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RESUMO

Microrganismos causadores de doencas zoondticas, infeccbes humanas e sindromes
alimentares, estdo entre os principais alvos de estudos que utilizam a abordagem One health.
A alta prevaléncia de cepas de Escherichia coli como agente colonizador ou patogénico no
ambiente em geral e 0 impacto dessa espécie bacteriana na saude humana, estdo associados a
importancia desse microrganismo como biomarcador da disseminacdo da Resisténcia
Antimicrobiana (RAM). Além disso, este microrganismo possui alta eficiéncia na regulacdo e
aquisicdo de genes que codificam mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos,
principalmente sob a presséo seletiva desencadeada pelo uso de antimicrobianos, bem como
alta prevaléncia de resisténcia aos betalactdmicos e polimixinas. O presente estudo apresentou
duas abordagens: 1. revisdo do estado-da-arte sobre a disseminacdo de cepas resistentes a
polimixina em diferentes espécimes bioldgicos e a emergéncia do gene mcr no Brasil; e 2.
analise experimental que avaliou a dindmica de dispersao de bactérias resistentes de E. coli no
ambiente (amostras de leite bovino cru), na saide humana (isolados clinicos de infeccdes
hospitalares) e em animais (aves da espécie Caracara plancus), e caracterizacdo do fen6tipo e
gendtipo desses microrganismos. Neste estudo foram obtidos 188 isolados bacterianos
provenientes de 87 swabs obtidos da cloaca de C. plancus e de 20 amostras de leite cru, além
de 26 isolados clinicos de origem hospitalar. Os microrganismos foram obtidos dos estados da
Bahia (amostras de C. plancus) e Paraiba (amostras de leite e isolados clinicos) durante os
anos de 2019, 2021 e 2022. As bactérias foram caracterizadas quanto a fermentacéo de lactose
e morfologia das col6nias em meio MacConkey e identificadas molecularmente pela Matrix
Assisted Laser Desorption lonization - Time Of Flight (MALDI-TOF). Apos esta triagem,
coldnias da espécie foram submetidas ao teste de disco-difusdo em &gar, de acordo com o
protocolo do Clinical Laboratory and Stanrd Institute (CLSI). Posteriormente foi realizada a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para deteccdo de 26 genes de betalactamases e do
gene de resisténcia a colistina mediada por plasmideo. A Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus — PCR (ERIC-PCR) foi utilizada para determinar o perfil clonal dos
isolados. Por fim, foram aplicados e comparados os métodos de coloragdo com Cristal
Violenta (CV) e crescimento em meio vermelho-congo para analisar a capacidade de
producdo de biofilme. Como primeiro resultado, foram obtidos dois artigos de revisdo
contemplando os temas: “Dissemina¢do da resisténcia a polimixina no ambiente” e “Bacilos
Gram-Negativos carreando 0 gene mcr no Brasil”. Como resultados experimentais iniciais

foram obtidos 104 microrganismos de C. plancus e 84 nas amostras de leite cru, nos quais E.



coli representou 37,5% (n=39) e 13,4% (n=11), respectivamente. Entre as cepas de E. coli de
aves 15,4% (6/39) foram produtoras de Betalactamases de Espectro Estendido (ESBL), em
leite 36,3% (4/11) e nos isolados clinicos 23.1% (6/26). O gene blactx-m-12 foi 0 mais
prevalente entre as amostras de diferentes origens, apresentando incidéncia de 18% (7/39),
18,1% (2/11) e 23,1% (6/26) nas amostras de C. plancus, leite cru e clinicas, respectivamente.
E importante destacar que o estudo reporta o primeiro caso de E. coli portadora de blaxpc com
susceptibilidade aos carbapenéns em amostras de origem animal e do determinante genético
blanom em isolados do estado da Paraiba, Brasil. Ndo foram detectadas cepas portadoras do
gene mcr-1 em nenhuma das amostras investigadas. A propor¢do de cepas produtora de
biofilme foi semelhante entre os isolados clinicos (73,1%, n=19) e de aves (74,3%, n=39), no
entanto apresentou incidéncia menor entre as cepas de leite cru (45,4%, n=5). O resultado da
genotipagem demonstrou a disseminacdo de cepas portadoras de genes de resisténcia aos
betalactamicos em diferentes aves, em diferentes amostras de leite (provenientes de tanques
distintos) e em diferentes pacientes no ambiente hospitalar. Este estudo identificou a dispersao
de alguns determinantes de resisténcia em populacdes de E. coli nos estados da Bahia e
Paraiba, e revelou a importancia do monitoramento dessa bactéria na disseminacdo da RAM
nos locais investigados. Os dados obtidos sdo preocupantes e demonstram a necessidade de
pesquisas adicionais baseadas nessa perspectiva One Health para o enfrentamento a RAM,
principalmente, relacionada a disseminacdo de cepas de E. coli produtoras de CTX-M em

animais, alimentos e humanos.

Palavras-chave: Bactérias patogénicas; CTX-M; Multirresisténcia; Biofilme; Clones
Bacterianos.



ABSTRACT

Zoonotic diseases pathogen microorganisms, human infections, and alimentary syndromes are
among the main targets of studies with the One health approach. The high prevalence of
Escherichia coli strains as a colonizing agent or pathogen in the general environment and its
impact of this species of bacteria in human health are associated with the importance of this
microorganism as a biomarker of the dissemination of Antimicrobial Resistance (AMR).
Supplementary to it, this bacterium has a high regulating efficiency and acquirement of genes
that regulate antimicrobial resistance mechanisms, primarily the selective pressure triggered
by the use of antimicrobials along with the high prevalence of beta-lactam and polymyxins.
The present study presented two approaches: 1. State-of-the-art review over the dissemination
of isolates resistant to polymyxin in different biological specimens and the rise of mcr gene in
Brazil; 2. Experimental analysis that evaluated the dynamic of dispersion of resistant E. coli
bacteria in the environment (raw bovine milk samples), in human health (clinical isolates
from hospital-acquired infections) and in animals (birds of the species Caracara plancus), and
the genotypic and phenotypic characterization of this microorganisms. In this study 188
bacterial isolates were obtained, 87 obtained of C. plancus cloaca, 20 samples from raw milk
and 26 from clinical isolates from hospitals. Microorganisms originated from Bahia (C.
plancus) and Paraiba (raw milk and clinical isolates) during the years of 2019, 2021 and 2022.
The bacteria were characterized regarding the lactose fermentation, colony morphology in
MacConkey medium and identified molecularly using Matrix Assisted Laser Desorption
lonization — Time of Flight (MALDI-TOF). After the screening, colonies of the species were
subjected to the disk-diffusion method, according to the Clinical Laboratory and Standard
Institute (CLSI). Polymerase Chain Reaction (PCR) was used to the detection of 26 beta-
lactamases genes and the plasmid mediated colistin resistance gene. Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus - PCR (ERIC-PCR) was utilized to recognize the clonal
profile of the isolates. Congo-red agar method and Crystal Violet Assay were applied in
comparison to verify biofilm production capability. As a primary result, two academic articles
reviews were obtained regarding the subjects: “Dissemination of polymyxin-resistance in the
environment” and “Gram-negative bacilli carrying the mcr gene in Brazil”. As a result of the
initial experiments were obtained 104 microorganisms from C. plancus and 84 from the raw
milk samples, which E. coli represented 37.5% (n=39) and 13.4% (n=11), respectively.
Among bird E. coli strains 15.4% (6/39) were Extended Spectrum Beta-Lactamases (ESBL),
in milk 36.3% (4/11) and in the clinic isolates 23.1% (6/26). The blacTx-m-12 gene prevailed



amongst different origins, presenting an incidence of 18% (7/39), 18.1% (2/11) and 23.1%
(6/26) in the C. plancus, raw milk and clinical isolates samples respectively. The study reports
the first case of E. coli carrying the blakec gene with sensibility to the carbapenems in samples
originated from animal and the genetic determinant blanpwm in isolates from the Paraiba state,
Brazil. The mcr-1 gene was not detected in tested samples. The proportion of biofilm
producing strains in the clinical isolates (73.1%, n=19)) and bird isolates (74.3%, n=39), were
similar. Nonetheless, minor incidence was presented in the raw milk isolates (45.4%, n=5).
The result from the genotyping assorted the dissemination of the strains carrying the genes of
beta-lactams resistance in different birds, different milk samples (from distinct tanks) and
from the hospital environment. This study identified the dispersion of some determinants of
resistance in E. coli populations in the states of Bahia and Paraiba and revealed the
importance of the monitoring of this bacterium in the dissemination of AMR in the
investigated locations. The date obtained are alarming and shows the need of aditional
research based on One Health perspective to decrease AMR, mainly, regarding the E. coli

CTX-M producing strains dissemination in animals, food, and human.

Keywords: Pathogenic Bacteria; CTX-M; Multidrog-Resistance; Biofilm; Bacterial Clones.
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1 INTRODUCAO

As bactérias sdo organismos que possuem uma alta capacidade de adaptacdo ao meio
ambiente e tornam-se resistentes a toxinas e antimicrobianos por diversos mecanismos. O
fendbmeno no qual esses microrganismos conseguem sobreviver, quando expostos a
concentragBes consideradas como terapéuticas dos antimicrobianos é denominado de
Resisténcia Antimicrobiana (RAM). Além disso, a multiplicacdo répida dos microrganismos
estd associada a facilidade do surgimento de mutagdes em seu material genético que podem
acarretar novos padrdes de RAM (COSTA-JUNIOR et al., 2020; SANTOS et al., 2022).

Os betalactdmicos estdo entre as principais classes de antibidticos utilizados no
tratamento de infecgbes por bactérias Gram-Negativas. Porém, esses microrganismos sao
capazes de produzir enzimas betalactamases, responsaveis pela hidrélise e inativacdo desses
antimicrobianos, impossibilitando a atividade destes frente as bactérias. Enterobactérias
Produtoras de Betalactamases de Espectro Estendido (ESBL) sdo consideradas uma ameaca
séria a salde humana e animal. Essas enzimas sdo capazes de hidrolisar penicilinas,
cefalosporinas e monobactamicos. As ESBLs mais observadas séo variantes de TEM-1, TEM-
2, SHV-1 e CTX-M. Além disso, podem ser transferidas entre bactérias da mesma espécie ou
de espécies diferentes, sendo a detecgdo de cepas produtoras de ESBL associada diretamente
a bactérias multirresistentes e altas taxas de mortalidade (CODJOE, DONKOR, 2017;
COSTA-JUNIOR et al., 2021).

Por conta das opcdes terapéuticas restritas para o tratamento de infec¢Bes causadas por
esses microrganismos, ocorreu um aumento significativo no uso de carbapenémicos na clinica
médica. A resisténcia aos carbapenémicos em enterobactérias pode surgir principalmente de
genes que codificam carbapenemases, que sdo capazes de realizar a hidrolise de penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos. Até o inicio da década de 1990,
acreditava-se que as carbapenemases eram codificadas apenas por genes cromossémicos em
algumas espécies bacterianas. Contudo, pesquisadores identificaram as enzimas imipenemase
(IMP-1), oxacilinase-23 (OXA-23) e Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)
codificadas por elementos genéticos mdveis em cepas de Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii e K. pneumoniae (CODJOE, DONKOR, 2018; OLIVEIRA
SANTOS et al., 2022).
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Com o aumento da prevaléncia de cepas produtoras de enzimas carbapenemasesem
bacilos Gram-negativos, houve o retorno do uso das polimixinas na clinica médica e
veterinaria, como uma das ultimas alternativas de tratamento de infecgbes por bactérias
multirresistentes. As polimixinas sdo antibioticos polipeptideos que atuam desestabilizando os
Lipopolissacarideos (LPS) da membrana celular das bactérias Gram-negativas. Porém, nos
altimos anos, algumas espécies de bacilos Gram-negativos, anteriormente susceptiveis as
polimixinas, tém sido reportadas como resistentes a esta classe de antimicrobianos (LIMA et
al., 2020; COSTA-JUNIOR et al., 2020).

A resisténcia as polimixinas pode ser de natureza intrinseca, como a observada em
Proteus sp., Providencia sp. e Serratia spp., ou adquirida através de mutacOes
cromossémicas. Posteriormente, foi identificada a resisténcia as polimixinas relacionada a um
gene de resisténcia que poderia estar presente em elementos genéticos moveis, 0 mcr,
codificado no plasmideo de uma cepa de E. coli na China, isolada de amostras de animais
(FALAGAS et a., 2005; LIU et al., 2016; COSTA-JUNIOR et al, 2021). Nos anos seguintes,
estudos identificaram a presenca do gene mcr-1, e outras variantes do gene, em outras
espécies de enterobactérias, Acinetobacter spp. e P. aeruginosa (CASELLI et al., 2018;
HAMEED et al., 2019).

Além do perfil de resisténcia, a capacidade desses microrganismos de produzirem
biofilme é outra caracteristica preocupante. Os microrganismos produtores de biofilme sdo
responsaveis por causar a maior parte das infeccdes bacterianas humanas e animais (LUINI et
al., 2015; NOEL et al., 2016; KAR et al., 2016). Estes, sdo comunidades bioldgicas com
elevado grau de organizacédo, nas quais 0s microrganismos formam comunidades estruturadas,
coordenadas e funcionais. Essas comunidades biologicas sdo capazes de produzir matrizes
poliméricas nas quais se encontram imersas e aderidas a uma superficie biotica ou abiotica,
promovendo uma barreira protetora entre as bactérias e o ambiente, atuando como um
importante fator de viruléncia e patogenicidade, tornando as bactérias altamente resistentes
aos antimicrobianos e a imunidade do hospedeiro (ACKER et al., 2014; GABRILSKA,
RUMBAUGH, 2015; COSTA-JUNIOR et al., 2018). A disseminacdo de patdgenos
resistentes e produtores de biofilme, tem implicado na falha terapéutica em muitas doencas
infecciosas, aumentando 0s custos no tratamento e tempo de internagdo (TEUBER, 2001,
LINARDI et al., 2014; COSTA-JUNIOR., 2018).
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Anélises epidemioldgicas moleculares sdo essenciais para a deteccdo da origem e da
disseminacdo de microrganismos, com a finalidade de desenvolver estratégias preventivas
para controlar a transmissdo de bactérias. Os métodos de genotipagem bacteriana sdo
utilizados como uma ferramenta para a diferenciacdo de um grupo bacteriano fenotipicamente
idéntico, tendo impacto direto na intervencdo terapéutica por serem essenciais na
identificacdo de cadeias de transmissdo em surtos. Além disso, a partir das ferramentas de
genotipagem bacteriana € possivel evidenciar as relacfes entre microrganismos de mesma
espécie em determinada &rea geografica durante um periodo de tempo determinado
(JACOME et al., 2016; TABAK et al., 2019; COSTA-JUNIOR et al., 2021).

Apesar de possuir como habitat natural o trato gastrointestinal de animais
endotérmicos, como o0s humanos, cepas de E. coli podem ser encontradas amplamente
dispersa no ambiente, principalmente em aguas de mares e rios e alimentos de agricultura,
devido ao processo inadequado do despejo de esgoto. A grande variedade de fatores de
viruléncia em bacilos Gram-negativos esta relacionada ao aumento da patogenicidade desses
microrganismos, que séo capazes de modificar a superficie celular, liberar toxinas invasinas e
realizar a translocacdo de proteinas efetoras por sistemas de secrecdo. Além disso, devido a
alta eficiéncia das cepas de E. coli na regulacdo e aquisicdo de genes que codificam
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos, principalmente sob a pressdo seletiva
desencadeada pelo uso de antimicrobianos, séo reportadas alta prevaléncia de resisténcia a
betalactamicos e polimixinas entre cepas dessa espécie. Dessa forma, devido a sua ampla
dispersdo no ambiente, na saude humana e animal e em alimentos, esses microrganismos sao
considerados como marcadores importantes para estudos de rastreamento da dispersdo da
RAM. (PELEG et al.,, 2010; MALUTA., 2012; SIQUEIRA et al.,, 2018; CORDEIRO-
MOURA et al., 2022).

O leite é um fluido secretado por fémeas mamiferas visando atender as necessidades
nutricionais de individuos neonatos e utilizado como um importante componente alimentar da
dieta de adultos. Porém, a coleta inadequada e o processamento desse fluido para o
procedimento de distribuicdo expdem este aos microrganismos (VIDAL et al., 2017; WEBER
et a., 2019). O processo de pasteurizacdo foi implementado na inddstria alimenticia como um
método antimicrobiano, no entanto, ainda sdo relatados diversos casos de processos
infecciosos em individuos apds consumo de leite pasteurizado (WEBER et a., 2019). A

mastite bovina € considerada uma das principais causas de contaminacdo de leite e infeccdes
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bacterianas sd@o apontadas como principal causa de mastite infecciosa em bovinos. S&o
descritas a existéncia de mais de 140 espécies bacterianas envolvidas na etiologia da mastite.
Muitas das infec¢Ges nestes animais sdo causadas por microrganismos resistentes aos
antimicrobianos (OLIVER, MURINDA, 2012; KAYESH et al., 2014; CALAHORRANO-
MORENQO et al., 2022). E. coli representa cerca de 15-20% dos casos de mastite infecciosa
bacteriana em bovinos, sendo a principal causadora da doenca entre os bacilos Gram-
negativos. Quando causada pela E. coli, esta doenca pode variar de uma condicdo leve até
uma sepse fatal no animal (BOTREL et al., 2010; LIU et al., 2014; COSTA-JUNIOR et al.,
2018). Esta, também pode ser encontrada na microbiota entérica de aves e mamiferos.
Embora, aproximadamente 90% dessas cepas sejam comensais € nao patogénicas, a
porcentagem patogénica pode estar relacionada a infecgBes intestinais e/ou extra-intestinais
(SILVA et al., 2021).

As aves de rapina s@o consideradas indicadoras de qualidade ambiental, gracas a seu
destaque como predadoras de topo em cadeias e teias alimentares. Algumas espécies também
podem se adaptar a ambientes antropizados como é o caso do Caracara plancus. Esse contato
com areas antropizadas aumenta também o contato dessas aves com microrganismos que
possuem resisténcia aos antibidticos (FERGUSON-LEES; CHRISTIE, 2001; AZEVEDO et
al., 2003; SILVA et al., 2020).

Assim, a abordagem One Health é amplamente enfatizada nos planos estratégicos para
o controle de doencas zoondticas, seguranca alimentar, mudancas climéticas e controle da
disseminacdo de bactérias resistentes. Sendo um dos objetos de estudo da abordagem One
Health, o controle da disseminacdo da RAM (MACHALABA et al., 2021; FUGA et al.,
2022). Porem, até o momento, os estudos que destacam as possiveis aplicacdes na pratica

clinica e os beneficios advindos com o uso desse tipo de abordagem ainda s@o escassos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Aprofundar sobre a tematica de resisténcia bacteriana as polimixinas em isolados clinicos e
ambientais por meio de artigos de revisdo e avaliar a dindmica de disseminacdo de cepas de
E. coli resistentes e produtoras de biofilme em diferentes ambientes sob a perspectiva de
One health.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar um estudo de revisdo sobre a disseminacdo de cepas resistente as

polimixinas em amostras de origem ambiental

* Realizar um estudo de revisdo sobre a disseminacdo de cepas portadoras do gene

mcr-1 no Brasil em amostras de diferentes origens bioldgicas;

» Rastrear e identificar as cepas de E. coli em amostras de leite bovino, C. plancus e
isolados clinicos;

» Determinar o perfil de susceptibilidade das cepas de E. coli aos principais

antimicrobianos utilizados nas clinicas veterinaria e humana;

» Investigar os genes de resisténcia codificadores de betalactamases e resisténcia a
colistina mediada por plasmideo;

» Avaliar o perfil fenotipico de formacéo de biofilme dos isolados.

» Realizar a tipagem molecular de cepas de E. coli de diferentes origens bioldgicas e
interpretacdo da dindmica de disseminacdo desses isolados sobre a perspectiva
One health;
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA RESISTENCIA BACTERIANA

A RAM ¢ o fendmeno no qual os microrganismos permanecem se multiplicando
mesmo apds serem expostos a concentracbes de antimicrobianos superiores as doses
terapéuticas usadas nos organismos animal e humano. As bactérias possuem uma alta
capacidade de adaptacdo ao meio ambiente e tornam-se resistentes a determinado
antimicrobiano por varios mecanismos. Além disso, a multiplicacdo rapida dos
microrganismos estd associada a facilidade do surgimento de mutacGes em seu material
genético que podem acarretar novos padrdes de resisténcia bacteriana (COSTA-JUNIOR et
al., 2020; SANTOS et al., 2022).

Determinados antimicrobianos sdo advindos de substancias extraidas de
microrganismos. Este fato, é possibilitado pela capacidade de resisténcia intrinseca a este
antimicrobiano. Streptomyces erythrareus, por exemplo, é produtor da eritromicina, e
naturalmente resistente a este antimicrobiano devido a presenca de mecanismos de
autoprotecdo que impedem a sua autodestruicdo. Assim, a resisténcia intrinseca € a habilidade
natural de um microrganismo resistir a moléculas toxicas e antimicrobianos. Patdgenos
oportunistas sdo caracterizados por apresentarem alta resisténcia intrinseca a diversos
antimicrobianos (BLAIR et al., 2014; COSTA-JUNIOR et al., 2020).

Ao contrario dos mecanismos intrinsecos, a resisténcia adquirida esta relacionada a
pressdo seletiva exercida pelos antimicrobianos e levando a populacBGes bacterianas com
resisténcia irreversivel (AZAM, KAN, 2018; COSTA-JUNIOR et al., 2021; SANTOS et al.,
2022). Alem disso, considerando a existéncia no meio ambiente de microrganismos que
possuem mecanismos de autoprotecdo a determinadas classes de antimicrobianos, admite-se
que além de mutacdes no DNA das bactérias, a origem da resisténcia adquirida advém da
transferéncia de genes de resisténcia, relacionadas aos métodos de recombinacédo bacteriana.
O material genético transferido de uma bactéria a outra pode conter informacdes que
desencadeiam alteragdes em caracteristicas fisico-quimicas da bactéria e essas mudancas
podem conferir resisténcia aos agentes antimicrobianos (BLAIR et al., 2014; LAMBRECHT
etal., 2019).

Dessa forma, séo classificados como mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
as alteraces relacionadas a: A) blogueio da entrada do antimicrobiano, atraves da alteracéo
da permeabilidade da membrana; B) mecanismo enzimatico, através da modificacdo do

antimicrobiano, promovendo a perda da atividade antimicrobiana; C) bomba de efluxo,
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transportando os antimicrobianos para fora da célula e D) alteragdo do sitio de acdo do
antimicrobiano, impossibilitando sua atuacdo no sitio especifico da bactéria (Figura 1)
(BLAIR et al., 2014; BELLO etal., 2022; ZHANG, CHENG, 2022).

