerta o papel utilitario do médico veterinario, sendo
chamado a avaliar cuidadosamente as consequéncias das suas decisdes de escolha
de tratamento.

Neste contexto, se evidencia a necessidade de vigilancia continua do
estado de resisténcia aos antibacterianos com vista a estratégias eficazes de
tratamento e mitigagdo contra esta crise iminente. A medida que evidéncias cientificas
continuam a destacar os riscos associados ao uso indiscriminado de antibacterianos,
€ imperativo que todos os agentes envolvidos nos ambitos da saude unica, com
destaque para produtores de animais, industrias, legisladores, organizagdes de saude
publica e a sociedade em geral, reconhegam a urgéncia de implementar estratégias
eficazes de controle e prevencao.

O conhecimento do status sanitario local e nacional, objetivo deste
trabalho, permite o desenvolvimento e implementagdo de agdes de controle e
profilaxia adequadas a realidade. Além disso, promover o estabelecimento de
regulamentag¢des mais rigorosas e o incentivo a pesquisa de alternativas terapéuticas

sao atitudes providenciais para o combate a esse desafio eminente.