Figura 1. Mecanismos de resisténcia bacteriana
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Fonte: Adaptado de ZHANG, CHENG (2022).

O mecanismo de resisténcia bacteriana por meio da expressdao de enzimas que
inativam 0s antimicrobianos, apresenta grande importancia na RAM aos betalactamicos,
sendo o principal mecanismo utilizado por bactérias Gram-negativas para combater o efeito
desses antimicrobianos. As enzimas inativadoras desse farmaco, conhecidas como
betalactamases, conferem resisténcia por meio da hidrélise desses farmacos. Embora as
betalactamases possam ser codificadas no cromossomo bacteriano, a utilizagcdo expressiva
desses antimicrobianos na clinica humana e animal, associada ao processo de presséo seletiva,
impulsionou a disseminacdo de genes de resisténcia, entre diferentes espécies de bactérias
Gram-negativas, por meio de elementos genéticos mdveis, como plasmideos e transposons

(BELLO etal., 2022; ZHANG, CHENG, 2022).



23

3.2 UMA VISAO GERAL SOBRE OS BETALACTAMICOS

Os antibioticos betalactamicos sdo caracterizados por possuirem em sua estrutura
guimica um grupamento quimico heterociclico azetidinona denominado anel betalactamico,
com diferentes estruturas quimicas lineares, que estdo relacionadas a diferenciacdo das
caracteristicas quimicas e espectro de acdo dessas moléculas (Figura 2). Esses
antimicrobianos incluem em sua classe os grupos das penicilinas naturais e semissintéticas,
cefalosporinas de primeira a quinta geragdo, monobactamicos, carbapenémicos e os inibidores
de betalactamases. S&o produzidos naturalmente por diferentes organismos, Penicillium spp. e
Cephalosporium spp, para penicilinas e cefalosporinas, respectivamente, e bactérias de
diferentes espécies para monobactamicos e carbapenémicos (VIGLIOTTA et al., 2020; De
ROSA et al., 2021).

Figura 2. Estrutura quimica de betalactdmicos
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Fonte: Adaptado de De ROSA et al. (2021).

Betalactamicos estdo entre as classes de medicamentos mais frequentemente prescritas
na clinica médica. Seu advento a partir de 1929 mudou drasticamente o combate as doencas
infecciosas bacterianas. A penicilina G foi o primeiro representante do grupo a ser descoberto
por Alexander Fleming (FLEMING et al., 1929). O farmacologista italiano Giuseppe Brotzu,

em 1945, identificou a presenca de outros compostos com atividade semelhantes a penicilina,
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a partir de compostos obtidos de Cephalosporium spp. Porém, a classe das cefalosporinas teve
origem somente em 1953 (ABRAHAM, NEWTON, 1961). As outras classes de
betalactamicos, foram descobertas recentemente, em um esforgo para identificar novas opcoes
de tratamento frente as infecgdes bacterianas (De ROSA et al., 2021).

A administracdo desse antibidtico pode ocorrer por diferentes vias, de acordo com o
tipo de penicilina a ser administrada. A penicilina V é preferivelmente administrada por via
oral, no caso da penicilina G e piperacilina por via parenteral, oxacilina e aminopenicilinas
podem ser administradas por ambas as vias: oral e parenteral. Além disso, outros farmacos
dessa classe podem ser administrados por via intramuscular e intravenosa (CODJOE,
DONKOR, 2018). Por via oral, deve-se considerar que o alimento pode afetar a absorcéo.
Algumas moléculas, como cefuroxima e cefpodoxima, tem absorcdo diminuida por
blogueadores H2 ou antiacidos ndo absorviveis (SHAIKH et al., 2015; LIMA et al., 2020).

Esses antimicrobianos possuem atividade bactericida, interrompendo a sintese da
parede celular bacteriana por meio do bloqueio da transpeptidacdo do peptidioglicano, como
resultado da ligacdo quimica covalente que ocorre com as Proteinas Ligadoras de Penicilina
(PBPs). Espécies bacterianas diferentes podem possuir conjuntos distintos de PBPs, esses
receptores podem variar em até oito proteinas por espécie (BUSH, BRADFORD, 2016;
VIGLIOTTA et al., 2020). As PBPs sdo essenciais na fase final da sintese do peptidioglicano,
apresentando atividades de carboxipeptidases e transpeptidases (SHAIKH et al., 2015; De
ROSA et al., 2021).

Dentro da classe das cefalosporinas, podem ser divididas em cinco geracdes de acordo
com seu espectro de atividade. As de primeira geragdo possuem bom espectro contra Gram-
positivos, exceto Enterococcus spp., Staphylococcus epidermidis e S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA), além disso, possui limitada atividade frente aos BGN. Possuem acéo
contra bactérias anaerdbias da cavidade oral. A segunda geracdo, apresenta aumento no
espectro de acdo para Gram-negativos, sendo utilizada no tratamento de infec¢cdes causadas
pelos cocos Gram-negativos Haemophilus influenza e Neisseria spp. As cefalosporinas de
terceira apresentam baixa atividade frente Gram-positivos, porém, sdo importantes farmacos
frente enterobactérias. As cefalosporinas de quarta geracdo Sdo mais resistentes as
betalactamases de Gram-negativas. Em decorréncia disso, amplia seu espectro ao englobar P.
aeruginosa e enterobactéria. A quinta geracdo possui atividade contra Gram-positivos,
incluindo MRSA e S. epidermidis, além de alta eficacia frente microrganismos Gram-
positivos anaerdébios e Gram-negativos (SHAIKH et al., 2015; BATRA et al., 2021).

Entre os monobactamicos o aztreonam é o Unico comercialmente disponivel. Esse
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antimicrobiano tem amplo espectro de atividade frente BGN aerdbios, mas ndo tem atividade
contra bactérias Gram-positivas ou anaerobias. E utilizado como opcdo terapéutica de
pacientes com infeccdes por BGN que apresentam alergias as penicilinas. No entanto,
microrganismos capazes de sintetizar B-lactamase AmpC e de espectro ampliado podem
apresentar resisténcia ao aztreonam (ARAUJO, AZEVEDO, 2020).

A utilizacdo clinica dos carbapenéns ocorreu na década de 1980, como ultima opc¢éo
terapéutica no tratamento de infecgbes causadas por BGN MDR. Esses antimicrobianos
possuem atividade contra bactérias produtoras de ESBL e AmpC. A tienamicina foi o
primeiro carbapenémico e serviu como composto modelo para todos os carbapenéns
(MORRILL et al., 2015). Imipenem e meropenem sdo extensivamente prescritos por
demonstrarem eficacia no tratamento de infeccdes graves e polimicrobianas, incluindo
infeccdes intra-abdominais, pneumonias e septicemias. No entanto, o imipenem € susceptivel
a degradacdo por uma enzima localizada nos tubulos renais denominada desidropeptidase-1
(DPH-1), levando a necessidade da administracdo de um inibidor da enzima DHP-1 associado
ao farmaco, como a cilastatina. Além disso, Enterococcus faecalis apresenta sensibilidade ao
imipenem e resisténcia aos outros carbapenén. O ertapenem ndo apresenta atividade
terapéutica frente aos isolados clinicos de BGN ndo fermentadores. Doripenem foi
inicialmente liberado nos Estados Unidos e na Europa em 2008, para o tratamento de
infeccbes complicadas do trato urinario e intra-abdominais (CODJOE, DONKOR, 2018;
LIMA et al., 2020).

O desenvolvimento de farmacos inibidores de betalactamases teve como objetivos a
garantia e melhoria na eficacia da atividade de betalactdmicos. Estes farmacos, apresentam
efeito maior frente as enzimas que sdo provenientes de codificacdo plasmidial. O &cido
clavulanico e o subactam sdo os principais antimicrobianos da classe com aplicac¢des clinicas.
O primeiro é frequentemente utilizado em associagdo com amoxicilina para o tratamento de
infeccBes urinarias, respiratorias, ginecoldgicas, do tecido subcutneo e da pele, em especial
por Haemophilus spp., estafilococos, coliformes e Moraxella catarrhalis. O segundo € usado
associado a ampicilina no tratamento de infecgdes graves, oriundas de anaerobios e Gram-
negativos. Apresentando boa eficacia frente as cepas de A. baumanni, sendo considerado
como opc¢ao terapéutica nos casos de meningite bacteriana causadas por esses microrganismos
(CHU et al., 2013; FRATONI, NICOLAU, KUTI, 2021).
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3.3 CARACTERISTICAS GERAIS DAS BETALACTAMASES

Betalactamases sdo enzimas capazes de inativar os antibidticos betalactamicos sendo
consideradas as principais causas de resisténcia a este conjunto de agentes antibacterianos
(ROSA et al., 2021). A quantidade descrita de betalactamases naturais excede 1.300. O
impacto clinico da prevaléncia de bactérias produtoras dessas enzimas é extensamente critico,
devido a dependéncia de cefalosporinas e carbapenémicos para o tratamento de infeccbes
graves, especialmente na saude humana e animal. Além disso, 0 uso de antimicrobianos de
maneira irracional tem impulsionado a evolucdo de patdgenos produtores de betalactamases
ao ponto em que multiplos genes codificadores de betalactamases podem estar presentes em
um Unico organismo, juntamente com determinantes de resisténcia para muitas outras classes
antimicrobianas (Figura 3) (LIMA et al., 2020; BATRA et al., 2021).

Em 1940 foram identificadas as primeiras betalactamases, em cepas clinicas de S.
aureus, logo apo6s a introdugdo da Penicilina G na clinica médica, indicando assim, que 0 uso
inadequado de betalactamicos foi o ponto de partida para o surgimento de mutacdes ou
transferéncia de genes que codificam novos tipos de betalactamases. As primeiras enzimas
mutantes, SHV-2, foram isoladas em 1983, em isolados de Klebsiella spp. na Alemanha
Ocidental. Nos BGNs é possivel observar que o surgimento de novas variaveis dessas
enzimas apresenta-se de formar simultanea a aplicacdo de novos betalactamicos nas clinicas
humana e animal (Figura 4) (LIMA et al., 2020; SANTOS et al., 2022).

Os criterios utilizados para classificar as betalactamases incluem o ponto isoelétrico, a
massa molecular, a atividade apresentada pela enzima frente aos diferentes betalactdmicos e o
perfil do substrato, interacdo com inibidores, a natureza do sitio de acdo da enzima, sua
sequéncia de aminoacidos e a estrutura tridimensional. Dessa forma, essas enzimas foram
classificadas nas quatro classes de Ambler (A, B, C e D). A classe A engloba as serino-beta-
lactamases; B: engloba as metalo-beta-lactamases, que necessitam de ions de zinco como co-
fator; C: engloba as betalactamases cromossdmicas do tipo AmpC e D: engloba as
oxacilinases (LIMA et al., 2020; FRATONI, NICOLAU, KUTI, 2021).
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Figura 3. Relacdo entre a introducdo da utilizacdo de betalactdmicos e o surgimento das enzimas betalactamases.
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3.3.1 Classe A de Ambler

Entre as betalactamases que fazem parte dessa classe, séo membros considerados
importantes as: penicilinases, ESBLs e carbapenemases. Sdo descritas mais de 600
variantes de ESBL, nas quais as derivadas das enzimas TEM-1, TEM-2 e SHV-1
apresentam grande importancia devido a alta incidéncia em cepas de enterobactérias. Além
disso, as enzimas do grupo CTX-M tém sido amplamente descritas em isolados de BGN.
Organismos considerados com o fendtipo ESBL sdo capazes de hidrolisar penicilinas,
cefalosporinas de terceira geracdo e o aztreonam. Os inibidores de betalactamases, como
acido clavulanico, sulbactam e tazobactam, podem neutralizar os efeitos dessas enzimas,
porém, existem estudos que reportam variantes de enzimas TEM e SHV que apresentam
resisténcia a esses antimicrobianos (BELLO et al., 2018; TOOKE et al., 2019).

CTX-M foi reportada em amostras clinicas pela primeira vez na década de 90, em
uma cepa de Kluyvera spp. considerada como colonizadora. Posteriormente, essa enzima
foi detectada em diferentes espécies de enterobactérias. Desde a primeira descricdo dessa
enzima, foram reportados o surgimento de mais de 100 variantes, nas quais CTX-M-14 e
CTX-M-15 apresentam maior prevaléncia. Elementos genéticos moveis que codificam
essas enzimas estdo frequentemente associados a determinantes genéticos de resisténcia
aos aminoglicosideos, sulfonamidas e fluorquinolonas, dificultando a escolha terapéutica
(BELLO etal., 2018; SANTOS et al., 2022).

KPC, Serratia marcescens Enzima (SME), Ndo Metalo-enzima Carbapenamase
(NMC), imipenem-hidrolyzing Betalactamase (IMI) e Guiana betalactamases de Espectro-
estendido (GES) sdo as enzimas betalactamases capazes de hidrolisar carbapanémicos
consideradas como pertencentes a classe A de Ambler. KPC é considerada a
carbapenemase mais importante e mais prevalente no mundo todo, além disso, esta
associada a altas taxas de morbimortalidade em infeccdes hospitalares. S&o descritas mais
de 70 variantes dessa enzima, nas quais a KPC-2 e KPC-3 sdo as mais comuns. Novos
inibidores de enzimas betalactamases, como o avibactam, tem demonstrado boa atividade
no tratamento de infeccdes causadas por cepas KPC positivas. As enzimas SME, IMI e
NMC séo codificadas no cromossomo das bactérias e estdo associadas aos microrganismos
no qual foram identificadas originalmente. A GES foi incialmente descrita como uma
enzima ESBL, porém, variantes dessa enzima possuem a capacidade de hidrolisar
carbapenémicos (BELLO et al., 2018; TOOKE et al., 2019; SANTOS et al., 2022).
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3.3.2 Classe B de Ambler

E composta pelas metalo-beta-lactamases Imipenemase (IMP), Verona
imipenemase (VIM), Germany imipenemase (GIM), Seul imipenemase (SIM) e Séo Paulo
metalo-beta-lactamase (SPM) e New Delhi metalo-beta-lactamase (NDM). A ultima foi
descrita no ano de 2009 em cepas de E. coli e K. pneumoniae isoladas de pacientes da
india. Posteriormente, foram descritas cerca de 20 variantes de NDM por todo o mundo,
estando amplamente distribuida na Europa, Asia e América. SPM é descrita em isolados
bacterianos do Brasil, sendo raro relatos dessa enzima em cepas de outros paises,
apresentando maior incidéncia em cepas de P. aeruginosa, na qual estd associado a altas
taxas de morbimortalidade no territdrio brasileiro (COSTA-JUNIOR et al., 2021; SANTOS
etal., 2022).

As enzimas dessa classe ndao sdo susceptiveis a atividade de inibidores de
betalactamases, sdo inibidas in vitro pelo EDTA, quelante de metais, e apresentam baixa
atividade frente aos monobactamicos. Séo diferenciadas das outras enzimas por possuirem
um sitio de ligagdo do ion metalico Zinco, localizado na interface das duas folhas beta que
compdem o nucleo da proteina. Esse ion é utilizado como cofator para a atividade
enzimética (TOOKE et al., 2019).

3.3.3 Classe C de Ambler

As AmpC betalactamases sdo cefalosporinases que podem ser codificados em
regides do cromossomo ou em elementos genéticos modveis. Conferem resisténcia as
cefalosporinas de terceira geracdo, penicilinas, aztreonam e aos inibidores de
betalactamases. No entanto, ndo possuem atividade hidrolitica frente os carbapenémicos e
cefalosporinas de quarta geracdo. Essa classe inclue as enzimas Cefamicina (CMY),
Miram Hospital (MIR), Moxalactam (MOX), Latamoxef (LAT), Cefoxitina (FOX),
Dhahran Hospital (DHA), Tipo AmpC (ACT), Classe C de Ambler (ACC) e Enzima C.
freudii (CFE) ((TOOKE et al., 2019; ROSA et al., 2021)

Os organismos do grupo CESP HaM (Citrobacter freundii, Enterobacter sp. S.
marcescens, Providencia sp./Proteus vulgaris, Hafnia alvei e Morganella morganii),
possuem 0s genes que codificam essas enzimas no cromossomo. Esses podem ser
induzidos por meio da pressdo seletiva exercida pelos antimicrobianos. E. coli, K.
pneumoniae e Proteus mirabilis sdo espécies de microrganismos que foram reportados

carreando plasmideos com genes da enzima AmpC. A presenca desses genes em
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plasmideos, frequentemente esta associado a co-incidéncia com determinantes genéticos de

resisténcia a aminoglicosideos e tetraciclina (BELLO et al., 2018).

3.3.4 Classe D de Ambler

A classe é composta pelas enzimas Oxacilinases (OXAs) e sdo frequentemente
detectadas nos BGN ndo fermentadores P. aeruginosa e A. baumanii. Essas enzimas
podem estar relacionadas ao fendtipo de resisténcia ESBL (OXA-10-like, OXA-11, OXA-
13, OXA14, OXA-16, OXA-17, OXA-19, OXA-28) e carbapenemases (OXA-23-like,
OXA-40-like, OXA-48-like, OXA-51-like, OXA-58-like e OXA-143-like), de acordo com
a variante OXA presente. Algumas variantes podem estar associadas a resisténcia apenas a
penicilinas e outras podem apresentar resisténcia as cefalosporinas de terceira e quarta
geracdo e aos carbapenéns. Sdo descritas mais de 140 variantes de betalactamases do tipo
OXA. OXA-48 é a principal variante encontrada em espécies de enterobactérias e
apresenta distribuicdo mundial. Inibidores de betalactamases apresentam fraca atividade

frente microrganismos produtores dessas enzimas.

3.4 POLIMIXINAS: UMA VISAO GERAL

E essencial que os antibidticos penetrem nas barreiras anfifilicas bacterianas,
permitindo que o seu componente ativo entre na célula. Os antibioticos ciclicos tém essa
capacidade de interagir com as membranas bacterianas. Neste contexto, 0os compostos
constituintes desta classe tém sido utilizados na linha de frente contra infecgdes causadas
por isolados MDR Gram-negativos (ZAYASCKI et al., 2007; VELKOV et al., 2010).

As polimixinas foram descobertas na década de 1940 e introduzidas na pratica
clinica no final da década de 1950. Porém, sua utilizacdo como opcdo terapéutica foi
interrompida devido a alta toxicidade que esses antimicrobianos apresentavam. No final do
século XX, com a emergéncia da disseminacdo de cepas MDR de bacilos Gram-negativos
e a auséncia de antimicrobianos eficazes no tratamento de infecgdes causadas por essas
bactérias, antimicrobianos antigos, como as polimixinas B e E, foram reconsiderados como
opcdes de tratamento (GIRARDELLO, GALES, 2012; ROBERTS et al., 2015;
SRINIVAS, RIVARD, 2017).

A polimixina foi inicialmente obtida do microrganismo Paenibacillus polymyxa.
Sua estrutura quimica é composta por um nucleo decapeptideo que contém um ciclo

intramolecular de heptapeptideos ligados por ligagdes do tipo amida entre 0 grupo amino
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da cadeia lateral do residuo de acido diamino butirico (Dab) na posicdo 4 e o grupo
carboxila na C-treonina terminal de residuos. Outra caracteristica estrutural importante da
cadeia de polimixina é a presenca de cinco residuos Dab ndo proteinogénicos, que sao
carregados positivamente em pH fisioldgico, residuos hidrofébicos e um grupo acil N-
terminal. Essa classe de antimicrobianos é formada por um grupo de cinco compostos (A,
B, C, D e E), que diferem em termos de sequéncias de aminoacidos e cadeias laterais de
4cidos graxos (MARTIN et al., 2003; COSTA-JUNIOR et al., 2020). As estruturas
quimicas das polimixinas B e E (colistina) diferem pela presenca do aminoécido D-leucina
na molécula de colistina e D-fenilalanina na molécula de polimixina B (Figura 4)
(FALAGAS et al., 2010; COSTA-JUNIOR et al., 2020).

Figura 4. Estrutura quimica das polimixinas. Em (A) a polimixina B, em (B) a

colistina.
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As polimixinas atuam ligando-se a moléculas de lipopolissacarideo (LPS) e
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fosfolipidios encontrados na membrana externa de bactérias gram-negativas. Esse processo
resulta em uma alteracdo na parede celular do microrganismo, levando ao extravasamento
do conteldo intracelular e, consequentemente, a morte da bactéria (NIKOO et al., 2017).
Devido a interagdo eletrostatica das moléculas antimicrobianas com o grupo fosfato do
lipidio A da membrana bacteriana, as polimixinas apresentam maior afinidade pelo LPS
bacteriano quando comparadas aos cations magnesio e calcio, que por sua vez, estdo
relacionados ao processo de estabilizagdo do LPS. Essa interagdo provoca um
deslocamento dos ions célcio e magneésio, permitindo assim a ligagcdo do principio ativo a
membrana do microrganismo, resultando em um desarranjo na membrana e,
posteriormente, no aumento da absor¢do do antibidtico, o que leva a desequilibrio
osmotico, causando morte celular (VELKOV et al., 2013).

Entre os outros mecanismos de acdo das polimixinas estdo a inibicdo de enzimas
essenciais para a respiracdo celular em bactérias, como a NADH-quinona oxidorredutase
tipo Il. No entanto, foi relatado que a susceptibilidade a polimixina diminuiu, bem como
houve um aumento nas infecgdes causadas por patdogenos Gram-negativos resistentes a
polimixina. A resisténcia a polimixina foi observada principalmente em isolados de K.
pneumoniaee e E. coli. Assim, a eficacia clinica desta classe de antimicrobianos tornou-se
limitada quando usada como monoterapia (MAALEJ et al., 2012; ROSSI et al., 2017).

3.5 RESISTENCIA AS POLIMIXINAS

As polimixinas ndo possuem atividade contra bactérias anaerobias e Gram-
positivas, devido ao fato desses microrganismos ndo possuirem LPS na membrana celular
externa. Além disso, diversas bactérias Gram-negativas sdo intrinsicamente resistentes as
polimixinas, incluindo Brucella spp., Complexo Burkholderia cepacia, Edwardsiella spp.,
Morganella morganii, Proteus spp., Providencia spp. e Serratia spp. A resisténcia natural
desses microrganismos a essa classe de antimicrobianos é devido a altera¢fes constitutivas
da expressdo génica que resulta na adicdo de moléculas catidnicas no LPS presente na
membrana externa dessas bactérias, resultando na diminuicdo da afinidade de ligacdo das
polimixinas no local de acdo (YAHAYV et al., 2012; BARON et al., 2016).

Os mecanismos de resisténcia as polimixinas podem ocorrer por meio de mutacéo,
adaptacdo ou através da aquisicdo de plasmideo carreando genes de resisténcia
(GIRARDELLDO, Gales, 2012; LESCAT et al., 2019). Estudos demonstram trés fen6tipos

de resisténcia as polimixinas como sendo os frequentemente observados. O primeiro,
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denominado de resisténcia natural, relacionado as mutagfes no genoma do microrganismo
e promove Vvalores de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) proximos aos considerados
como ponto de corte de resisténcia. O segundo, é decorrente do processo de adaptacdo
bacteriano ocasionado pela pressdo seletiva exercida pela exposicdo a concentragdes
subinibitorias do farmaco. No caso do fenotipo decorrente da adaptacdo bacteriana, os
valores de CIM podem ser mais elevados, sendo descritos acima de 128 pug/mL em alguns
estudos. Além disso, a resisténcia mediada pela aquisicdo de elementos genéticos moveis,
como o mcr, no qual é transferivel por meio de plasmideos entre bactérias
(GIRARDELLO, GALES, 2012; BARON et al., 2016; SRINIVAS, RIVARD, 2017).

Entre os mecanismos pelo qual os patdgenos Gram-negativos se tornam resistentes
as polimixinas, existe uma modificacdo quimica da membrana externa bacteriana (KAYE
et al., 2016). Essas modificacdes séo mediadas por dois componentes, PhoP/Q e PmrA/B,
gue regulam a resisténcia alterando a carga cationica e o padrdo i6nico da membrana
externa, levando a uma diminui¢do da carga anionica e, consequentemente, impedindo a
interacdo eletrostatica de a célula bacteriana com moléculas de droga (TRIMBLE et al.,
2016).

A regulacdo do gene resulta na modificacdo do LPS que leva a resisténcia. Essa
regulacdao é mediada por sistemas enzimaticos de dois componentes (TCS) que geralmente
regulam fatores de resisténcia e viruléncia (GIRARDELLO et al., 2012; COSTA-JUNIOR
et al., 2020). A acdo dos sistemas de bomba de efluxo, alteracBes nas concentracdes de
proteinas da membrana externa (porinas) e espessamento da cépsula polissacaridica
também sdo extremamente importantes para o desenvolvimento da resisténcia do patégeno
as polimixinas entre os constituintes da ordem Enterobacterales (TRIMBLE et al., 2016).

Além da resisténcia mediada por mutacdes envolvendo TCSs, 0 mecanismo
codificado por um gene de localizacdo plasmidial, mcr-1, descrito na China em 2015 (LIU
et al., 2016), tornou-se a principal causa de resisténcia a polimixina. Existem dois tipos de
alteragdes quimicas na membrana externa de bacilos Gram-negativos associadas a
resisténcia as polimixinas, uma das principais é a adi¢do de 4-amino-4-desoxi-L-arabinose
(L-Ara4N) no componente lipidico A do LPS. Outra forma é a adicdo de fosfoetanolamina
(PEA) ao grupo 1-(4")-fosfato do lipidio A, promovendo resisténcia intrinseca as
polimixinas (MILLER et al., 2011; COSTA-JUNIOR et al., 2020).
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3.6 RESISTENCIA A COLISTINA MEDIADA POR PLASMIDEO (MCR)

MCR-1 é descrito como lipase A-40-PEA-transferase. Esta familia de fosfatases
alcalinas catalisa a ligacdo da fosfatidiletanolamina (PEA) ao LPS lipidio A e,
consequentemente, leva a resisténcia a colistina. Assim, a resisténcia transferivel a
polimixina esta relacionada a adi¢do de PEA ao LPS lipidio A pelo MCR-1. Além disso, a
localizacdo do gene mcr nos plasmideos favorece a rapida propagacdo por conjugacao,
especialmente em isolados de E. coli (Figura 5). A presenca deste gene em uma variedade
de plasmideos destaca sua capacidade de disseminacdo (LIU et al., 2016; JEANNOT et al.,
2017; XU et al., 2018).

Jeannot et al. (2017) destacaram a transferéncia interespécies de genes moveis
como um fator responsavel pela disseminacdo progressiva de genes de resisténcia.
Adicionalmente, foi observado o mecanismo intrinseco e as taxas de resisténcia a
polimixina em Enterobacteriaceaee isolados de K. pneumoniae, A. baumannii e P.
aeruginosa. Em seu estudo, Jeannot et al., (2017) confirmaram que 0s genes mcr estdo
localizados no plasmideo transferivel, o que, por sua vez, representa um alto fator de

propagacao por conjugacéo.

Figura 5. Atividade da MCR na ligacao da fosfatidiletanolamina (PEA) ao LPS do
lipidio A. Em (A) a molécula de lipidio A e em (B) o lipidio A ap6s a acdo da

enzima MCR-1
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De acordo com os estudos presentes na plataforma National Center for
Biotechnology Information (NCBI), 10 variantes do gene mcr foram descritas até outubro
do ano de 2022, em varias espécies de microrganismos (Tabela 1). O gene mcr-1 tem 13
sub-variantes, a maioria das quais foi relatada em isolados de E. coli (Di PILATO et al.,
2016). As variantes ja descritas podem ser encontradas em diferentes classes de
plasmideos, caracterizando uma diversidade de reservatorios génicos. Incl2, IncHI2 e
IncX4 sdo descritos como os principais grupos de plasmideos responsaveis por carrear
genes de resisténcia. Existem muitos estudos que descrevem a disseminacdo da resisténcia
a colistina relacionada a varias variantes do gene, locais, tipos de amostras analisadas,
espécies de isolados e tipo de plasmideos transportadores (NANG et al., 2019; KOBS et
al., 2020). A investigacdo da resisténcia a essa classe de antibiotico pode ser melhor

explorada em dois artigos de revisdo apresentados no topico resultados desta tese.



Tabela 1. Variantes do gene mcr envolvidas na resisténcia a polimixina, ano, localizagéo, plasmideo e origem da amostra bioldgica.
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CIM de Colistina

gene mcr Espécies Genes de B-lactamases (mg/L) Origem Ano * Pais Referéncias
mcer -1 E. coli ND** 8 Animal, Humanoe 2015 China Liu et al. (2016)
Comida
mcr- 2 E. coli ND** 4-8 Animal 2011-2012 Bélgica Xavier et al. (2016)
mcr -3 E. coli bla oxa-1 8 Animal 2015 China Yin et al. (2017)
mcr -4 E. coli e Salmonela spp. ND** 8 Animal 2016-1017 Italia, Espanhae Carretto et al. (2018)
Bélgica
mcr -5 Salmonella entérica bla tem -1 4-8 Animais, Alimentos  2011-2013 Alemanha Borowiak et al. (2017)
mcr -6 Moraxela pluranimalium bla gro-1 2-4 Animal 2014-2015 Reino Unido AbuOun et al (2017)
mcr -7,1 K. pneumoniae blasHv-2s; blacTx -m-s5 4 Animal 2014 China Yang et al. (2018)
mcr -8 K. pneumoniae bla shv-1; blanom-1; bla ctx-m14 16 Animal 2015-2017 China Wang et al. (2018)
; bla nom-s
mcr -9 Salmonela enterica sorovar bla tem-18; bla shv -12 5 Humano 2010 EUA Carroll et al. (2019)
Typhimurium
mcr -10 Enterobacter roggenkampii bla mir 5 2 Humano 2016 China Wang et al. (2020)

*Ano do primeiro isolamento do gene.
**ND: N&o detectado.

Fonte: O autor (2022).
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3.7 BIOFILME

Sdo formados a partir de comunidades bioldgicas estruturadas, coordenadas e
funcionais de microrganismos, capazes de produzir uma matriz polimérica, na qual
encontram-se imersas. O biofilme promove uma barreira protetora entre as bactérias e o
ambiente, atuando como um importante fator de viruléncia, atribuindo as cepas bacterianas
resisténcia aos antimicrobianos e imunidade do hospedeiro. As bactérias da espécie E. coli
frequentemente sdo capazes de produzir biofilme e estdo associadas as infeccdes humanas e
animais (COSTA-JUNIOR et al., 2018).

Sao reportadas diversas espécies de microrganismos capazes de produzir biofilmes,
em bactérias patogénicas de infecgcdes hospitalares, infec¢bes comunitarias, colonizadoras e
ambientais. Em microrganismos isolados de hospitais apresentam maior prevaléncia em
amostras de superficies de dispositivos médicos e tecidos vivos, como valvulas cardiacas,
pulmdes e esmalte dentario. Em cepas de E. coli, a capacidade de producdo de biofilme é
principalmente relacionada com microrganismos causadores de infec¢Oes do trato urinario, da
prostata e isolados de cateteres venosos centrais (ALAV, SUTTON, RAHMAN, 2018;
COSTA-JUNIOR et al., 2018).

A formacdo dos biofilmes bacterianos ocorre em trés estigios: aderéncia e
colonizacdo, formacgdo da matriz e maturagdo. A formacéo inicial do biofilme ocorre a partir
da adesdo das cepas bacterianas a superficie e dividem-se para a formagdo das microcol6nias.
Estas se fundem em grandes agregados, deixando canais abertos para permitir a passagem de
fluidos contendo nutrientes. A medida que o biofilme envelhece, as células sésseis tornam-se
cobertas com a matriz polimérica e exopolissacaridica, comportando-se como barreira de
difusdo contra agentes antibacterianos, células fagocitarias e componentes do sistema
complemento (ALAV, SUTTON, RAHMAN, 2018; SAIPRIYA et al., 2020).

Os biofilmes possuem como componente essencial o processo de resposta a
sinalizagcbes extracelulares denominado de Quorum Sensing (QS). Esse € o modo de
comunicacdo entre as células bacterianas dentro do biofilme, via moléculas de sinal
conhecidas como ‘“autoindutores”, que sdo produzidas pelas bactérias ao longo do seu
crescimento e sdo responsaveis pela definicdo das caracteristicas fenotipicas e genotipicas do
biofilme. Essa comunicacdo celula a célula é dependente da densidade celular e auxilia na
adaptacao bacteriana as mudancgas em varios fatores ambientais, tais como temperatura, nivel
de oxigénio, acidez e a qualidade do meio de crescimento (EZE; CHENIA; ZOWALATY,
2018; SAIPRIYA et al., 2020). Dessa forma, o biofilme proporciona o ambiente ideal para
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troca de materiais genéticos e comunicagdo entre 0s microrganismos. As taxas de
transferéncias genéticas em biofilmes apresentam ordens de magnitudes elevadas quando
comparadas as taxas entre as células de vida livre, consequentemente, ha 0 aumento da
resisténcia a antimicrobianos, sanitizantes e detergentes. A matrix polissacaridica pode
aumentar em até 1000 vezes os valores de CIM da bactéria (SAUER et al., 2022).

O tratamento de infeccBes causadas por cepas produtores de biofilmes tornou-se um
desafio em virtude da auséncia de farmacos eficazes com atividade antibiofilme.
Frequentemente, exigem-se altas doses de antimicrobianos comerciais como opgdes
terapéuticas frente esses microrganismos, porém o uso de altas doses dos farmacos
convencionais pode levar a efeitos adversos prejudiciais a salde do paciente (ALAV,
SUTTON, RAHMAN, 2018).

Além do declinio na producdo de novos agentes antimicrobianos, a propagacdo de
cepas MDR em ambientes hospitalares e na comunidade é cada vez maior. Abordagens de
epidemiologia molecular e analise de disseminacdo da RAM no ambiente e na salde humana
e animal, utilizando microrganismos marcadores, surgem como ferramentas de controle, cujo
0 objetivo é proporcionar melhorias na saude publica e seguranca do paciente. O problema da
resisténcia microbiana € crescente e a perspectiva para 0 desenvolvimento de novos
antimicrobianos no futuro ainda é incerta (COSTA-JUNIOR et al., 2018; COSTA-JUNIOR et
al., 2022; SAUER et al., 2022).

3.8 AIMPORTANCIA DAS ANALISES DE EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

A introducdo do termo “epidemiologia molecular” ocorreu no ano de 1973, com a
publicagdo do artigo “Epidemiologia Molecular da Influenza” (HONARDOOST,
RAJABPOUR, VAKILI, 2018). Esse termo formalizou-se com 0s avancgos das pesquisas
moleculares voltadas para a deteccBes de biomarcadores e estratégias epidemiologicas.
Posteriormente, as analises de epidemiologia molecular foram incluidas como ferramentas
especiais para estudar alguns fatores bioldgicos como perfil de proteinas, metabolitos ou até
Mesmo Novos genes em organismos causadores de processos infeciosos ou em pacientes. Esta
ciéncia facilita a deteccdo da etiologia das doencas e a prevencdo da incidéncia dessas,
direcionando para melhorias nas condicGes de salde publica. Essa linha de pesquisa, €
considerada para a comunidade cientifica como uma oportunidade de entender 0s mecanismos
precisos das doencas e fazer recomendacdes de saude publica para prevengdo e tratamento de
doengas (VINEIS; et al., 2007; ZHEBRUN, 2014; HONARDOOST, RAJABPOUR, VAKILI,
2018).
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Em 2003, com a conclusédo do sequenciamento completo do genoma humano, houve
um grande avanco nesse campo, no qual foi evidenciado o quanto as tecnologias de alto
rendimento, como as abordagens de Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS), ampliam a
compreensdo da associacdo fenotipo-gendtipo das doengas e auxiliam nas buscas por
biomarcadores de doencas, reconhecendo a necessidade do uso dessas tecnologias para a
compreensdo dos mecanismos fundamentais de enfermidades nas populacées (VINEIS; et al.,
2007; ZHEBRUN, 2014).

Dentro da area de epidemiologia molecular, destaca-se a tipagem molecular de
microrganismos como uma metodologia importante para a compreensdo da dindmica de
disseminacdo de bactérias e da RAM. Com isso, diversas técnicas foram elaboradas com o
intuito de definir a relacdo clonal de cepas de uma mesma espécie. Com o0 avanco da
tecnologia na area de bioldgica molecular, essas técnicas foram aprimoradas com o objetivo
de resultados rapidos e precisos das relagdes entre microrganismos. Entre as metodologias
aplicadas a essa abordagem nas cepas bacterianas, destacam-se a Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus - Polymerase Chain Reaction (ERIC-PCR), Repetitive extragenic
palindrome (REP-PCR), ribotipagem, Pulsed-field Gel Eletrophoresis (PFGE),
sequenciamento do gene rRNA 16S, Multilocus Sequencing Type (MLST) e Multilocus
Variable Number Tandem Analysis (MLVA). Além disso, esses métodos receberam, ao logo
do tempo, adaptacGes de acordo com o microrganismo utilizado como objeto e o tipo de
analise (COSTA-JUNIOR et al., 2021; FUGA et al., 2022; BELTRAO et al., 2022).

A técnica de ERIC-PCR é amplamente utilizada para a detec¢do da relacdo clonal
entre espécies de Enterobactérias e bacilos Gram-negativos ndo fermentadores. Em cepas de
E. coli observou-se boa eficacia na determinacdo da clonalidade (DUAN et al., 2009;
JACOME et al., 2016; ARAUJO-LIMA et al., 2020; COSTA-JUNIOR et al., 2021).

3.9 Escherichia coli

Escherichia coli é uma espécie bacteriana pertencente a Ordem Enterobacteriales,
Familia Enterobacteriaceae. Sdo caracterizadas pela morfologia em formato de bastonetes
curtos e apresentam-se como Gram-negativos pelo método de coloracdo de Gram. Podem
crescer em aerobiose ou anaerobiose e utilizam fontes simples para obtencdo de carbono e
nitrogénio e ndo sdo capazes de formar esporos. A bactéria é a espécie mais importante do
género Escherichia, e sdo consideradas como motilidade variavel, sendo mais incidentes a

presenca de cepas moveis, através de flagelos peritriquios (DENAMUR et al., 2021).
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Essa bactéria, é considerada um membro comensal da microbiota intestinal de
organismos vertebrados endotérmicos, colonizando-os poucas horas ap0s seu nascimento,
além de um patogeno oportunista de mamiferos e aves. O termo utilizado para designar
infeccbes que sdo causadas pela bactéria E. coli sdo colibaciloses. Essa bacteriose afeta
diversas espécies de animais, como bezerros, aves e porcos, sendo considerada a principal
infeccdo bacteriana em aves e uma das mais prevalentes em bovinos (COSTA-JUNIOR et al.,
2018; DENAMUR et al., 2021). No entanto, apesar de ter como habitat natural o trato
intestinal de homens e de animais, cepas desse microrganismo possuem alta disperséo no
ambiente, no qual pode estar associada a contaminacdo de aguas rios e mares através do
despejo de esgoto nio tratado (COSTA-JUNIOR et al., 2018; CORDEIRO-MOURA et al.,
2022).

Os grupos de cepas que compartilham atributos de viruléncia e que estdo envolvidos
em doencas de mesma natureza, denominados, patétipos, sdo utilizados para classificar as
cepas de E. coli. Inicialmente, esses grupos séo divididos em duas linhagens, de acordo com o
sitio da infeccdo: diarreiogénica, que causam infeccdes intestinais (INPEC); e o grupo
composto por linhagens causadoras de infecgfes extra intestinais (EXPEC), que ocasionam
um amplo espectro de doencas fora do ambiente intestinal (COSTA-JUNIOR et al., 2018;
RAEISPOUR, RANJBA, 2018).

No grupo diarreiogénico, os patétipos estdo definidos pela expressdo de fatores de
viruléncia e sdo subdivididos nas classes: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC),
E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli de aderéncia difusa (DAEC). Os patétipos das
EXPEC, além da expressdo de fatores de viruléncia, sdo considerados caracteristicas
genotipicas e fenotipicas como critério de classificacdo, podendo ser divididos em E. coli
uropatogénicas (UPEC), E. coli associada a meningite neonatal (NMEC), E. coli septicémica
(SEPEC) e E. coli patogénica para aves (APEC) (PITOUT, 2012; RAEISPOUR, RANJBA,
2018).

Os diferentes patotipos dessa bactéria sdo caracterizados por apresentarem 0S
antigenos O, presente no lipopolissacarideo (LPS), e antigeno H, presente nos flagelos, que
permitem diferenciar os sorétipos e sorogrupos dos patétipos, permitindo a definicdo desses
por métodos soroldgicos no diagnéstico laboratorial (NATARO; KAPER, 1998).

Em humanos, fora do seu habitat natural € comum que este microrganismo seja capaz
de causar diversas doencas. E. coli € o membro da familia Enterobactericieae

corriqueiramente isolado em amostras clinicas de pacientes com ITUs. Apesar de geralmente
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ndo estarem associadas a infeccGes na grande maioria dos pacientes, porém, em pacientes
imunocomprometidos esta espécie pode representar um problema clinicamente relevante.
Além das ITUs, estes podem causar infec¢Bes intra-abdominais, pulmonares, da pele, de
tecidos moles, meningite neonatal e sepse, além de infeccBes intestinais, que incluem véarias
formas de diarreia, sindrome hemolitica e urémica (MURRAY, 2018, LAMBRECHT et al.,
2019; CORDEIRO-MOURA et al., 2022).

A UPEC esta associada a aproximadamente 90% dos casos de ITUs em mulheres.
Além disso, fatores de viruléncia sdo importantes alvos de estudos em ITUs graves, devido ao
maior grau de patogenicidade da cepa e capacidade de transmissao relacionada aos mesmos.
Alguns desses fatores sdo: aerobactina (aer), fimbrias P (pap), hemolisina (hly), fimbrias tipo
1, adesina | afimbrial (afa I), fator citotoxico necrosante 1 (cnf 1) fimbrias S (sfa) e adesinas,
que estdo relacionadas ao processo de formagdo do biofilme (JAHANDEH et al., 2015;
LAMBRECHT etal., 2019).

A incidéncia de InPEC e EXPEC esta aumentando em humanos. Além disso, a alta
prevaléncia de E. coli resistente aos antimicrobianos fez desse microrganismo o terceiro lugar
na lista dos 12 patdgenos prioritarios resistentes a antibidticos descritos pela OMS (Tabela 2).
As cepas desse microrganismo consideradas como colonizadoras, que vivem em relacdo de
comensalismo, sdo apontadas como principais disseminadoras de RAM horizontal por meio
de elementos genéticos moveis (PITOUT, 2012; ASOKAN et al., 2019). E. coli sdo
caracterizadas por apresentarem resisténcia intrinseca a alguns antibidticos. Porém, possuem
facilidade de aquisicdo dos genes de resisténcia a aminoglicosideos, betalactamicos e
fluorquinolonas (BLAIR et al., 2014; CORDEIRO-MOURA et al., 2022).



Tabela 2. Patdgenos de prioridade global segundo a OMS.
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Categoria de

Microrganismo

RAM

Coloracéo de

prioridade Gram

Acinetobacter baumannii Carbapenémicos Gram-negativo

Pseudomonas aeruginosa Carbapenémicos Gram-negativo

Ordem Enterobacteriales Carbapenémicos Gram-negativo

Klebsiella pneumonia Gram-negativo

Escherichia coli Gram-negativo

Critica

Enterobacter spp. Gram-negativo

Serratia spp. Cefalosporinas de terceira-geracéo Gram-negativo

Proteus spp. Gram-negativo

Providencia spp. Gram-negativo

Morganella spp Gram-negativo

Enterococcus faecium Vancomicina Gram-positivo

Staphylococcus aureus Meticilina Gram-positivo

Helicobacter pylori Claritromicina Gram-negativo

Alta Campylobacter Fluorquinolonas Gram-negativo
Salmonella spp. Fluorquinolonas Gram-negativo

Neisseria gonorrhoeae g?{jé?;ﬁ?r:mz&;gg terceira-geragao Gram-negativo

Streptococcus pneumoniae Penicilina Gram-positivo

Média Haemophilus influenzae Ampicilina Gram-negativo

Shigella spp.

Fluorquinolonas

Gram-negativo

RAM: Resisténcia Antimicrobiana

Fonte: Adaptado de ASOKAN et al (2019).

3.10 INETRACAO ENTRE HUMANOS E ANIMAIS

A relacdo entre a saude animal e a saude publica pode ser evidenciada por meio do
compartilhamento do mesmo ambiente, nos quais tornam esses organismos sensiveis a
patdgenos semelhantes, denominados zoonoticos. Além disso, a maioria das vezes, ambos 0s
organismos, animais e humanos, sdo tratados com os mesmos medicamentos. Assim, 0
desenvolvimento de RAM desempenha um papel importante na relacdo entre esses seres
vivos (WELLS, 2019; OVERGAAUW et al., 2020)

Até a década de 1960, os animais de companhia eram mantidos como animais de
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utilidade, como cédes de guarda, ou para controle de pragas, no caso dos gatos. Devido as
grandes mudancas, como aumento do tempo de lazer e prosperidade, e 0s processos de
isolamento e individualizagdo dos seres humanos, 0s animais comegaram a serem mantidos
como de estimacdo e sdo atualmente considerados por muitos proprietarios como um membro
valioso da familia. Existem varios aspectos relacionados a manutencdo da relacdo de
convivéncia intima entre animais e humanos, entre eles o companheirismo, valor emocional e
socializagcdo. Porém, é importante enfatizar o risco de transmissdo de doencas entre esses
organismos (FERNANDES et al., 2018; WELLS, 2019).

Estudo de revisdo relatou que a maioria dos patégenos associados a zoonoses Sao
bacterianos, como por exemplo E. coli (FERNANDES et al., 2018). Além disso,
Mycobacterium spp. representou o principal patégeno compartilhado entre humanos e animais
selvagens e o Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (MRSA) com os animais de
companhia (FERNANDES et al., 2018; OVERGAAUW et al., 2020). E importante destacar a
possibilidade da transmissdo de clones de bactérias produtoras de ESBL, incluindo E. coli,
Enterobacter cloacae e K. pneumoniae (SILVA et al., 2021; FREIRE et al., 2022). Além
disso, estudo reportou a transmissdo de E. coli produtora de NDM-5, resistente aos
carbapenéns, de humanos previamente hospitalizados para cdes (SANDOE et al., 2014;
OVERGAAUW et al., 2020).

O processo de globalizacdo e o aumento da urbanizacdo acarretado pela revolucéo
industrial, culminou no aumento das extensdes de centro urbanos. Essa expansao urbana esta
relacionada a diversos impactos ambientais, como por exemplo: a diminui¢do dos mananciais,
extincdo de espécies, inundacgdes, erosdes, poluicdo, mudancgas climaticas, destruicdo da
camada de oz6nio, chuva acida, agravamento do efeito estufa e destruicdo de habitats de
animais silvestres. Dessa forma, houve aumento no compartilhamento do ambiente entre
humanos e animais (WELLS, 2019; OVERGAAUW et al., 2020). Entre esses animais que
sofreram esse efeito antropogénicos pode-se destacar as aves de rapina (SILVA et al., 2016;
SILVA et al., 2020).

As aves sdo reservatérios de microrganismos causadores de doencgas zoonéticas, nas
quais consideram-se 0s mais importantes deles os virus da gripe aviaria A. Estes circulam em
aves selvagens sem sinais de doenca e ao entrarem no sistema de producdo avicola podem se
tornar altamente patogénicos causando severa morbidade e mortalidade. Porém, nos altimos
anos, estudos demonstraram que esses animais possuem um papel importante na disseminacéo
de clones bacterianos e da RAM (SILVA et al., 2020; SILVA et al., 2021; FREIRE et al.,
2022)
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3.11 Caracara plancus: UMA AVE DE RAPINA COMUM NO BRASIL

O Carcara, pertence ao filo Chordata, classe Aves, ordem Falconiformes, familia
Falconidae, género Caracara e espécie Caracara plancus. Essa ave, encontra-se distribuida
na América-latina principalmente em Argentina, Bolivia, Chile, Peru, Uruguai e em muitos
estados do territério brasileiro (SILVA et al., 2020). Sua coloragdo é predominantemente
parda, realcada por um penacho de penas negras na cabeca, caracteristica marcante da espécie,
e seu peso é cerca de 834 gramas, possuindo aproximadamente 56 cm de comprimento, com
envergadura de 120 cm a 130 cm (Figura 6A) (FRANZO et al., 2009; MCKINNEY, 2009;
LIMA et al., 2022). A plumagem do animal jovem é diferenciada do adulto, por meio da
auséncia da coloracdo listrada padrdo no peito. Além disso, possuem coloracdo clara com
riscas longitudinais mais escuras no peito e na cabeca. Como critério de diferenciacdo da
subespécie Caracara cheriway, é observado a diferenca de tonalidade, mais clara, na base de
sua cauda (OLIVEIRA et al., 2019).

O Carcara é uma ave de rapina campestre, que habita campos abertos, cerrados, beiras
de estradas a procura de alimento, incluindo também centros urbanos (OLIVEIRA et al.,
2019; SILVA et al., 2020). Alimenta-se principalmente de anfibios, répteis, anelideos, outras
aves e pequenos vertebrados, além da carne de animais mortos. A carnica, pode estar
associada a até 40% da sua alimentacdo. Essas aves, geralmente, se apropriam de ninhos
existentes, construidos por outras espécies, para pdr seus ovos. Os ninhos desses animais,
possuem caracteristicas homogenias e geralmente sdo construidos em arvores. Além disso,
estudo verificou a existéncia da constru¢cdo de ninhos de carcara utilizando estruturas
antropogénicas no centro de uma cidade, ilustrando o seu comportamento adaptativo dentro
dos ambientes urbanos (Figura 6B) (LIMA et al., 2022).

Entre as causas mais comuns de morbimortalidade desses animais, estdo as doencas
infecto parasitarias. Além de serem acometidos por infeccbes causadas por esses
microrganismos, essas aves, podem ser consideradas como potenciais reservatorios e
disseminadores de bactérias, devido sua capacidade migratéria (SILVA et al., 2020; LIMA et
al., 2022).
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Figura 6: Em (A) a ave de rapina Carcara, em (B) um ninho desse animal medindo cerca de

50 cm de diametro.

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2020) e Lima et al. (2022).

Estudos relataram a presenca de cepas de S. aureus, estafilococos coagulase-negativo
e enterobactérias, como E. coli, Salmonella spp., Klebsiella spp., Proteus spp., e Shigella spp.,
em diferentes sitios anatdbmicos de aves silvestres (SILVA et al., 2016; VIDAL et al., 2017).
A deteccdo das bactérias da ordem Enterobacterales nesses animais pode ser considerada
como um grande problema de saude publica, pelo potencial zoon6tico desses microrganismos.
Além disso, foram reportadas bactérias Gram-negativas multidroga-resistentes (MDR) e
produtoras de biofilme nesses animais (SILVA et al., 2016). Silva et al., (2020) descreveram a
presenca de oito cepas ESBL, entre 27 enterobactérias, das quais quatro foram identificadas
como E. coli, sendo duas classificadas como moderadamente produtoras de biofilme.

3.12 CONTAMINANTES DO LEITE BOVINO

O leite é um fluido secretado por fémeas mamiferas visando atender as necessidades
nutricionais de individuos neonatos, sendo considerado como fonte de lipideos, lactose,
aminoacidos essenciais, aminoacidos necessarios para a biossintese de aminoacidos néo
essenciais, acidos graxos essenciais, vitaminas, elementos inorganicos, fatores de imunizacéo
para sobrevida do neonato e agua (KANTIANI et al.,, 2009; VIDA et al., 2017,
CALAHORRANO-MORENQO et al., 2022).

O leite bovino é o produto alimentar mais consumido no mundo, representando cerca

de 48% do total de leite consumido. Porém, a coleta inadequada e 0 processamento desse
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fluido para o procedimento de distribuicdo expdem este a residuos de pesticidas, metais,
micotoxinas, microrganismos ambientais, fatores de crescimento e outros contaminantes que
chegam a vaca por meio da alimentacdo ou administracdo de medicamentos pelos produtores.
Dessa forma, é possivel afirmar que o leite bovino pode conter matérias de origem quimica ou
bioldgica prejudiciais a vida humana e animal (ALEGBELEYE et al., 2018;
CALAHORRANO-MORENO et al., 2022).

Diante disso, 0 processo de pasteurizacdo foi implementado na inddstria alimenticia
como um método antimicrobiano, com o objetivo de contribuir para a reducdo do risco de
aquisicdo de doencas causadas por microrganismos devido a ingestdo de leite contaminado.
Porém, ainda sdo relatados diversos episddios de processos infecciosos em individuos apds
consumo de leite pasteurizado (DE OLIVEIRA et al, 2015; VIDA et al., 2017
CALAHORRANO-MORENO et al., 2022). Esses episodios podem estar associados a uma
populacdo exagerada de microrganismos nos leites, que aumentam a capacidade de
sobrevivéncia de patdgenos ap0s a pasteurizacdo (DE OLIVEIRA et al., 2015; VIDAL et al.,
2017).

A contaminacdo quimica do leite advém da aplicacdo de agroquimicos, uso de
produtos veterinarios legais ou ilegais, racdes e forragens contaminadas com toxinas naturais
e uso indevido de produtos quimicos durante as etapas de producdo, processamento e
embalagem do leite. Enquanto a contaminacdo biol6gica, da ordenha do gado devido a
exposicdo dos Uberes ao ambiente, equipamentos, armazenamento, tubulagdes sujas e outros.
A presenca de microrganismos nos Uberes pode estar associada a colonizagcdo ou processos
infecciosos denominados de mastite (KANTIANI et al., 2009; ALEGBELEYE et al., 2018;
WEBER et al., 2019).

A mastite bovina ¢ considerada a principal patologia relacionada a perdas econdmicas
nas industrias de laticinios, no qual promove a reducdo do rendimento e diminui¢do na
qualidade do leite. Sdo conhecidos diversos fatores de riscos que podem estar associados ao
surgimento da mastite bovina, incluindo: patégeno, hospedeiro e fatores ambientais. Todos
esses fatores sdo levados em consideragdo nos programas de controle da mastite (KLAAS,

ZADOKS, 2017; CHENG, HAN, 2020).

3.13 MASTITE BOVINA: CARACTERISTICAS GERAIS
Mastite ¢ definida como um processo inflamatéorio da mama, podendo ser

acompanhado de infec¢@o ou ndo. A mastite pode ser classificada em diferentes categorias, de
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acordo com trés estagios: aguda, subaguda e granulomatosa; ou de acordo com as
manifestagdes clinicas: clinica ou subclinica. Os sintomas mais comuns de mastite sdo
sensibilidade local, eritema da mama, febre e fadiga (FERNANDE, 2014). Embora a etiologia
exata ndo seja conhecida, supde-se que a mastite puerperal ocorra quando um microrganismo
agressor obtém acesso ao tecido mamario por meio de uma ruptura na pele do mamilo ou da
aréola. Bactérias ou fungos podem, entdo, se multiplicar dentro do tecido conjuntivo ou ducto
da mama (Figura 7) (KLAAS, ZADOKS, 2017).

Infecgdes bacterianas sdo apontadas como os principais agentes responsaveis pela
mastite bovina. Diversas espécies de microrganismos sao relacionadas a essa doenga. Além
disso, estas infec¢des podem ser classificadas em dois tipos, de acordo com origem da
bactéria: contagiosa ou ambiental. A mastite contagiosa ¢ caracterizada quando a doenga ¢
transmitida de bovino para bovino, principalmente durante o momento da ordenha. Entre os
patégenos mais prevalentes, destacam-se o Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Mycoplama bovis, e Corynebacterium spp. A mastite ambiental ¢ caraterizada quando a
doenca ¢ causada por um patdogeno adquirido do ambiente, € ndo por meio do contato entre
animais contaminados no rebanho. Anteriormente, o termo mastite ambiental era
exclusivamente utilizado para formas clinica da doenga causada por espécies de coliformes e
Streptococcus uberis. Porém, estudos demonstraram a capacidade de desenvolvimento da
doenga por meio da contaminacdo ambiental com S. aureus, espécies de estafilococos

coagulase-negativo e S. agalactiae (BARKEMA et al., 2015; KLAAS, ZADOKS, 2017).

Figura 7. Mastite aguda severa bovina causada por bactéria Gram-negativa.

Fonte: RIBEIRO et al. (2008).
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Fezes bovina, o ambiente no qual vivem e a pastagem utilizada sdo as principais fontes
de contaminacao do rebanho por cepas de E. coli e S. uberis. A evolugado clinica da mastite
infecciosa causada por E. coli ¢ dependente da resposta imune do hospedeiro, podendo
apresentar casos graves que desencadeiam na morte do animal (BRADLEY et al., 2015). A
vacinagdo do rebanho, representa um papel importante nos casos em que a E. coli surge como
agente causador, podendo estar associado a efetividade da imunidade mediada por anticorpos
e fagocitose de neutréfilos na resposta imune. Os estudos de analise genética das cepas de E.
coli advindas de mastite infecciosa, sugerem uma heterogeneidade entre os microrganismos
encontrados pertencentes a esta espécie, que podem estar associados aos casos de infecgdes
transitorias por esse microrganismo, culminando em um perfil genético varidvel dessa
bactéria, impossibilitando a existéncia de um gendtipo consistente de E. coli que possa ser
relacionada a essa infeccao (RICHARDS et al., 2015; KEMPF et al., 2016; KUMARI et al.,
2018).

3.14 INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE (IRAS)

As IRAS sdo apontadas como um dos grandes problemas de salde publica,
principalmente em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, associadas ao aumento
dos indices de morbimortalidade e do risco a seguranca do paciente. Sdo consideradas como o
tipo de evento adverso mais prevalente na assisténcia a satide humana. Além disso, conduzem
ao aumento do tempo de tratamento e hospitalizacdo (WHO, 2017; YIEK et al., 2021).

O conceito de IRAS é descrito como infecgbes provenientes do processo de assisténcia
a saude, podendo ser considerado como hospitalar ou extra-hospitalar, como servigos de home
care, que surgem durante a internacdo ou ap0s a alta hospitalar e que ndo estavam presentes,
ou 0 microrganismo estava em periodo de incubacdo, durante a admissdo do paciente no
servico de assisténcia a saude, sendo diagnosticada, em geral, 72h apo6s a internacdo (HAQUE
etal., 2018; YIEK et al., 2021).

Dados do Center for Disease Control (CDC, 2016) dos Estados Unidos (EUA),
apontam que, por ano, 1,7 milhdo dos pacientes que s@o hospitalizados adquirem IRAS,
enguanto estdo sendo tratados por outros problemas de satde. Além disso, aproximadamente
100 mil pacientes morrem por ano, devido essas infeccdes (HAQUE et al., 2018). No Brasil,
sd0 escassos 0s estudos multicéntricos que contribuem com uma perspectiva proxima da
realidade da incidéncia da IRAS. Fortaleza et al. (2017), a partir de um estudo multicéntrico

incluindo 152 hospitais, demonstraram uma prevaléncia das IRAS em 10,8% dos pacientes
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nos servicos de satde do Brasil.

As IRAS apresentam causas e aspectos clinicos altamente heterogénicos. Considera-se
gue as mesmas possuem origem multifacetada, relacionadas aos procedimentos e sistemas de
assisténcia a saude, limitagcGes econémicas e ao comportamento humano, como por exemplo o
procedimento de antissepsia das mados. Embora seja um ato simples, a falta de policiamento
entre os prestadores de servicos de salde é um problema em todo o mundo. Atualmente, as
organizacbes que visam a melhoria da seguranca do paciente no ambiente hospitalar estao
investindo em campanhas de sensibilizacdo da necessidade de padrdes e praticas de
higienizacdo das mé&os na assisténcia a salde (Tabela 3) (HAQUE et al., 2018; SERRA-
BURRIEL et al., 2020).

Tabela 3. Métodos de controle e prevencdo de IRAS no ambiente hospitalar.

METODO DESCRICAO \

CONTROLE DO PONTO DE

ORIGEM Detecc¢do da origem ¢ efetiva no cenério de surtos;

Antissepsia das maos e o uso de Equipamentos de Protecdo

PRECAUGOES PADRAC Individuais (EPIs);

Contaminacdo ambiental generalizada é frequentemente relatada
em cenario epidémico e reservatorios ambientais provavelmente
desempenham um papel neste panorama;

LIMPEZA E DESINFECCAO
AMBIENTAL

COORTE DE PACIENTES Separar pacientes colonizados e infectados em unidades

especificas
COORTE DA EQUIPE Designar equipe médica para cuidar apenas de pacientes
MEDICA colonizados ou infectados

ISOLAMENTO CLINICO Requer_ldcz em aIgL_Jr)s casos de surtos a flm dellnterromper a
transmissdo e permitir a completa desinfeccdo ambiental

ADMINISTRACAO DE Programas para promover o uso criterioso de antimicrobianos a
ANTIMICROBIANOS fim de prevenir a emergéncia de mecanismos de resisténcia
VIGILANQIA Identificacdo de pacientes colonizados ou infectados para que as
EPIDEMIOLOGICA intervencdes possam ser implementadas

Fonte: Adaptado de VIEIRA, PICOLI (2015).

Além disso, o risco de transmissdo cruzada de microrganismos € potencializado pela
ineficiéncia do processo de descontaminacdo das maos no contato rotineiro dos profissionais
com 0s pacientes que, muitas vezes, por falta de insumos, reutilizam materiais descartaveis
como luvas e aventais durante a prestacdo do atendimento (SERRA-BURRIEL et al., 2020).

O uso de dispositivos invasivos essenciais & manutencdo da hemdstase do paciente,

servem como porta de entrada e superficie para a adesdo de patdgenos. Consequentemente, as



50

Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) sdo consideradas como o principal ambiente de
assisténcia a satde na disseminacdo das IRAS e com as menores taxas de sobrevivéncia dos
pacientes. Além da utilizacdo de dispositivos médico-hospitalares, o processo de recuperagao
de cirurgias e os procedimentos de alta complexidade realizados nesse setor, sdo fatores
agravantes que sujeitam 0s pacientes a essas infeccoes (HAQUE et al., 2018; COSTA-
JUNIOR et al., 2021).

Nas UTIs, as Infec¢des Urinarias Associadas a Cateteres (CAUTIs) sdo apontadas
como as principais causas de IRAS em pacientes do sexo feminino, nas quais as taxas de
incidéncia representam cerca de 5% ao dia, entre as pacientes hospitalizadas, sendo a E. coli o
patdgeno mais prevalente associado as CAUTIs. Subsequentemente, o uso intenso de
antibioticos no processo de tratamento e profilaxia das infeccdes, provoca uma alta pressdo
seletiva nos microrganismos, impulsionando o surgimento de bactérias MDR (HAQUE et al.,
2018).

O fendtipo MDR em microrganismos causadores de IRAS, estdo associados ao
aumento do tempo de estadiamento e altas taxas de morbimortalidade entre pacientes
hospitalizados (COSTA-JUNIOR et al., 2021). Um grupo composto por seis patégenos, sio
apontados como os principais agentes causadores de IRAS com o fen6tipo MDR, conhecidos
pelo acrdnimo ESKAPE — Enterococcus faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P.
aeruginosa e Enterobacter spp. (LUPO et al., 2018).

Bacilos Gram-Negativos (BGN), surgem como 0s patdgenos mais prevalentes em
IRAS. Estudos sugerem que os BGN sdo responsaveis por cerca de 80% dos quadros
infecciosos em UTIs (BALKHY et al., 2020; WATTAL et al., 2020; ZIOLKOWSKI et al.,
2021). Similarmente, Yang et al. (2021), a partir da analise de amostras de pacientes
ortopédicos acometidos por IRAS, entre os anos de 2012 e 2017, relataram que 70,5% das
1392 cepas isoladas correspondiam a bacilos Gram-negativos, sendo E. coli ESBL e P.
aeruginosa MDR as principais espécies identificadas. Existem fatores de risco para infec¢des
causadas por E. coli produtoras de ESBL, dentre eles, o uso indiscriminado de
fluoroquinonas, idade avancada e doencas cronicas como a diabetes, sdo variaveis positivas
para infeccdes causadas por estes microrganismos (YANG et al., 2021).

Além disso, com o surgimento da pandemia causada pelo virus da Sindrome
Respiratoria Aguda Grave Coronavirus 2coranavirus (Sars-CoV-2), relatado pela primeira vez
em Wuhan, China, no final de dezembro de 2019, houve um aumento drastico do nimero de
pacientes hospitalizados que precisavam de atendimento hospitalar em todo o globo. Entre os

pacientes com a doenca do coronavirus (COVID-19), 5-15% necessitam de hospitalizagéo.
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Diante do surgimento de sintomas moderados a graves, alguns desses, requerem
acompanhamento em UTIs. Assim, a permanéncia nas UTIS e o uso prolongado de
imunossupressor, como forma de tratamento da doenca inflamatoria causada pelo virus, como
esteroides e inibidores de interleucinas, acarretou no aumento das frequéncias das IRAS no
ambiente hospitalar (AYDEMIR et al., 2022).

3.15 O PAPEL DA COVID-19 NAS IRAS

A COVID-19 disseminou-se rapidamente para outros paises e foi declarada em 30 de
janeiro de 2020 como uma emergéncia de salde publica de interesse internacional. No Brasil,
0 primeiro caso confirmado de COVID-19 foi em 26 de fevereiro de 2020, na cidade de Sao
Paulo e a primeira morte confirmada em 17 de marco de 2020 (CRODA et al., 2020). Antes
dos primeiros casos de COVID-19 serem relatados no Brasil, varias medidas foram
implementadas, incluindo o ajuste do marco legal para realizar o isolamento e a quarentena.
Com a disseminacdo do virus no pais, e devido a eficicia da capacidade mutagénica do
mesmo, ainda em 2020, foram identificadas novas linhagens do SARS-COV-2, (P.1 e P.2),
associadas a um alto potencial de transmissdo e responsavel pelo aumento do numero de
casos. O aumento significativo das hospitalizacbes e do tempo de internagdo em unidades
hospitalares, resultou em um colapso da saude publica em muitos paises (CRODA et al.,
2020; HUANG et al., 2020).

A doenca é caracterizada por se manifestar com um amplo espectro clinico. Os
sintomas podem aparecer de acordo com a gravidade da mesma. Nesse caso, pacientes com
quadro clinico considerado leve podem apresentar sintomas que incluem febre, tosse seca, dor
de garganta, congestdo nasal, dores de cabeca e muscular, além de mal-estar. Pacientes com a
doenca na sua forma moderada podem apresentar sintomas respiratorios como tosse, falta de
ar e taquipneia. No entanto, pacientes graves além de apresentar os sintomas descritos, podem
evoluir para quadros de pneumonia, Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG), sepse ou
choque séptico, disfuncdo de mdaltiplos 6rgaos e morte (GUAN et al., 2020; HUANG et al.,
2020).

Adicionalmente, os progndsticos desses pacientes agravam ainda mais quando
associados a infeccdes bacterianas secundarias. A utilizacdo de ventilagdo mecanica, cateteres
Venosos centrais, procedimentos para manutencdo da sobrevida do paciente, além de
hospitalizagdes prolongadas sdo fatores que influenciam na predisposicao as IRAS (SILVA-
JUNIOR et al., 2017; SILVA et al., 2021). Fatores como a colonizagio em estado dindmico
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de microrganismos no trato respiratorio estdo associados a capacidade dos microrganismos
oportunistas iniciarem o processo infeccioso. Além da predisposicdo advinda da idade
avancada, presenca de comorbidades e variagdo genética (COSTA-JUNIOR et al., 2021).

O uso de antibioticos no esquema de tratamento de paciente acometido por COVID-19
é bastante elevado (LANGFORD et al., 2020). Langford et al (2020) realizaram um estudo de
meta-analise para determinar a propor¢do de pacientes que receberem prescricdo de
antibioticos durante o curso da doenca e observaram que 74.6% dos pacientes recebem pelo
menos um antimicrobiano como esquema terapéutico. Além disso, determinaram que a
variacdo dessas taxas ocorre de acordo com o pais, hospital e caracteristicas dos pacientes
internados. Similarmente, Chen et al., (2020) observaram que 71% dos pacientes
hospitalizados positivos para COVID-19, em um hospital da China, receberam antibioticos,
apesar da taxa de coinfeccdo bacteriana no hospital ser de apenas 1%.

As proporgdes de pacientes com uso de antibidticos do estudo de Langford et al
(2020) e Chen et al., (2020) foram significativamente maiores que a de pacientes internados
nas enfermarias médicas e cirurgicas entre os anos de 2016 e 2017, nas quais apresentaram
porcentagem de 45% e 55%, respectivamente, de acordo com o estudo de Charani et al.
(2019). Neste estudo, os autores avaliaram o uso de antibiGticos em 362 pacientes da clinica
médica e 297 da clinica cirargica.

Embora o tratamento da COVID-19 com antimicrobianos seja ineficaz, existem varias
razdes pelas quais a prescricdo de antimicrobianos é necessaria. Os pacientes podem
apresentar sintomas semelhantes aos de pneumonias bacterianas, ocorrendo suspeita de
coinfec¢bes ou confirmagdo, além dos protocolos internos nas unidades hospitalares que
podem sugerir 0 uso de profilaxia antimicrobiana (LANGFORD et al.,2020). Entretanto,
infeccbes secundarias em pacientes com COVID-19 devido a alta demanda das internacGes
hospitalares durante a pandemia, associado ao uso de antimicrobianos podem contribuir para
0 aumento do risco da transmisséo de microrganismos MDR (KARIYAWASAM et al., 2022).

A selecdo e o desenvolvimento de microrganismos altamente resistentes devido ao uso
excessivo de antimicrobianos podem determinar o progndstico clinico de pacientes graves
hospitalizados com COVID-19. Nesse contexto, microrganismos extremamente resistentes a
medicamentos e pan-resistentes causam coinfec¢fes graves em pacientes com COVID-19
facilitando a disseminacédo através dos tecidos e desencadeando quadros mais graves de tratar
(GHOSH; BORNMAN; ZAFER, 2021).

A coinfeccdo bacteriana e o risco que ela representa para pacientes com COVID-19

permanece sendo uma area pouco estudada. Microrganismos como a E. coli, que apresentam
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alta prevaléncia em infe¢cGes comunitarias e hospitalares sdo importantes ferramentas de
estudos para avaliagdo da RAM em pacientes com COVID-19 (HUANG et al., 2020; FUGA
et al., 2022). Garcia-vidal (2021) descreveram uma prevaléncia de 33.5% de infeccdes
urinérias causadas por E. coli em pacientes internados devido COVID-19 em um hospital de
Barcelona, Espanha.

3.16 SAUDE UNICA (One Health)

O surgimento do termo One Health ocorreu entre os anos de 2003-2004, devido a
incidéncia da Doenca Respiratéria Aguda Grave (SARS) no inicio do ano de 2003, e ao
subsequente aumento da disseminagdo de cepas da gripe aviaria (HsN1). Com o intuito de
controlar a disseminacao dessas infecgdes altamente patogénicas, teve inicio a criagdo de uma
série de objetivos estratégicos conhecidos como Manhattan principles, nos quais foram
derivados de uma reunido que ocorreu no ano de 2004, organizada pela Wildlife Conservation
Society. Na ocasido, houve o reconhecimento por parte da comunidade cientifica da ligacao
entre a saude humana e animal, além das ameacas que a disseminacdo de patdgenos
representava para o abastecimento de alimentos, saude publica e economia. Diante disso,
houve a compreensdo da importancia da colaboracdo das areas interdisciplinares no controle
das doencas emergentes, além da inclusdo do estudo da salude da vida selvagem como um
componente essencial no controle, mitigacdo e prevencdo de doencas (MACKENZIE,
JEGGO, 2019; MACHALABA et al., 2021).

Em contrapartida, o conceito de One health ndo deve ser considerado como recente,
pelo fato, dessa abordagem ter sido anteriormente citada, porém, com a utilizacdo de outros
termos, como: One Medicine e One World. One Medicine € o titulo de um livro publicado no
ano de 1964. Neste, os autores enfatizavam as semelhancas que existiam entre a salde
humana e animal e a necessidade da colaboracdo de ambas as areas na prevencao e controle
das infecgdes zoonoticas (TAYLOR et al., 2001; MACHALABA et al., 2021).

Um dos primeiros estudos que avaliaram o impacto da satde animal como um fator de
risco para saude humana foi realizado por Taylor et al. (2001). Nesse estudo, os autores
analisaram, por meio de revisdo da literatura, a diversidade de agentes causadores de
infeccbes em humanos e animais, reportando a identificacdo de 1.415 espécies de organismos
infecciosos conhecidos por serem patogénicos para a vida humana, incluindo 217 (15,3%)
virus e prions, 538 (38%) bactérias e Rickettsias, 307 (21,7%) fungos, 66 (4,7%) protozoarios

e 287 (22,3%) helmintos. Dentre essas espécies de organismos, 868 (61%) foram
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consideradas como zoonoticas, quando analisada a incidéncia desses como agentes causadores
de infeccBes em animais.

Embora, nos dltimos anos, tenham ocorrido grandes avancos no desenvolvimento de
vacinas e medicamentos direcionados ao tratamento e controle de surtos ocasionados por
doencas emergentes, a utilizacdo de medidas reativas de respostas profilaticos ou equivocadas
na prevencdo de surtos ou no tratamento esta associada a um custo significativo a longo
prazo. A exemplo, pode-se mencionar a disseminacdo da Resisténcia Antimicrobiana (RAM),
que possui como um dos fatores de potencializagdo o uso irracional de antimicrobianos na
salde humana e animal (Figura 8) (MACKENZIE, JEGGO, 2019; MACHALABA et al.,
2021).

A adocdo de abordagens One health em ambito nacional e internacional é apontada
como uma das principais ferramentas na redugdo dos indices de morbimortalidade e
hospitalizagdo dos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Além, de estar
relacionada a diminuicdo dos custos a saude publica e terapia medicamentosa direcionada
(COSTA-JUNIOR et al., 2022; ROCHA et al., 2022).

Nos estudos de RAM, essa abordagem € aplicada principalmente para o rastreio da
disseminacdo de clones bacterianos portadores de genes de resisténcia aos antibidticos.
Bactérias resistentes a antibidticos, oriundas da clinica, seja para uso humano ou veterinario,
podem se espalhar facilmente para o meio ambiente. Além disso, em Gram-negativas a
facilidade de aquisicdo e dispersdo de genes de resisténcia € ocasionada pelo processo de
conjugacdo. Formas bioativas inalteradas de medicamentos podem ser excretadas de pacientes
humanos e entrar no meio ambiente devido a ineficiéncia do tratamento de aguas residuais.
Além dos excrementos de animais usados como esterco na agricultura, que podem carregar
diversas espécies diferentes de cepas resistentes (KIEFFER et al., 2018; ROCHA et al., 2020).

Além disso, o consumo de alimentos de origem animal é uma outra via de possivel
contaminacdo de humanos por microrganismos resistentes. Entre eles, o leite bovino pode
carrear cepas portadoras de genes de resisténcia. A mastite infeciosa é uma das principais
doencas em bovinos que pode estar associada as cepas bacterianas resistentes e contaminacéo
do leite, entre elas, cepas de E. coli (CHENG, HAN, 2020).



Figura 8. Potencial de transmissdo de cepas resistentes a antibidticos no ambiente.

Fonte: COSTA-JUNIOR et al. (2022)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa tese estdo apresentados na forma de 4 artigos. Um artigo

publicado, um artigo submetido e dois artigos em preparagédo para submissao e publicacéo.

4.1 ARTIGO 1: Dissemination and prevalence of polymyxin-resistant bacteria of clinical and

environmental origin

O artigo “Dissemination and prevalence of polymyxin-resistant bacteria of clinical and
environmental origin” foi publicado no periddico “RESEARCH, SOCIETY AND
DEVELOPMENT, v. 11, n. 13, p. €94111334996, 2022. DOI: 10.33448/rsd-v11i13.34996.
Link de acesso: https://rsdjournal.org/index.php/rsd/article/view/34996.
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Resumo

As polimixinas foram descobertas na década de 1940 e eram usadas para tratar infeccdes =
por bactérias Gram-negativas. Esses farmacos atuam destruindo a membrana através da
desestabilizacdo de fosfolipidios. Devido a efeitos adversos, como nefrotoxicidade e
neurotoxicidade, teve o seu uso limitado. No entanto, com a evolugdo da resisténcia
antimicrobiana, o uso de polimixinas foi renovado e, com os medicamentos, foram observadas
cepas resistentes a esses medicamentos. Atualmente, bactérias resistentes a estes
antimicrobianos estdo em ambientes hospitalares e ndo antropizados. Essa ocorréncia constitui
um problema global de satde humana e ambiental que preocupa a populagéo, profissionais de
salde e pesquisa. Assim, esta revisdo foi realizada com o objetivo de descrever 0s
mecanismos e a ocorréncia de resisténcia bacteriana as polimixinas, e demonstra uma relagédo
entre cepas multirresistentes de origem clinica e ambiental.

Palavras-chaves: Bacillus polymyxa; colistina; mecanismos de resisténcia; satde publica.

4.2 ARTIGO 2: Bacilos Gram-negativos portadores do gene mcr no Brasil: um patdgeno em

ascensao

O manuscrito intitulado “Bacilos Gram-negativos portadores do gene mcr no Brasil: um
patdgeno em ascensao” encontra-se aceito para publicacdo na revista Brazillian Journal of

Microbiology.
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Resumo

A incidéncia de infeccBes causadas por patdgenos Gram-negativos resistentes tornou-se um
fator critico em saude publica devido a limitacdo das opcBes terapéuticas para o controle de
infeccbes causadas, principalmente, por Enterobacteriaceae (Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae), Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp. Assim, diante do aumento de patdgenos
resistentes e da reducdo das opc¢Oes terapéuticas, as polimixinas foram reintroduzidas na
clinica. Como ultima opgdo de tratamento, as polimixinas foram consideradas a chave
terapéutica, pois eram uma das poucas classes de antimicrobianos que apresentavam atividade
contra bacilos Gram-negativos multirresistentes. No entanto, ao longo dos anos, 0 uso
frequente desse antimicrobiano levou a relatos de casos de resisténcia. Em 2015, o mobile-
colistin-resistancee (mcr), um gene de resisténcia a colistina, foi descrito na China. Devido a
sua localizagdo nos plasmideos transportadores, este gene é caracterizado pela réapida
disseminacdo através da conjugacdo. Assim, foi classificado como uma ameaca crescente a
salde publica em todo o mundo. Em conclusdo, com base em varios relatos que mostram o
surgimento de mcr em diferentes contextos regionais e climaticos e espécies de isolados, este
trabalho tem como objetivo revisar a literatura sobre a incidéncia do gene mcr no Brasil em
diferentes regides, tipos de amostras identificadas, espécies de isolados e tipo de plasmideo
transportador.

Palavras-chave: Resisténcia Antimicrobiana; Polimixinas; gene de resisténcia a colistina;
salde publica.

Introducéo

Recentemente, a Resisténcia Antimicrobiana (RAM) tornou-se um fator critico na
salde publica devido a reducdo das opgOes terapéuticas associadas ao aumento das taxas de
morbidade e mortalidade [1,2]. Primeiro, com o desenvolvimento e comercializacdo de
antimicrobianos, juntamente com o0 aumento das taxas de prevaléncia de resisténcia
bacteriana, a comunidade cientifica tem se concentrado em patégenos Gram-positivos [4,5].
Assim, a mudanca no padrdo de suscetibilidade dos patdgenos e a multirresisténcia (MDR)
apresentada pelos bacilos Gram-negativos tornou-se uma ameaca para a comunidade médica e
cientifica em todo 0 mundo [5]. De fato, entre 2000 e 2010, aproximadamente 70 bilhdes de
doses de antibidticos foram administradas globalmente e 50% das doses sdo usadas
incorretamente ou de forma desnecessaria, facilitando assim o desenvolvimento da RAM
[1,6].

A RAM é dividida em dois tipos: i) resisténcia inata e ii) resisténcia adquirida. A
resisténcia intrinseca ou inata é caracterizada pelas particularidades de cada microrganismo e
depende de suas caracteristicas biolégicas. Alem disso, a resisténcia adquirida pode resultar
da aquisicdo de genes de resisténcia, mutacdo do DNA cromossdmico ou de ambos os
mecanismos [7]. Devido ao desenvolvimento de patégenos resistentes ao longo dos anos,

novas classes de medicamentos foram identificadas. Nos ultimos 20 anos, duas novas classes



59

de antibidticos, lipopeptideos e oxazolidinonas, foram classificadas e aprovadas para uso. No
entanto, a rapida capacidade das bactérias de adquirir resisténcia a essas novas classes as
tornaram ineficazes contra algumas populac6es bacterianas [8].

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a falta de opgdes de
tratamento para Bacilos Gram-negativos multirresistentes (BGN-MDR), incluindo como
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp., resulta em
infeccbes graves que podem levar a problemas de saude publica [9]. O uso irracional de
carbapenémicos foi devido ao surgimento de cefalosporinases, que por sua vez resultou em
resisténcia aos carbapenémicos [3, 10]. Portanto, com o aumento de patdgenos resistentes aos
carbapenémicos, as polimixinas foram reintroduzidas na clinica como uma das Gltimas opcdes
para o tratamento da BGN-MDR [5, 10, 11].

As polimixinas foram descobertas em 1947, mas na década de 1970, ap6s sua
incorporacdo na pratica clinica, descobriu-se que apresentavam alto potencial nefrotoxico.
Ap0s o surgimento de casos frequentes de pacientes com disfuncdo renal e a necessidade de
medicamentos mais seguros, 0 uso de polimixinas ficou limitado apenas ao tratamento de
infeccdes topicas [13]. No entanto, em uma era de bactérias MDR, antimicrobianos antigos
ressurgiram como opg¢des de tratamento, sendo, em alguns casos, 0s Unicos com atividade
contra BGN-MDR [13, 14].

Ho et al. em 2010 [15] descreveram as polimixinas como uma terapéutica chave para
infeccOes causadas por patdgenos resistentes a carbapenémicos. No entanto, com o aumento
do uso dessas drogas, observou-se um aumento nos casos de resisténcia a esses lipopeptideos
[16]. Em 2015, na China, foi identificado um gene transferivel de resisténcia a colistina
mediado por plasmideo, mcr-1, cujo produto génico, a proteina MCR-1, modifica o
componente lipidico A do LPS, inibindo a ligacéo de polimixinas ao alvo [17, 18].

Foi demonstrado que a producdo de MCR-1 em patdgenos como E. coli leva a um
aumento nas CIMs de polimixinas em até oito vezes; portanto, mesmo sem mecanismos de
resisténcia adicionais, a producdo desta enzima é suficiente para desenvolver resisténcia as
polimixinas [16]. Além disso, a localizacdo do gene mcr nos plasmideos o torna favoravel a
rapida propagacédo por conjugacéo, especialmente em isolados de E. coli [17, 19].

Relatos iniciais da presenga de mcr-1 no Brasil foram baseados em 16 amostras de E.
coli isoladas de aves e suinos. Subsequentemente, o primeiro caso de isolados clinicos e
amostras ambientais carregando mcr-1 foi relatado [20, 21]. Atualmente, existem varios
relatos de isolados que produzem MCR-1 relacionados a infec¢fes hospitalares em todo o pais

[22]. Assim, o presente estudo teve como objetivo compreender, por meio de uma reviséo
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narrativa da literatura, as variantes presentes nos relatos da incidéncia de BGN portadores do

gene mcr no Brasil.

Caracteristicas dos Bacilos Gram-Negativos

Através da acdo dos fatores de viruléncia, as bactérias utilizam informagdes genéticas
para realizar sua infeccdo e resistir as defesas do hospedeiro [23]. Esses fatores sao divididos
de acordo com seu mecanismo e/ou funcdo, por exemplo: (a) proteinas de membrana, que
desempenham papel fundamental na adesdo, colonizacdo e invasdo do hospedeiro, além de
promover a comunicacao intercelular por meio da liberagdo de moléculas Quorum Sensing ;
(b) proteinas secretoras de toxinas capazes de modificar o ambiente da célula hospedeira e sdo
responsaveis por algumas interacdes célula hospedeira-bactéria; (c) componentes da
membrana externa, como lipopolissacarideo (LPS) que podem proteger contra a lise mediada
pelo sistema complemento; e (d) capacidade de formar biofilmes, que sdo agregados
bacterianos contidos em matrizes extracelulares de polissacarideos, proteinas, enzimas e
acidos nucleicos. Essa matriz confere certa resisténcia as bactérias, restringindo a acdo dos
antibidticos, reduzindo a taxa de crescimento e até neutralizando o sistema imunologico.
Portanto, este Gltimo fator de resisténcia associado a mecanismos de resisténcia bacteriana
destacados contribui sinergicamente para a ampla disseminacdo de cepas BGN-MDR [24, 25].

Patdgenos Gram-negativos possuem mutacdes genéticas e adquirem elementos
genéticos maoveis que conferem mecanismos de resisténcia. Devido a isso, estdo entre oS
patégenos mais comuns em infeccdes comunitarias e hospitalares, pois apresentam alta taxa
de transmissdo [24-26]. Além disso, 0s genes de resisténcia tornaram-se um sério problema de
saude publica em todo o mundo, especialmente entre os antimicrobianos f-lactamicos [15,
22].

Conforme destacado por Mota et al. [27], enterobactérias e bacilos Gram-negativos
ndo fermentadores (GNNFB) sdo os patdgenos mais comuns associados a infecgdes
nosocomiais. Considerando os microrganismos isolados, K. pneumoniae, seguido por E. coli,
A. baumannii e P. aeruginosa, apresentaram a maior prevaléncia. Além disso, foi analisado o
perfil de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos e uma resisténcia significativa as
quinolonas (88,8%), cefalosporinas de segunda geragdo (57,9%), penicilinas (56,2%),
cefalosporinas de terceira geracdo (51,9%) e carbapenémicos (46,1%) foi observado. Em
relacdo ao BGNNF, percebeu-se que para A. baumannii a resisténcia poderia estar entre 80%
e 100% para cefepima, ciprofloxacina e meropenem, de 50% a 70% para imipenem,

piperacilina/tazobactam, cefoxitina, ceftazidima e gentamicina. Isolados de P. aeruginosa
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apresentaram menor taxa de resisténcia em geral quando comparados a outras espécies
bacterianas, variando de 30% a 40% para cefoxitina, cefuroxima, imipenem e meropenem
[27].

Mecanismos de Resisténcia em Bacilos Gram-negativos

A maioria dos antimicrobianos sdo produzidos naturalmente, e as bactérias co-
residentes desenvolvem um mecanismo de resisténcia natural conhecido como resisténcia
intrinseca [28]. Depois de se estabelecer no genoma de um género ou espécie de
microrganismo, a resisténcia inata propagar-se através das geragdes seguintes. Existem varias
causas para esta caracteristica, tais como a falta de afinidade do farmaco com o alvo,
inacessibilidade ao interior da célula bacteriana, ou extrusdo do farmaco por exportadores
ativos, bombas de efluxo, e ainda a producdo inata de enzimas que inativam o farmaco
[29,30].

A resisténcia adquirida é definida como um processo em que a bactéria que
originalmente apresentava susceptibilidade ao farmaco se torna resistente. O desenvolvimento
desta resisténcia é o resultado de mutacGes genéticas transferidas da célula mée para a celula
filha ou através de mecanismos de troca de genes [28]. Clinicamente a resisténcia adquirida é
mais significativa devido & elevada propagacdo de genes de resisténcia [29]. Esta
transferéncia pode ser realizada por plasmideos, que podem transportar genes de resisténcia a
multiplas classes de antibioticos e integrar-se no genoma bacteriano [31].

O mecanismo de transferéncia de material genético inclui conjugacdo, transducdo, e
transformacédo [32]. O processo de transferéncia de genes por conjugacdo ocorre atraves do
contato entre a superficie celular do doador e a transferéncia do plasmideo portador do gene
de resisténcia para o receptor, 0 que, por sua vez, tem sido amplamente reportado nos
patogénios Gram-negativos [33].

A produgdo de enzimas modificadoras de antimicrobianos é outro mecanismo de
resisténcia que pode ser mediado por plasmideos. A resisténcia de P. aeruginosa a
fosfomicina é um dos exemplos deste tipo de resisténcia relatada na clinica [33]. Outro meio
reportado de aquisi¢do do gene de resisténcia sao as mutagfes cromossémicas que ocorrem na
reparacdo incorreta do DNA ou durante a replicacdo cromossémica. Além disso, estes genes
também expressam resisténcia através de sistemas de efluxo, tomando como exemplo a
resisténcia as fluorquinolonas presentes em varios isolados Gram-negativos [32,33,48].

Como resultado de multiplos mecanismos de resisténcia que coexistem dentro de um

agente patogenico, um fendtipo MDR tornou-se comum entre os isolados associados a



62

infecgOes hospitalares [22]. Em 2011, foram criadas terminologias para padronizar e
descrever os perfis de microrganismos amplamente resistentes, tais como, MDR (Multidrug-
Resistente) - resistente a 3 ou mais classes de antimicrobianos; XDR (extensivamente
resistente aos medicamentos) - microrganismos que permanecem susceptiveis a pelo menos
um ou dois antibioticos pertencentes a duas classes diferentes; PDR (Pandrug-Resistente) -
resisténcia comprovada em todas as categorias de antimicrobianos testados. Desta forma, o
aumento da taxa de deteccdo de agentes patogénicos com resisténcia generalizada MDR,
XDR, e PDR ¢ atribuido a uma combinacédo de caracteristicas microbianas, uso descontrolado
de antibioticos, e disseminagdo de genes de resisténcia [30].

A alarmante falta de antimicrobianos eficazes para combater agentes patogénicos com
um amplo espectro de resisténcia nos ultimos anos levou a reintroducdo das polimixinas B e
E, dois antibidticos dos anos 60 que tinham uma atividade in vitro promissora contra agentes
patogénicos resistentes, mas a sua utilizagdo foi limitada devido a sua elevada incidéncia de
nefrotoxicidade e neurotoxicidade [34,35]. A utilizacdo intensa de polimixinas para a auséncia
de antibioticos igualmente eficazes, levou consequentemente a identificacdo de algumas
estirpes resistentes a estes antibioticos pouco tempo apds 0 Seu regresso, embora esta
resisténcia fosse cromossdmica, e por isso ndo havia risco de rapida distribuicdo e
disseminacdo [36]. Contudo, todo o cenario de utilizacdo de polimixinas esta incisivamente
ameacado com o primeiro relatdrio de resisténcia plasmidial, atribuido ao novo gene mcr-1
[37].

Polimixinas e 0 Gene de Resisténcia Plasmidial

E essencial que os antibidticos penetrem nas barreiras anfifilicas bacterianas,
permitindo que o componente ativo entre na célula. Os antibioticos ciclicos tém esta
capacidade de interagir com as membranas bacterianas. Neste contexto, 0S compostos
constituintes desta classe tém sido utilizados na linha da frente contra infeccbes causadas por
isolados de Gram-negativos MDR [38,39].

A polimixina foi obtida do microrganismo Paenibacillus polymyxa [40]. A sua
estrutura quimica é composta por um nucleo decapeptideo que contém um ciclo
intramolecular de heptapeptideos ligados por ligagcdes do tipo entre o grupo amino da cadeia
lateral do residuo de &cido diaminobutirico (Dab) na posi¢éo 4 e o grupo carboxil no terminal
do residuo C-treonina. Outra caracteristica estrutural importante da cadeia da polimixina é a
presenca de cinco residuos ndo proteogenicos Dab, que sdo carregados positivamente a pH

fisiologico, residuos hidrofébicos, e um grupo N-terminal de acilo. Esta classe de
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antimicrobianos é formada por um grupo de cinco compostos (A, B, C, D e E), que diferem
em termos de sequéncias de aminoacidos e cadeias laterais de acidos gordos [41]. A estrutura
quimica da polimixina B e E (colistina) diferem pela presenca de um aminoacido D-Leucina
na molécula de colistina, e D-Fenilalanina na molécula de polimixina B [42].

As polimixinas atuam ligando-se ao lipopolissacarideo (LPS) e as moléculas
fosfolipidas encontradas na membrana externa das bactérias Gram-negativas. Este processo
resulta em uma alteracéo da parede celular do microrganismo, levando ao extravasamento do
contetdo intracelular e, consequentemente, a morte da bactéria [43]. Devido a interaccao
eletrostatica entre moléculas antimicrobianas com o grupo fosfato do lipidio A da membrana
bacteriana, as polimixinas tém uma maior afinidade com o LPS bacteriano quando
comparadas com os cations de magnésio e calcio, que por sua vez estabilizam o LPS. Esta
interacdo provoca uma mudanga nos ions de calcio e magnésio, permitindo assim a ligagdo do
principio ativo & membrana do microrganismo, resultando no desarranjo na membrana e, mais
tarde, no aumento da absorcdo do antibi6tico, o que leva a um desequilibrio osmético,
causando a morte celular [44].

Entre os outros mecanismos de acdo das polimixinas estdo a inibicdo de enzimas
essenciais a respiracdo celular em bactérias, tais como a NADH-quinona oxidoredutase tipo |1
[45]. Contudo, tem sido relatado que a susceptibilidade a polimixina diminuiu, bem como um
aumento das infecgbes causadas por agentes patogénicos Gram-negativos resistentes a
polimixina. A resisténcia a polimixina foi principalmente observada em isolados de K.
pneumoniae e E. coli. Assim, a eficacia clinica desta classe de antimicrobianos tornou-se
limitada quando utilizada como monoterapia [22, 46].

O mecanismo pelo qual os agentes patogénicos Gram-negativos se tornam resistentes
as polimixinas envolve uma modificagdo quimica da membrana externa bacteriana [47]. Estas
modificacbes sdo mediadas por dois componentes, PhoP/Q e PmrA/B, que regulam a
resisténcia alterando a carga catiénica e o padrdo ionico da membrana externa, acarretando
uma diminuigdo da carga anidnica e, consequentemente, impedindo a interacdo eletrostatica
da célula bacteriana com as moléculas da droga [48].

A regulacdo dos genes resulta na modificagdo do LPS que conduz a resisténcia. A
regulacdo dos genes é mediada por Sistemas de Enzimas de Dois Componentes (TCS) que
normalmente regulam a resisténcia e os fatores de viruléncia [49]. A acdo dos sistemas de
bomba de efluxo, alteragdes nas concentragOes proteicas da membrana externa (porinas) e
espessamento da capsula de polissacarideo sdo também extremamente importantes para o

desenvolvimento da resisténcia patogénica as polimixinas entre os constituintes da ordem
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Enterobacterales [38].

Além da resisténcia mediada por mutacGes envolvendo TCSs, o mecanismo codificado
por um gene de localizacdo de plasmidial, mcr-1, descrito na China em 2015, tornou-se a
principal causa da resisténcia a polimixina. Existem dois tipos de altera¢cdes quimicas na
membrana externa dos bacilos Gram-negativos que levam a resisténcia as polimixinas, uma
das principais é a adi¢do de 4-amino-4-deoxi-L-arabinose (L-Ara4N) no componente lipidico
A do LPS, reduzindo a atividade antimicrobiana da membrana. Outra forma é a adicdo de
fosfoetanolamina (PEA) ao grupo 1-(4')-fosfato do lipidio A, promovendo resisténcia
intrinseca as polimixinas [50].

MCR-1 é descrita como a lipase A-40-PEA-transferase. Esta familia de fosfatases
alcalinas catalisa a ligacdo da fosfatidiletanolamina (PEA) ao LPS lipidio A e,
consequentemente, leva a resisténcia a colistina [51]. Assim, a resisténcia transferivel a
polimixina esté relacionada com a adi¢do de PEA ao LPS lipidico A pela MCR-1 [52]. Além
disso, a localizacdo do gene mcr nos plasmideos favorece a rapida propagagdo por
conjugacéo, especialmente nos isolados de E. coli (Figura I). A presenca deste gene em uma
variedade de plasmideos destaca a sua capacidade de propagacdo (Tabela I) [17, 19, 53].

Jeannot et al. [68] destacaram a transferéncia interespécies de genes mdveis como um
fator responsadvel pela propagacdo progressiva de genes de resisténcia. Além disso, foi
observado o mecanismo intrinseco e taxas de resisténcia a polimixina em Enterobacteriaceae
e isolados de A. baumannii e P. aeruginosa em 2017. No seu estudo, Jeannot et al. [53]
confirmaram que o mcr estd localizado no plasmideo transferivel, o que, por sua vez,
representa um elevado fator de propagacao por conjugacao.

De acordo com os estudos presentes na plataforma NCBI, foram descritas até o
momento as variantes mcr-1 a mcr-10, em varias espécies de microrganismos. O gene mcr-1
tem 13 sub-variantes, a maioria das quais foram relatadas em E. coli [54]. As variantes
descritas podem ser encontradas em diferentes classes de plasmideos, caracterizando uma
diversidade de reservatorios de genes. Incl2, IncHI2 e IncX4 sdo descritos como 0s principais
grupos de plasmideos responsaveis por transportar genes de resisténcia. Estudos descrevem a
propagacao da resisténcia a colistina relacionada com genes de varias variantes, locais, tipos
de amostras analisadas, espécies de isolados, e tipo de plasmideos portadores no Brasil
[30,34].

Incidéncia do mcr nas Amostras Clinicas Humanas

No Brasil, as primeiras bactérias Gram-negativas com resisténcia a polimixina foram



65

identificadas em isolados de E. coli [63,64]. Os casos de resisténcia a colistina em isolados
clinicos em humanos comecaram a ser relatados em 2016, como pode ser visto na Tabela II.
Transportado pelo plasmideo IncX4, o mcr-1 foi detectado em estirpes de E. coli (ST-101)
recuperadas de um paciente diabético com infeccdo no pé [20]. O caso ocorreu na regido
Nordeste do Brasil e foi realizada uma anélise completa do genoma [20].

Em diferentes estudos, o IncX4 foi identificado como o principal portador do gene de
resisténcia a colistina em Enterobacteriaceae; estes plasmideos foram encontrados em uma
variedade de espécies, pertencentes a diferentes Tipos Sequenciais (STs) e de amostras, tais
como alimentos, animais, e isolados clinicos [20]. Como resultado, a presenca deste carreador
em diferentes continentes indica que é um dos fatores importantes da propagacdo do gene
mcr-1. Similarmente, Zamparette et al. [21] relataram a presenca do IncX4 em dois isolados
de E. coli (ST-206 e ST-354) carreando o gene mcr-1.1.

Girardello et al. [65] isolaram 490 cepas Gram-negativas resistentes a colistina de
infeccbes humanas de ambiente hospitalar, das quais oito foram E. coli mcr-1.1 positiva. Os
genomas destas bactérias foram sequenciados, mostrando que a mcr-1.1 estava localizada no
contig de um plasmideo IncX4 em sete dos oito isolados. No ultimo, o mcr-1.1 foi localizado
no contig de um plasmideo IncHI2A.

Curiosamente, os isolados positivos para mcr-1 obtidos de pacientes de um hospital
ambulatorial em Santa Catarina (RS), que ndo foram diretamente expostos a polimixina,
mostraram uma afinidade de aproximadamente 99,9% com os plasmideos IncX4 relatados na
China e no Brasil pela primeira vez. O plasmideo IncX4 foi encontrado como um dos
principais vetores de propagacdo de mcr em ambas as andlises [21, 66]. Além disso,
Vasconcelos et al. [66] detectaram a presenca de outros genes para MDR, tais como o blacTx-
M-2.

A coexisténcia de genes de resisténcia tornou-se uma grande preocupacao devido a
falta de opcdes terapéuticas [67]. Varios estudos relataram a ocorréncia de mais de um gene
de resisténcia em isolados de enterobactérias, especialmente em produtoras de Betalactamases
de Espectro Extendido (ESBL) [67]. Conceicdo-Neto et al. [67] e Dalmolin et al. [64]
descreveram a coexisténcia de genes de resisténcia a colistina e carbapenéns. Dalmolin et al.
[64] relataram um caso de K. pneumoniae carreando mcr-1 e blakpc-2. A anélise foi realizada
através do rastreio de 3.468 isolados recuperados em varios hospitais da regido sul do Brasil,
entre 2013 e 2016. Outro caso de K. pneumoniae portador dos genes mcr-1 e blakpc foi
descrito em um paciente diagnosticado com trombose de um hospital em Vitéria (ES) [68].

Em outro estudo, foi relatado um unico isolado contendo os dois genes de resisténcia. Uma
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analise das sequenciais revelou gue os plasmideos portadores de mcr-1 e blakpc pertenciam
aos grupos IncX4 e IncFIB, respectivamente [64].

Nitz et al. [69] avaliaram o perfil molecular dos genes de viruléncia e resisténcia em
99 isolados de P. aeruginosa coletados de vérias amostras clinicas, uma das cepas foi
portadora do mcr-1. Com excepcao dos carbapenéns, imipenem e meropenem, aos quais era
sensivel, este isolado mostrou resisténcia a pelo menos um antibiético de cada classe testada,
diferente dos apresentados em cepas isoladas de carne animal [69].

Rocha et al. [70], observaram a presenga de variantes do mcr-1 em isolados de
Enterobacteriaceae recuperados de isolados clinicos em um Hospital de Recife, Pernambuco.
Posteriomente, varios estudos indicaram a presenca de diferentes variantes no Brasil ao longo
dos anos, neste contexto. Kieffer et al. [71], Martins-Sorenson et al. [72] e Dos Santos et al.
[74] relataram o aparecimento dos alelos mcr-3.12, mcr-4.3 e mcr-3 e mcr-7, respectivamente,
transportados pelo plasmideo IncY, em diferentes tipos de amostras e diferentes isolados.
Estes estudos mostraram uma diferenca nos plasmideos portadores dos genes de resisténcia.
Kieffer et al. [71] descreveram um plasmideo IncA/C2, e Martins-Sorenson [92] descreveram
um plasmideo previamente desconhecido, pAb-MCR4,3, que transportava mcr-4,3 em
isolados A. baumannii. O alelo mcr-9,1 em isolados de Salmonella typhimurium foi
identificado pela primeira vez a partir de um isolado clinico em 2019, contudo, devido a
rapida disseminacdo, este alelo foi reportado globalmente entre as Enterobacteriaceae [75].

Além disso, com o aparecimento da pandemia da COVID-19, causada pelo virus Sars-
CoV-2, houve um aumento no numero e tempo de interacbes no ambiente hospitalar,
causando um aumento na ocorréncia de infecgdes secundarias e a propagacdo de
microrganismos no ambiente hospitalar. Estes fatores podem favorecer ainda mais a

propagacao de cepas portadoras do mcr em isolados clinicos humanos [76].

Incidéncia do mcr em Animais e Carne de Animais

A utilizacdo extensiva de polimixinas em animais de producdo foi reconhecida como
uma das principais causas do aparecimento e rapida propagacao do gene de resisténcia. Neste
contexto, os primeiros relatorios destes isolados foram obtidos a partir do comércio em carejo
de carne de porco e de frango [20,66]. Vasconcelos et al. [66] identificaram o IncX4 como
portador do gene mcr-1 em cepas de E. coli (ST-359) obtidas a partir das carcagas de frango
de um mercado publico na regido Nordeste do Brasil.

Gado brasileiro sem contato prévio com a polimixina mostrou varios genes de

resisténcia, de acordo com Palmeira et al. [77]. No estudo, a presenca de mcr-1 e blactx-m-2
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foi observada em um isolado de E. coli (ST-443). Os genes de resisténcia a colistina e de
ESBL estavam em plasmideos separados, IncX4 e IncF, respectivamente. Fuentes-Castillo et
al. [78], por sua vez, relataram a coexisténcia de genes de resisténcia em isolados de
Enterobacter kobei (E11R). Os isolados foram recuperados de uma cultura do exsudado
respiratério de um golfinho franciscano, uma espécie ameacada de extin¢do. As analises
relataram a presenca de mcr-9.1 e blactx-m1s, além dos genes de resisténcia aos
aminoglicosideos, tetraciclina, fluorquinolona, fosfomicina e sulfonamida.

Em 2020, a resisténcia a colistina mediada pelo mcr-9 foi descrita por Leite et al. [75]
em isolados de S. typhimurium (ST-19) de suinos. A resisténcia foi determinada pela CIM, e a
partir do sequenciamento do genoma foi relatada a presenca dos plasmideos IncHI2 e
IncHI2A. Salmonella enterica serovar Typhimurium portador do mcr-1 foi descrito em 2018,
em amostras retiradas de reservatdrios de carne de porco no sul do Brasil [79]. Similarmente,
estudo realizado por Rau et al. [79], observou uma cepa de S. enterica portadora do gene de
resisténcia a colistina em alimentos produzidos no Brasil; 90% dos isolados detectados
pertenciam ao serovar Typhimurium e abrigavam o gene mcr-1 no plasmideo IncX4 (Tabela
11).

Estudo realizado por Moreno et al. [81] detectaram outro tipo de Salmonella portadora
do gene de resisténcia a colistina. No estudo, foram selecionadas amostras de carne de frango
para testes de presenca do gene mcr. Foram identificados dois isolados portadores do gene e a
analise do genoma determinou a presenca do serovar Schwarzengrund (ST-96) no plasmideo
IncX4. O serovar Schwarzengrund ja havia sido isolado de aves e em carne de aves; no
entanto, poucos estudos indicaram a presenca de resisténcia bacteriana. Saidenberg et al. [82]
relataram a presenca de E. coli MDR portadora do mcr-1 (ST131-H22) em aves de capoeira
domésticas. Os isolados mostraram as variantes mcr-5.1 e mcr-9, sugerindo o papel da
avicultura como um dos principais reservatorios de resisténcia as colistinas em enterobactérias
patogenicas. Correspondentemente, Barbieri et al. [84] analisaram a presen¢a do mcr em 107
isolados de E. coli obtidos de aves de capoeira de producdo. O gene foi encontrado em 62
(57.9%) isolados, enquanto que o0 gene mcr-5 em trés (2,8%) isolados; todos estes isolados
eram fenotipicamente resistentes a colistina (MIC > 8ug/ml). Incl2, FIB, e B/O foram os tipos
de replicons mais prevalentes observados, representando 38%, 36%, e 34% dos isolados mcr
positivos, respectivamente.

Um estudo conduzido por Kobs et al. [80], demonstrou a presenca do gene de
resisténcia a polimixina em animais de estimacdo. Na sua analise, este estudo identificou os

primeiros isolados de E. coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp. portadores de mcr-1
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recuperados de cdes e gatos. Foi identificado um total de 64 isolados bacterianos com
resisténcia fenotipica a polimixina B, dos quais 62 isolados eram de cdes e dois de gatos.
Além disso, todos os isolados positivos de mcr-1 foram MDR. Dessa forma, esse resultado
serve como um importante alerta & medicina veterinaria em relacéo a resisténcia bacteriana.
Além disso, Ramos et al. [85] caracterizaram 216 cepas de E. coli isoladas de cées
alimentados com uma dieta a base de carne crua (RMDB) ou com uma racdo seca
convencional. Os isolados de cdes alimentados com RMBD foram frequentemente positivos
para E. coli MDR, e entre eles, sete produtores de ESBL foram identificados e submetidos a
sequenciamento de todo o genoma. O mcr-1 foi considerado positivo em duas cepas ST57 e
ST410. Alem disso, uma pesquisa BLAST das regides dos genes ESBL e mcr-1 revelou que a
maioria deles estavam localizados em componentes genéticos moveis de varios tipos de
replicons, incluindo o plasmideo IncFIl. Portanto, este estudo revelou que devido ao risco de
propagacdo destas bactérias tanto dentro do lar como na comunidade, as estirpes de E. coli
ESBL e mcr-1 positivas representam um risco potencial ndo sé para os cdes portadores, mas

também para outros animais e humanos nas proximidades.

Incidéncia do mcr Gene no Ambiente

A incidéncia do gene mcr nos agentes patogénicos que produzem ESBL e
carbapenemases de origem ambiental (Tabela 1V), é motivo de preocupacdo para a
comunidade cientifica [86]. Sacramento et al. [86] descreveram a presenca dos genes mcr-1 e
blactx-m-s em isolados de E. coli recuperados de um ecossistema de manguezais na regido
Nordeste do Brasil. Neste estudo, foi descrita a presenca dos plasmideos Incll, IncX1, IncFll,
IncFIB e IncX4. O gene de resisténcia a colistina foi transportado pelo plasmideo IncX4,
corroborando o conceito deste plasmideo como um dos principais agentes de disseminacao de
genes em enterobactérias [63]. Além disso, a identificacdo de agentes patogénicos com mais
de um gene de resisténcia, especialmente os que apresentavam a variante mcr-9.1, representou
um sinal de maior propagacao do gene mcr [84].

Cordeiro-moura et al. [87] detectaram a presenca de mcr-1 em uma cepa de E. coli
isolada de uma amostra de rio em Jodo Pessoa, Paraiba, como parte de um projeto para
analisar a resisténcia bacteriana em aguas costeiras. A cepa portadora do gene apresentou
CIM para colistina de 4 pg/mL. Além disso, foram identificados os plasmideos IncX4, IncN,
Incl1/Iy, IncF e IncFIB no isolado, no qual o gene foi identificado como pertencente ao grupo
de incompatibilidade IncX4. Do mesmo modo, Fernandes et al. [63] detectaram a presenca do

gene mcr-1 mediado pelo plasmideo IncX4 e gene o blactx-m em E. coli isoladas das aguas
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costeiras da cidade de Séo Paulo.

Considerac0es Finais

Devido a sua ampla disseminac&o, a resisténcia bacteriana tornou-se um desafio para a
comunidade cientifica. Os BGN-MDR estdo presentes principalmente em casos clinicos.
Infelizmente, o desenvolvimento de medicamentos eficazes ndo acompanha as taxas de
prevaléncia de estirpes MDR, mesmo os antimicrobianos que tém alta atividade contra Gram-
negativos, como as polimixinas, tornaram-se ineficazes no tratamento de infecgOes. Neste
contexto, o presente estudo realga a importancia do conceito One Health no controlo da
propagacdo da RAM, enfatizando a influéncia da salde animal e do ambiente na prevaléncia,
e a propagacdo de genes de resisténcia bacteriana. A trajetoria da incidéncia do gene mcr nas
bactérias Gram-negativas do Brasil pode ser usada como exemplo da necessidade de estudos
que destaquem e utilizem a abordagem One Heath, além da importancia da epidemiologia
molecular no controlo da resisténcia bacteriana. Além disso, o cenario pandémico que
comecou em 2019 serd possivelmente um grande acelerador da propagacdo de bactérias

resistentes no Brasil.
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Tabelas
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e carne de varejo entre 2018 e 2020 no Brasil.
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Tabela I.

mcr gene  Species Genes of B-lactamases E:/IOI“CS t?; (Mmg/L) Origin Year* Country References
mer-1 E. coli ND** 8 Animal, Human 2015 China [17]

and Food
mcr-2 E. coli ND** 4-8 Animal 2011-2012  Belgium [19]
mcr-3 E. coli blaoxa-1 8 Animal 2015 China [55]
mcr-4 E. coli and Salmonella ND** 8 Animal 2016-1017  Italy, Spain and [56]
Belgium
mcr-5 Salmonella entérica blarem-1b 4-8 Animal, Food 2011-2013  Germany [57]
mcr-6 Moraxella pluranimalium blagro-1 2-4 Animal 2014-2015 UK [58]
mcr-7.1 K. pneumoniae blaskv-28; blacTx-m-s5 4 Animal 2014 China [59]
mcr-8 K. pneumoniae blaskv-1; blanom-1; blacrx- 16 Animal 2015-2017  China [60]
m-14; blanpms
mcr-9 Salmonella enterica blarem-1s; blaskv-12 5 Human 2010 USA [61]
serovar Typhimurium
mcr-10 Enterobacter roggenkampii  blamir-s 2 Human 2016 China [62]

*Year of first gene isolation.
**ND: Not detected.
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Tabela Il.

Gene Year City/Region Sample Specie Plasmid References

mer-1.1 2015 -2016 Santa Catarina Blood E. coli (ST-206, ST-354) IncX4 [21]

mcr-1 and 2014 Porto Alegre Rectal Swab K. pneumoniae (ST-437) IncX4 [64]

blakec-2

mcr-1 and mer- 2016 Recife Blood Enterobacter IncX4 and Inc [70]

H %

2016 - 2017 Parana K. pneumoniae and E. coli Undetermined [72]

*Year of first isolament.
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Tabela I11.

Genes Year* City/Region Origin of the sample Specie Plasmid References

Not informed Northeastern Brazilian Chicken carcass E. coli (ST-359) [66]
Region

mcr-1- blactx-m-2 2014 Northeastern Brazilian Bird and swine meat E. coli (E12) IncX4/InckF [77]

Region

mcer-1 2014 - 2017 Brazil Sample of retail poultry, turkey and Salmonella entérica IncX4 [79]

pork meat and carcass

mcr-5.1 and mer-9 Séo Paulo Domestic birds E. coli (ST131-H22) Undetermined [82]

mcr-1 2019 Rio de Janeiro Bird cloacal swabs Escherichia fergusonii IncHI2 [83]

*Year of first isolament.
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Tabela IV.

Genes Year City/Region Sample Specie Plasmid References

mcr-1, mer-3 and mer-7 2019 Minas Gerais Environmental feces Enterobacter [73]
samples (soil and water)

*Year of first isolament.
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Figuras

Figura 1. Representacdo da atividade proteica da MCR-1. A) Estrutura original do lipidio A
encontrado nas bactérias Gram-negativas; B) Modificacdo desta molécula ap6s a acdo da
proteina codificada pelo gene mcr-1, caracterizada pela adicdo de fosfoetanolamina ao grupo
1-(4")-fosfato do lipidio A.

Figura 2. Distribuicdo das variantes do gene mcr no Brasil.
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Figura 2.

Variants of mcr found in Brazil

o mer-1
o mer-3
O mer-4
o mer-3
a mer-7
O mcr-9

4.3 ARTIGO 3: Disseminacdo de cepas de Escherichia coli resistentes e produtoras de

biofilme em aves da espécie Caracara plancus no Nordeste do Brasil
O manuscrito intitulado “Disseminacdo de cepas de Escherichia coli resistentes e
produtoras de biofilme em aves da espécie Caracara plancus no Nordeste do Brasil” sera

submetido na revista Environmental Pollution (1987).

Disseminacédo de cepas de Escherichia coli resistentes e produtoras de biofilme em aves

da espécie Caracara plancus no Nordeste do Brasil

Autores: Sérgio Dias Costa-Junior'™; Jodo Marcos Aradjo da Silva?; Vinicius Pietta Perez*3;
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InstituicBes: 'Departamento de Fisiologia e Patologia, Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), 58.051-900, Jodo Pessoa, Brasil; ?Departamento de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), 58.051-900, Jodo Pessoa, Brasil; *Laboratorio de
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Departamento de Bioquimica, Centro de Biociéncias, Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), Av. Moraes Rego s/n, Recife, PE, Brasil;

RESUMO

Caracara Plancus sdo animais que podem atuar na disseminacdo de bactérias Multidroga-
Resistentes (MDR) nos grandes centros urbanos em paises da America Latina. No entanto, no
Brasil, estudos relacionados a investigacdo de bacterias resistentes e o perfil de disseminacéo
entre animais dessa espécie, ainda sdo escassos. Esta pesquisa teve como objetivo caracterizar
a microbiota de 87 aves da espécie C. plancus no nordeste brasileiro e investigar o perfil de
resisténcia e genotipico da espécie prevalente, bem como seu potencial de formacdo de
biofilme. Para isso, foram coletados 87 swabs obtidos da cloaca de C. plancus, no ano de
2019, no estado da Bahia, nordeste do Brasil. As bactérias foram caracterizadas quanto a
fermentacdo de lactose e morfologia das colonias em meio MacConkey e identificadas
molecularmente pela Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time Of Flight (MALDI-
TOF-MS). Apds esta triagem, coldnias da espécie predominante foram submetidas ao teste de
disco-difusdo em agar, de acordo com o protocolo do Clinical Laboratory and Stanrd Institute
(CLSI), seguido do ensaio fenotipico de disco-aproximacao. Posteriormente, foi realizada a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para deteccdo de 26 genes de betalactamases e do
gene de resisténcia a colistina mediada por plasmideo (mcr-1). A Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus — PCR (ERIC-PCR) foi utilizada para determinar o perfil clonal dos
isolados. Por fim, foram aplicados e comparados os métodos de coloragdo com Cristal
Violenta (CV) e crescimento em meio vermelho-congo para analisar a capacidade de
producdo de biofilme. Como resultado inicial foram obtidos 104 microrganismos,
pertencentes a diferentes géneros bacterianos e um género fangico. Destes, 0 mais prevalente
foi o Escherichia representado por 39 isolados, dos quais 15.4% (6/39) foram produtores de
Betalactamases de Espectro Estendido (ESBL) e 33.3% (13/39) resistentes a pelo menos um
dos 14 antimicrobianos testados. As analises moleculares detectaram positividade de: 18%
(7/39) para o gene blactx-m-12, 7.7% (3/39) para 0 blaoxa-1, 2.6% (1/39) para o blakpc, 2.6%
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(1/39) para o blaoxa-18, e 2.6% (1/39) para o blaces. Este é o primeiro relato de E. coli
portadora de blakec com susceptibilidade aos carbapenéns em amostras de origem animal.
Nao foram detectadas cepas portadoras do gene mcr-1 em nenhuma das amostras
investigadas. O resultado da genotipagem demonstrou disseminacéo de cepas portadoras de
genes de resisténcia aos betalactdmicos em diferentes aves. Em relacdo a capacidade de
formacéo de biofilme, 74.3% (29/39) das cepas foram produtoras de biofilme pelo método
CV, apresentando indice de concordancia de 76.9% ao método vermelho-congo. Os dados
indicam que a espécie C. plancus pode ser um potencial disseminador de bactérias resistentes
nos centros urbanos do nordeste do Brasil e que a¢des de monitoramento sdo necessarias para
auxiliar os 6rgdos ambientais e de salde a atuarem de forma estratégica e preventiva no
combate a Resisténcia Antimicrobiana (RAM).

Palavras-chave: Resisténcia antimicrobiana; Betalactamases; Perfil Clonal; Centros Urbanos.

1. INTRODUCAO

A espécie Caracara plancus (Miller, 1777), pertence ao filo Chordata, classe Aves,
ordem Falconiformes, familia Falconidae e género Caracara. Esta ave possui distribuicdo
na Ameérica-latina principalmente na Argentina, Brasil, Bolivia, Chile, Peru e Uruguai. No
Brasil, é popularmente conhecida como Carcara e amplamente encontrada na regido sudeste
e nordeste do pais. O processo de adaptacdo dessa ave de rapina aos efeitos antropogénicos,
principalmente ao desmatamento, acarretou no aumento da sua incidéncia no ambiente
urbano (LIMA et al., 2022). Entre as causas mais comuns de morbimortalidade desses
animais, estdo as doencas infecto-parasitarias. Além de serem acometidos por infecgdes
causadas por microrganismos, aves podem ser consideradas como potenciais reservatorios e
disseminadores de bactérias (SILVA et al., 2020). Sendo, portanto, necessario a realizacao
de pesquisas que avaliem a microbiota cloacal desses animais buscando compreender a
dindmica de dispersdo de microrganismos resistentes e interrelacionando a triplice:
humanos, animais e meio ambiente, como alternativa para combater a disseminacdo da
RAM (SILVA et al., 2020; SILVA et al., 2021, COSTA-JUNIOR et al., 2022).

A deteccdo das bactérias da ordem Enterobacterales em animais pode ser considerada
como um grande problema de salde publica, pelo potencial zoondtico desses
microrganismos. Alguns estudos encontraram bactérias Gram-negativas Multidroga-
Resistentes (BGN-MDR) e produtoras de biofilme em aves do género C. plancus (WHO,
2017; SILVA et al., 2020; BALDOTTO et al., 2021). A colibacilose, infec¢do causada pela
bactéria Escherichia coli é uma bacteriose que afeta diversas espécies de animais, como
bezerros, aves e porcos, sendo considerada a principal infeccdo bacteriana em aves e uma

das mais prevalentes em bovinos (COSTA-JUNIOR et al., 2018). No entanto, a maioria
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dessas cepas vivem em relacdo comensal com as aves, sendo consideradas agentes
colonizadores. Cepas virulentas referidas como E. coli Patogénica Aviaria (APEC) induzem
infeccdes localizadas e sistémicas nestes animais e configuram um problema grave a ser
enfrentado (COSTA-JUNIOR et al., 2018; SILVA et al., 2020).

Nos Ultimos anos, a disseminagdo de cepas com mecanismos de resisténcia a
antimicrobianos é alvo de diversos estudos, onde se observa um papel crucial de
reservatorios animais na dispersdo e selecdo de cepas com multiplos mecanismos de
resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos e viruléncia, possibilitando a
sobrevivéncia e permanéncia destes patdgenos no ambiente por um periodo mais prolongado
(SILVA et al., 2016; SILVA et al., 2020; SILVA et al., 2021). A expressdo de enzimas
hidroliticas e a producéo de biofilmes sdo exemplos de mecanismos pelos quais existem um
namero crescente de relatos de cepas de E. coli resistentes as principais antibioterapias
frequentemente utilizadas na clinica (VON WINTERSDORFF, 2016; OLIVEIRA SANTOS
et al., 2022). A producdo de biofilme por cepas de E. coli é um fator de viruléncia que
merece destaque, uma vez que esta € uma das principais causas da eficiéncia desses
microrganismos nas infecgdes do trato urinario em humanos (ALAV, SUTTON, RAHMAN,
2018).

Neste intuito, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a microbiota cloacal de aves
do C. plancus ocorrentes no estado da Bahia, Nordeste do Brasil, e avaliar as caracteristicas
bioquimicas e genéticas da espécie prevalente a fim de entender a dinamica de disperséo
deste microrganismo por esta espécie e contribuir para o controle preventivo da RAM na

regiao.

2. MATERIAS E METODOS
2. 1 Coleta e Preparo das Amostras

Com o auxilio do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis
Brasileiros (IBAMA) de Salvador-BA, licenca SISBIO n° 33203. Foram coletados 87 swabs
em cloaca de C. plancus, resgatadas. Os animais estudados apresentavam-se clinicamente
sadios, tendo faixas etérias diferentes. Os swabs coletados foram imediatamente inoculados
em meio Stuart 5% e transportadas ao Laboratério de Microbiologia do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas do Campus | da UFPB, sob condicdes de refrigeracdo adequadas para

isolamento de bactérias aerébias.
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2.2 Processamento das Amostras

Todas as amostras obtidas foram inicialmente inoculandas em meio SkimMilk,
Tryptone, Glucose and Glycerin (STGG) e mantidas em estufas bacterioldgicas a 37 °C/2 h,
para reativacdo. Em seguida, estas foram reativadas e homogeneizadas por 1 min em vortex.
Foram utilizados 100 pL para semeio em placas descartaveis contendo Agar MacConkey
acrescido de trés antimicrobianos seletivos: imipenem (1 pg/mL), sulfato de colistina (3,5
pg/mL) e ceftriaxona (8 pg/mL) e incubados em condi¢cbes de aerobiose a 37 °C/overnight.
Colbnias foram selecionadas a partir de suas caracteristicas morfoldgicas e fermentacdo de
lactose, as quais foram transferidas para placas contendo agar MacConkey acrescidas dos
mesmos antimicrobianos e condi¢cdes de incubacdo das suas placas originais. Apds o
crescimento, todos os isolados foram rotulados e armazenados em duplicata em criotubos
estéreis contendo meio Tryptic Soy Broth (TSB) e glicerina a 15%. Estes foram armazenados

em ultrafreezer, com temperatura média de -80 °C.

2.3 ldentificacdo Bacteriana

As bactérias foram inicialmente caracterizadas quanto a capacidade de fermentagéo de
lactose e morfologia das colénias e posteriormente identificadas pelo método de
espectrometria de massas, utilizando a técnica MALDI-TOF-MS, realizada em parceria com o
Laboratério de Investigacdo em Microbiologia Médica da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (LIMM-UFRJ). Todas as cepas foram analisadas em duplicata. Para isso, foram
depositadas sobre a placa metalica fornecida pelo fabricante do equipamento, com auxilio de
agulhas bacterioldgicas estéreis, aliquotas de no minimo 10° células microbianas de cada uma
das amostras, em dois pogos distintos da placa. A cada um dos pogos foi adicionado 1 pL de
acido formico a 70% (v/v). Estes foram mantidos em fluxo laminar para promover a completa
secagem do depositado. Apds este procedimento, foi adicionado em cada um dos pocos 1 uL
da matriz, sendo esta composta por acido o-ciano-4-hidroxicinémico diluido em acetonitrila
50% (v/v) e acido trifluoroacético 2,5% (v/v). A secagem da matriz depositada se deu a
temperatura ambiente, sendo a placa metalica introduzida no aparelho Bruker Daltonics
Micro flex (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) para leitura.

A calibracdo do espectrometro de massas se deu por meio da cepa E. coli DH5aq,
inoculadas em &gar sangue, utilizada como padrdo para o processamento das amostras, em
duplicata. Previamente inoculadas em agar sangue com intuito de promover o crescimento de
colbnias, estas foram depositadas sobre os pocos da placa metalica e pré-processadas de

forma idéntica ao descrito para as amostras bacterianas. Os espectros de massas gerados apds
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a realizacdo do experimento foram comparados com espectros indexados no software
Biotyper (versdao 3.1), disponibilizado pela mesma fabricante do espectrofotdmetro, para
identificacdo do género e espécie das bactérias isoladas.

Uma vez caracterizada a microbiota cloacal das aves, os experimentos seguintes foram

realizados exclusivamente nas cepas da espécie prevalente.

2.4 Perfil de Susceptibilidade aos Antimicrobianos

O perfil de susceptibilidade a antimicrobianos foi determinado pela técnica de disco-
difusdo. Para isto, utilizou-se 0s seguintes antimicrobianos: Amicacina (30 uQ);
Amoxicilina/Acido clavulanico (30 ug); Aztreonam (30 pg); Cefepime (30 pg); Cefoxetina
(30 ug); Ceftazidima (30 pg); Ceftriaxona (30 ug); Ciprofloxacina (5 pg); Ertapenem (10 pug);
Gentamicina (10 pg); Imipenem (10 ug); Meropenem (10 pg); Nitrofurantoina (300 ug) e
Tetraciclina (30 pg). Foi preparado uma suspensdo salina 0,85% (m/v) de cada uma das
amostras correspondentes a escala 0,5 de McFarland (1,5x108 UFC/mL). Com auxilio de um
swab estéril, foi realizada a inoculacdo em placa contendo agar Miller-Hinton. Em seguida,
foram adicionados sobre a superficie do agar os discos contendo 0s antimicrobianos e as
placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °Clovernight. Apos a leitura dos
resultados, classificou-se as amostras bacterianas em Sensiveis (S), Intermediarias (I) ou
Resistentes (R) aos antimicrobianos testados, seguindo os critérios estabelecidos pelo CSLI
para Enterobacterales (CLSI, 2019). O controle de qualidade do experimento se deu pela
preparacao de antibiogramas de forma semelhante descrito para as amostras, porém utilizando
as cepas E. coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

2.5 Producéo de ESBL por Disco-aproximagao

A determinacéo fenotipica da produgdo de ESBL foi realizada por meio da técnica de disco-
aproximacdo (JARLIER et al., 1988). Preparou-se uma suspencao bacteriana em uma
solucdo salina estéril 0,85% (m/v) padronizada com a solugdo 0,5 de McFarland (1,5x108
UFC/mL). Ap6s homogeneizacdo em vortex, as amostras foram inoculadas com auxilio de
um swab estéril em placas contendo agar Muller-Hinton. Foram depositados no centro de
cada uma das placas um disco de Amoxacilina/Acido clavulanico (30ug). Perpendiculares a
este, foram adicionados discos de Aztreonam (30ug), Ceftriaxona (30ug), Ceftazidima

(30ug) e Cefepima (30pg) com uma distancia de 25 mm do disco central.
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2.6 Extracdo de DNA Bacteriano

As bactérias foram reativadas no Laboratdrio de Microbiologia Clinica do Numetrop a
partir do semeio em placas de Petri de plastico contendo agar MacConkey, incubadas por 24-
48 horas em estufa a 37 °C. Ap6s o crescimento, uma colbnia pura de cada isolado foi
incubada em meio caldo Infusdo Cérebro-coracdo durante 4h a 37°C para posterior extracao
do DNA total. O DNA bacteriano foi extraido com o Kit PureLink Reagente (Invitrogen),

conforme o protocolo fornecido pelo fabricante e estocado a -20 °C.

2.7 Pesquisa dos Genes de Resisténcia Bacteriana

2.7.1 Deteccdo de Genes de Resisténcia aos Betalactamicos

A caracterizagdo molecular dos determinantes da resisténcia bacteriana a
betalactamicos, foi executada por meio de amplificagdo (PCR) de fragmentos de DNA. Foi
analisada a presenca dos genes de cefalosporinases mediadas por plasmideo, oxacilinases ndo
carbapenemases, ESBLs, New Deli Metalo-betalactamase (NDM), Klebisella pneumoniae
carbapenemase (KPC), e metalo-beta-lactamases. Para a deteccdo destes genes, cada reacdo
de amplificacdo foi preparada em um volume final de 25uL por tubo, incluindo: 10ng de
DNA genbémico (0,5uL), 10pmol de cada primer (1uL para cada primer), tampédo 5x (5uL),
200 uM de desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP) (0,6uL), 1,5 mM MgCl. (1,5uL) e 2,0 U
Taq DNA polimerase (0,4uL) e agua ultrapura. Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampao TAE 0,5x, corados com o corante Blue-
Green (Kasvi, Brasil), visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e
fotodocumentados. Durante a realizacdo das PCRs foram utilizadas cepas caracterizadas
geneticamente pelo Laboratorio ALERTA da Universidade Federal do Rio de Janeiro (URFJ)
e como controle negativo, uma aliquota de agua DNAse/RNAse livre (Tabela | e I1).
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Tabela I. Cepas controles utilizadas nas rea¢oes de PCR

ID da cepa Genes alvos
Klebsiella pneumoniae A13309 blaime
Pseudomonas aeruginosa 48-1997A blaspm-1
Pseudomonas aeruginosa VIM blavim
Pseudomonas aeruginosa 73-5671 blacim-1

Klebisella pneumoniae C262
KP13

Enterobacter sp. 722
Pseudomonas aeruginosa OXA-18-45

Hafnia AlveiA7307

Escherichia coli 392
Escherichia coli transconjugante 200

Escherichia coli transconjugante C600 R96D

Morganela morganii 386

Escherichia coli 391

Escherichia coli C115

blanowm, blacmy, blaoxa-1, blatem
blakpc, blactx-m-2, blasnv
blaces
blaoxa-18-45

blaaac

blaoxa-10

blarox-s

blamir-1

blapHa-1

blacTx-m-14

mcr-1
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Tabela I1. Oligonucleotideos iniciadores para a detec¢do de genes de betelactamases

Reacéo de

PCR

Condigdes de termociclagem

Referéncia

PCR multiplex
Metabo-beta-

lactamases

Desnaturagdo: 94°C -10 min
Desnaturagdo: 94 °C - 20 min

Anelamento: 53 °C — 45 segundos

Extensdo: 72°C — 1 min
35 ciclos
Extensdo final: 72°C - 5 min

Mendes et al., 2007

PCR Single
Carbapenemases

Desnaturacdo: 94°C - 10 min
Desnaturacdo: 94°C - 30 seg
Anelamento: 53°C - 45 seg
Extensdo: 72°C — 1 min
35 ciclos
Extenséo final: 72°C - 10 min

Lomaestro et al., 2006

Poirel et al., 2011

PCR Multiplex

ESBL

Sequéncia de oligonucleotideos Tamanho
Genes alvo (5 —3) (pb)
ola F — (GAATAGRRTGGCTTAAYTCTC) 188
MP R — (CCAAACYACTASGTTATC)

bla F - (GTTTGGTCGCATACGCAAC) S50
VIM R - (AATGCGCAGCACCAGGATAG)

bla F— (TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC) 7
GIM R - (CGGAACGACCATTTGAATGG)

bla F — (CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG) 282
SPM R — (CCTTTTCCGCGACCTTGATC)

- F - (TCGCTAAACTCGAACAGG) -

KPC R - (TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC)

bla F — (GGTTTGGCGATCTGGTTTTC) 621
NOM R — (CGGAATGGCTCATCACGATC)

blas F - (AGCAGCTCAGATCGGTGTTG) 750
GES R - (CCGTGCTCAGGATGAGTTG)

ola F— (CCCTTATTCCCTTTYTTGCGG) 650
TEM R — (AACCAGCCAGCCWGAAGG)

bla F — (CTTGACCGCTGGGAAACGG) 200
SHv R - (AGCACGGAGCGGATCAACGG)

bla F - (ATGTGCAGYACCAGTAA) 51
cremz R - (CGCTGCCGGTTTTATCSCCC)

bla F - (AACRCRCAGACGCTCTAC) 333
cTems R - (TCGAGCCGGAASGTGTYAT)

F - (GGTGACAAAGAGARTGCAACGGAT)
blacTx-m-14 876

R - (TTACAGCCCTTCGGCGATGA)

Desnaturacédo: 94°C - 10 min
Desnaturacdo: 94°C - 30 seg
Anelamento: 53°C - 45 seg
Extenséo: 72°C — 1 min
30 ciclos
Extenséo final: 72°C - 10 min

Nicoletti et al, 2015
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PCR Multiplex
Oxacilinases

F — (TATCTACAGCAGCGCCAGTG)

Desnaturagdo: 95°C -10 min
Desnaturacdo: 95°C - 30 seg
Anelamento: 54°C - 30 seg
Extensdo: 72°C — 1 min
35 ciclos
Extenséo final: 72°C - 10 min

Nicoletti et al, 2015

PCR Multiplex AmpC plasmidial

blaoxa-s R - (TGCACCAGTTTTCCCATACA) e
blaoxas F - (CGATAGTTGTGGCAGACGAA) 04
R - (TCTTTGCACGCAGTATCCAG)
blaosass F - (TGCCGAAGCCGTCAATGGTGT) 237
R - (TGGCTCTTGGCTTTCCGTCCCA)
blaosass F — (ATGCAACGGAGCCTGTCC) _—
R - (GGCAGGGTGTTGAGGAACT)
blaosass F - (GCAGATGCTCGAATGCAC) -
R - (GGCAATGCCTTGAGGAAG)
blavox / blacyy F - (GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT) 520
R — (CACATTGACATAGGTGTGGTGC)
blaLxe/ blacss F — (TGGCCAGAACTGACAGGCAAA) 162
R - (TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC)
blave/blascr F - (TYGGYAAAGCCGATRTTGCGG) 302
R— (CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT)
blaosa F— (AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT) 405
R - (CCGTACGCATACTGGCTTTGC)
blaces F - (AACATGGGGTATCAGGGAGATG) 190
R — (CAAAGCGCGTAACCGGATTGG)
F — (AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA)
b|aAAc 346

R — (TTCGCCGCAATCATCCCTAGC)

Desnaturacdo: 94°C - 3 min
Desnaturacdo: 94°C - 30 seg
Anelamento: 64°C - 30 seg
Extensdo: 72°C — 1 min
25 ciclos
Extensao final: 72°C - 7 min

Pérez -Pérez; Hanson,
2002.
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2.7.2 Deteccédo do Gene mcr-1

Nas reacOes de amplificagcdo para o gene mcr-1 foram utilizados os primers CLR5-F [5'-
CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3'] ¢ CLR5-R [5-CTTGGTCGGTCTGTA GGG-3'], descritos
por Liu et al [2016]. Para detecgédo de cada um dos referidos genes, reacdo de amplificacao foi
preparada em um volume final de 25 pL por tubo, incluindo: 10ng de DNA gendmico (0,5
puL), 10 pmol de cada primer (1 pL para cada primer), tampdo 5x (5 pL), 200 uM de
desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP) (0,6 uG), 1,5 mM MgCl, (1,5 pL) e 2,0 U Taq DNA
polimerase (0,4 uL), além de agua ultrapura. Durante estes experimentos foram incluidos
como controle positivo a amostra de DNA da cepa E. coli C115 (ROCHA et al., 2020) e como
controle negativo a amostra de DNA adicionado agua. Os produtos da PCR foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampéao TBE 0,5x corados por Blue-Green (Kasvi,

Brasil), visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumentados.

2.8 Consenso Intergénico Repetitivo Enterobacteriano — Reacdo em Cadeia da
Polimerase (ERIC-PCR)

A tipagem molecular foi realizada pela técnica de Consenso Intergénico Repetitivo
Enterobacteriano — Reagdo em Cadeira da Polimerase (ERIC-PCR) para identificar o perfil clonal
das cepas investigadas. As reacdes ERIC-PCR foram preparadas com volume total de 25 pL
por tubo, compreendendo: 100 ng de DNA gendmico, 40 pmol de iniciadores (ERIC-1
[S'ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3T; ERIC-2 [5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGC
G-37), 1 x Bufer,200 uM de trifosfato de desoxirribonucleotideo, 1,5 mM de MgCl, e 1,0 U
da enzima Taq DNA polimerase. Os parametros de amplificacdo utilizados foram de acordo
com Duan et al. (2009). Os produtos da PCR foram corados por Blue-Green (Kasvi, Brasil),
submetidos a eletroforese 1,5% em gel de agarose; visualizados sob luz ultravioleta e foto-
documentados para posterior analise de perfil clonal. Os padrdes de amplificacdo foram
comparados ao marcador de peso molecular para genotipagem dos isolados. Estes padrbes
permitiram a construcdo de uma matriz binaria submetida a uma analise filogenética
detalhada. Coeficiente de similaridade, método de agrupamento, otimizacdo e valores de
tolerancia foram avaliados com base em Duan et al (2009). Bandas observadas em géis de
agarose foram avaliadas com base na presenca (codificado 1) ou auséncia (codificado 0) de
fragmentos polimorficos em primers ERIC. A andlise de cluster foi realizada em NTSYS-pc
(Versdo 2.20), pacote de software de taxonomia numeérica e analise multivariada com base no

coeficiente de Similaridade de Dados (SD) com posicdo de 1% tolerancia, bem como no
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método de grupo de pares ndo ponderados com média aritmética (UPGMA). Adicionalmente,
cada isolado foi considerado uma Unidade Taxondémica Operacional (OTU). Isolados
apresentando 90% de similaridade foram tratados como um unico isolado (DUAN et al.,
2009).

2.9 Determinacdo da Producéo de Biofilme
2.9.1 Teste de agar Vermelho Congo

A determinagédo qualitativa da capacidade de producéo de biofilme pelos isolados foi
realizada de acordo com o método de agar Vermelho congo, seguindo o protocolo descrito em
1989 (FREEMAN, FALKINER, KEANE, 1989). O meio agar Vermelho congo foi preparado
a partir do meio base agar BHI, suplementado com sacarose 50 g/L. Apdés esterilizacdo deste
meio, foi adicionado o corante vermelho congo na concentracdo de 0,8 g/L. Este corante é
usando como indicador de pH, mostrando coloragéo preta quando os valores de pH estéo entre
3,0 e 5,2. Os isolados foram ajustados na escala 0,5 de McFarland (1,5x108 UFC/mL) em
meio caldo BHI e semeados em placas contendo o meio agar vermelho congo.
Posteriormente, foram incubados em ambiente aerébio por 24 a 48 horas a 37 £ 2 °C. Ap0s
este periodo, as col6nias que apresentaram coloragdo enegrecida, com consisténcia seca ou
rugosa, foram consideradas como produtoras de biofilme. Col6nias de coloragdo vermelha,
com consisténcia mucosa, foram consideradas como ndo produtoras de biofilme. E. coli
ATCC 25922 foi utilizada como controle positivo para o método e Staphylococcus aureus
ATCC 25932 como controle negativo.

2.9.2 Método de Coloracédo com Cristal Violeta

Inicialmente, os isolados foram semeados em BHI e incubados a 35 + 2 °C por 24
horas. Cada cultura foi ajustada no 0,5 da escala de McFarland (1,5x108 UFC/mL) em meio
TSB + glicose e a suspensdo bacteriana ajustada foi adicionada nos pocos da placa de
microdiluicdo. As placas foram incubadas a 35 £ 2 °C por 48 horas. Em seguida, o conteido
dos pocos foi aspirado e realizada lavagem com tampéo fosfato. Posteriormente, foi
adicionado metanol 99% e outra lavagem com tampdo fosfato, seguida da adicdo do CV. A
placa foi incubada novamente por 48 horas a 35 + 2 °C. O contetdo dos pogos foi novamente
removido, e estes submetidos a lavagens com tampdo fosfato, nos quais foram adicionados
4cido acético glacial (30%). Por fim, a Densidade Optica (DO) foi medida por espectrometria
a 570 nm (Agilent BioTek Epoch 2 Microplate Spectrophotometer, Winooski, EUA)
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(STEPANOVIC et al., 2007). As cepas foram classificadas em quatro categorias baseado nos
valores de DOs dos biofilmes bacterianos em comparacdo com valor da Densidade Optica do
controle (DOc). Categorias: nao aderente (DO < DOc), fracamente (DOc< DO <2 x DOc),
moderadamente (2 x DOc< DO < 4 x DOc) e fortemente (4 x DOc< DO) produtor de
biofilme (STEPANOVIC et al., 2007).

2.10 Andlises Estatisticas

Os dados foram tabulados utilizando planilha do Microsoft Excel®, elaborada
especificamente para este fim, estes foram analisados por meio do software Statistical

Package for the Social Sciences (SPSS), versdo 20.0, utilizando o teste de Kappa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perfil de BGN da Cloacal de C. plancus no Nordeste do Brasil

Das 87 aves da espécie C. plancus (Miller, 1777), coletadas pelo IBAMA-BA, cerca
de 71.3% (n=62) apresentaram resultado positivo para o crescimento bacteriano em meios de
cultura suplementados com antimicrobianos o que resultou em 104 microrganismos isolados.
Destes, cerca de 71,2% (n=74) das cepas foram recuperadas em meio de cultivo com pressédo
seletiva de colistina (3,5 pg/mL), 19,2% (n=20) em meios com ceftriaxona (8 pg/mL) e, por
fim, 9.6% (n=10) em meios com imipenem (1 pg/mL). Estes dados s@o importantes, pois
indicam a presenca de bactérias que desenvolveram mecanismos de resisténcia a polimixina
B, um antimicrobiano seletivo para bactérias Gram-negativas (LIU et al., 2016).

Na identificagdo por MALDI-TOF, foi verificada uma alta diversidade microbiana de
BGN nas amostras cloacais de C. plancus. Os 104 microrganismos pertenciam a 12 géneros
bacterianos, sendo eles: Escherichia coli 37,5% (n=39); Proteus spp. (15,4%, n=16),
Klebsiella spp. (13,5%, n=14), Enterobacter spp. (4,8%, n=5), Hafnia spp. (4,8%, n=5),
Providencia spp. (4,8%, n=5), Serratia spp. (3,8%, n=4), Citrobacter spp. (2,9%, n=3),
Morganella spp. (2,8%, n=3), Pseudomonas spp. (2,8%, n=3), Pantoea spp. (0,95%, n=1) e
Acinetobacter sp. (0,95%, n=1). Ademais, é importante destacar que também foram

identificados 3,7% (n=4) fungos leveduriformes do género Candida.

As cepas de E. coli apresentaram scores no MALDI-TOF que variaram entre 2.100 e
2.558. A presenca expressiva de E. coli nas amostras coletadas é esperada. Segundo Silva et

al. (2020), esta bactéria é frequentemente isolada do trato intestinal de aves de vida livre.
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Almeida et al (2005), ressaltam a necessidade de estudos dessa espécie bacteriana devido a
capacidade desse microrganismo se tornar agente etiologico de infeccdes em aves. Dessa
forma, os experimentos foram direcionados as cepas de E. coli para entendimento das
caracteristicas fenotipicas e genéticas desses isolados, além da investigacdo do papel do
carcara na disseminagdo da RAM.

3.2 Pesquisa Fenotipica de Resisténcia das Cepas de E. coli aos Antimicrobianos

Os resultados revelaram que 33,3% (n=13) das cepas de E. coli foram resistentes a
pelo menos um dos 14 antimicrobianos utilizados nos ensaios. A maior taxa de resisténcia se
deu para os antimicrobianos: gentamicina e ceftriaxona, cefalosporina de 3* geracdo, dos
quais 13,97% dos isolados apresentaram resisténcia (Tabela I11).

Foi observado que dentre todos os antimicrobianos, os carbapenéns, meropenem e
ertapenem, foram os que demostraram maior eficacia frente aos microrganismos (100%),
seguido pela cefalosporina de 22 geracdo cefoxitina e aminoglicosideo, amicacina, ambos
com 97,67%.

Tabela 111 — Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das cepas de E. coli isoladas da
cloaca de C. plancus
Antimicrobianos Resistente Intermediario Sensivel
% % %
Amoxicilina/Acido clavulanico 0 6,98 93,02
Aztreonam 11,63 2,32 86,05
Ceftriaxona 13,95 2,33 83,72
Ceftazidima 2,33 2,33 95,35
Cefepime 11,63 0 88,37
Cefoxitina 2,33 0 97,67
Imipenem 0 6,98 93,02
Ertapenem 0 0 100
Meropenem 0 0 100
Ciprofloxacino 4,65 0 95,35
Amicacina 0 2,33 97,67
Gentamicina 13,95 0 86,05
Nitrofurantoina 0 2,33 96,68
Tetraciclina 11,63 0 88,37

A maioria dos estudos que realizam o isolamento de E. coli a partir do trato intestinal

de aves de vida livre ou criadas em cativeiro relatam que frequentemente estas cepas sao
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resistentes a pelo menos mais de um antimicrobiano, com porcetagem de cepas resistentes
semelhantes a encontrada no presente estudo (AHMED et al., 2007; SANTOS et al., 2010;
SILVA et al., 2020; SILVA et al., 2021). Dados indicam que, este fenébmeno pode estar
relacionado ao uso prolongado e indiscriminado de antimicrobianos com intuito de melhorar
praticas agropecuarias, como por exemplo, a criagdo de animais de abate (FERREIRA,
KNOLB, 2000).

Além disso, a resisténcia a ciprofloxacina, uma fluorquinolona, esta intimamente
relacionada a mutagfes cromossdmicas ou alteragdes na permeabilidade da droga & parede
celular. O aumento da resisténcia a este antimicrobiano frente a E. coli vem sendo relatado e
demonstram ser alarmante, uma vez que este é o farmaco de escolha para o tratamento de
infeccdes do trato urinario, intestinal e respiratorio (LAMBRECHT et al., 2019; CORDEIRO-
MOURA et al., 2022). No presente estudo, 5% (2/39) apresentaram resisténcia a esse
antimicrobiano.

O perfil de resisténcia as cefalosporinas de 22 geracdo, como a cefoxitina (2,33%), e
de 3% geracdo, como a ceftriaxona (13,95%), presentes neste estudo, sdo similares aos
descritos por Serafim (2013), sendo relativamente baixos. Apesar de outros trabalhos
demonstrarem um aumento consideravel na resisténcia as cefalosporinas de 32 geragdo, aos
aminoglicosideos e a quinolonas, especialmente em espécies de E. coli e Klebsiella
pneumoniae (SILVA et al., 2020; SILVA et al., 2021), reforcando a importancia dos estudos
de vigilancia epidemioldgica nessas areas e espécies.

No presente estudo, observou-se que todas as amostras de E. coli foram sensiveis ao
ertapenem e meropenem, havendo apenas resisténcia intermediaria ao imipenem (6.98%).
Essa diferenca de resisténcia dentro de uma mesma classe de antimicrobianos, pode ser
explicada por alteragbes na membrana ou hiperexpresséo de bombas de efluxo em diferentes
cepas do microrganismo. Além disso, a incidéncia de cepas apresentando resisténcia ou
susceptibilidade reduzida a ceftazidina, sugerem a produgdo de ESBL nas E. coli analisadas
(CURY et al., 2020). Devido a importancia clinica de cepas bacterianas produtoras de
ESBL, que estdo relacionadas a resisténcia e dificuldade de tratamento de pacientes
hospitalizados, a partir do teste de disco-aproximacdo e da andlise do resultado de
antibiograma foram detectadas fenotipicamente 15,4% (6/39) cepas ESBL (Tabela 1V)
revelando, assim, a relevancia da realizagdo de pesquisas nessa tematica (WHO, 2017,
COSTA-JUNIOR et al., 2021).
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Tabela IV — Perfil de sensibilidade das amostras de E. coli positivas para producdo de ESBL

(n=6) pela técnica de disco aproximacao.

Codigo Perfil de Susceptibilidade
. Amostra
Animal Resistente Intermediario Sensivel
AMI; TET; CFO; MER;
U58436 59 GEN; CRO; CPM; CIP ATM AMC; IPM; NIT; CAZ;
ETP
AMI; TET; CFO; MER;
GEN; ATM; CRO;
U58459 70 CAZ AMC; CIP; IPM; NIT;
CPM
ETP
GEN; ATM; CRO; AMI; TET; CFO; MER; CIP;
uU58785 60 AMC
CPM; CAZ IPM; NIT; ETP
AMI; TET; CFO; MER;
U58760 65 GEN; ATM; CRO _ AMC; CPM; CIP; IPM;
NIT; CAZ; ETP
AMI; TET; CFO; MER;
GEN; ATM; CRO;
123 AMC CIP; IPM; NIT; CAZ;
CPM
ETP
U58794
AMI; TET; CFO; MER;
GEN; ATM; CRO;
124 AMC CIP; IPM; NIT; CAZ;
CPM
ETP

AMC: Amoxicilina/acido clavulanico; ATM: Aztreonam; NIT: Nitrofurantoina; CRO: Ceftriaxona; TET:
Tetraciclina; IPM: Imipenem; CIP: Ciprofloxacino; MER: Meropenem; AMI: Amicacina; ETP: Ertapenem;
GEN: Gentamicina; CAZ: Ceftazidima; CPM: Cefepime; CFO: Cefoxitina.

A diferenca de eficacia entre a ceftriaxona e a ceftazidima, em microrganismos
diferentes, pode estar relacionada com os diferentes tipos de enzimas classificadas como
ESBL produzidas pelas bactérias que apresentam diferentes substratos preferenciais
(CORDEIRO-MOURA et al., 2022).

Embora existam poucos estudos que relacionem E. coli produtoras de ESBL oriundas
de amostras de C. plancus (SILVA et al., 2020), os valores encontrados (13,9%, n=6)
corroboram com um aumento da resisténcia a antimicrobianos da classe dos betalactdmicos
com o passar dos anos (CORDEIRO-MOURA et al., 2022). No estudo de Winokur et al.
(2001) a porcentagem de cepas de E. coli produtoras de ESBL variou entre 4,2-8,5 em
12.876 cepas, obtidas entre os anos de 1997 a 1999. Posteriormente, em isolados coletados
no ano de 2018, Silva et al. (2020) detectaram uma incidéncia de 29.6% enterobactérias

ESBL isoladas da orofaringe das aves de rapina Rupornis magnirostris e C. plancus. Em
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contrapartida, Silva et al. (2021) a partir da andlise do perfil fendtipico e genético de 43
cepas de E. coli isoladas de aves Psittaciformes, ndo observaram o perfil ESBL em nenhum
dos isolados, porém, detectou a presenca do gene blakec em 13 cepas obtidos de sete aves
diferentes. Assim como foi encontrado no presente estudo, no qual 11,7% das cepas foram
resistentes a ciprofloxacina.

Destaca-se, ainda, a alta sensibilidade a nitrofuranotoina (96,68%) observada no
presente estudo. Esses valores corroboram com o encontrado por Zurfluh (2019), que
encontrou para este mesmo farmaco uma sensibilidade de 94,74% em amostras provenientes
de swabs com amostras cloacais de passaros. Uma vez que, este farmaco é um dos principais
utilizados no tratamento empirico de Infeccdes do Trato Urinario (ITUs) e apresenta
seguranca durante a gravidez (LOPES; TAVARES, 2005).

Curiosamente, foi observado um perfil de resisténcia diferente para algumas cepas de
E. coli oriundas da mesma ave (Tabela V), semelhante aos resultados encontrados em outros
estudos com aves, que observaram a presenca de populacBes bacterianas da mesma espécie
com perfil fenotipico diferentes na mesma ave (SILVA et al., 2020, SIVLA et al., 2021).
Diante disso, é possivel que existam populagdes bacterianas que estejam envolvidas com o
mecanismo de microbiota transitdria nesses microrganismos, contribuindo de forma incisiva

para a disseminagdo da RAM dentro do eixo: ambiente, animal e humano.
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Tabela V - Perfil de susceptibilidade de cepas de E. coli provenientes de uma mesma ave de

origem.
Cadigo Perfil de Susceptibilidade
. Amostra ESBL
animal Resistente Intermediario Sensivel
AMC; ATM; NIT; CRO;
IPM; CIP; MER; AMI;
26 ) TET -
ETP; GEN; CAZ; CPM;
uU58785 CFO
GEN; ATM; AMI; TET; CFO; MER;
60 +) CRO; CPM; AMC CIP; IPM; NIT; ETP
CAZ
AMC; ATM; NIT; CRO;
TET; IPM; CIP; MER;
41 ) - -
AMI; ETP; GEN; CAZ;
U58459 CPM; CFO
ETP; NIT; IPM; CIP;
GEN; ATM;
70 (+) CAZ AMC; MER; CFO; TET;
CRO; CPM AMI

AMC: Amoxicilina/acido clavulanico; ATM: Aztreonam; NIT: Nitrofurantoina; CRO: Ceftriaxona; TET:
Tetraciclina; IPM: Imipenem; CIP: Ciprofloxacino; MER: Meropenem; AMI: Amicacina; ETP: Ertapenem;
GEN: Gentamicina; CAZ: Ceftazidima; CPM: Cefepime; CFO: Cefoxitina. ESBL: Betalactamase de espectro
estendido. (-): Negativo. (+): positivo.

3.3 Pesquisa dos Genes de Betalactamases e mcr-1
Entre os isolados analisados, 28,2% (11/39) das cepas de E. coli foram portadoras de
genes de resisténcia aos antimicrobianos. Foram estes 0s genes de resisténcia encontrados:

blactx-m-12 (n=7), blaoxa-1 (n=3), blakpc (n=1) e blages (n=1).

A cepa E. coli 123 apresentou o blakec (Figura 1), relacionado & resisténcia aos
carbapenémicos mediada pela enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), uma
enzima considerada uma das principais responsaveis por causar infeccGes graves e aumento
dos indices de mortalidade em quadros clinicos de infeccdes bacterianas (BUSH, JACOB,
2010; SARTORI et al., 2018). Adicionalmente, foi observada resisténcia a ceftriaxona,
cefepime e ao aztreonam e susceptibilidade aos carbapenémicos imipenem, meropenem e
ertapenem. Por se tratar de um gene plasmidial, a transmissibilidade é aumentada
consideravelmente entre microrganismos da mesma espécie e até entre outras enterobactérias,

tornando os isolados bacterianos que o adquirem como MDR, resultando em limitagfes nas
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opcdes de tratamento de infecgdes graves (COSTA-JUNIOR et al., 2021; COSTA-JUNIOR et
al., 2022).

Figura 1. Eletroforese do produto da PCR do gene blakpc da cepa E. coli 123.

L (100bp) EC123 C- C+

800 bp

700 bp L ;
762 bp

L: marcador de peso molecular; EC: Escherichia coli; C-: controle negativo (4gua ultrapura);
C: KP13.

Um estudo anterior demonstrou que houve a presenca deste mesmo gene em aves
psitaciformes resgatadas do trafico de animais na Paraiba, Brasil (SILVA et al., 2021),
relatando a transmissibilidade entre espécies, a partir da analise de ERIC-PCR e observacao
da presenca de clones entre as cepas de E. coli portadoras do gene blakpc, que pode ser
indicativo de contaminacdo humana do bioma. No presente estudo, foi dectadada a presenca
do gene blakrc na cepa E. coli 123. Porém, essa ndo apresentou resisténcia aos carbapéns. Os
resultados demonstram que apesar de carregar este gene, a cepa possivelmente ndo o expressa
fortemente. Resultados semelhantes foram reportados em isolados clinicos de K. pneumoniae
no Brasil por Vivas et al. (2020), no estado de Sergipe, e Cabral et al. (2012), no estado de
Pernambuco. Em outro trabalho conduzido por Cury et al. (2020) os autores reportaram o
primeiro relato da presenga do gene blakec em cepas de E. coli susceptiveis a imipenem e
ertapenem de isolados clinicos, no Brasil. No presente estudo, os dados revelam o primeiro
relato do gene blakec em cepas de E. coli de origem animal, apresentando susceptibilidade

incomum aos carbapenéns. Dessa forma, € possivel relacionar uma interferéncia de cepas
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clinicas no bioma, a partir das analises fendtipicas e genéticas dessas bactérias ao logo do

tempo, isoladas de ambas as origens: humana e animal.

Em relacdo ao gene blaces, este foi detectado em apenas uma cepa (E. coli 43). Esta
apresentou resisténcia as cefalosporinas e tetraciclina. Assim como o blakec € um dos mais
disseminados genes plasmidiais entre enterobactérias, logo, de grande importancia clinica
(CABRAL et al., 2012, VIVAS et al., 2020). A familia de genes blaces ganhou notoriedade
por conferirem resisténcia aos carbapenémicos em isolados de P. aeruginosa (POIREL et al.,
2011; BEBRONE et al., 2013).

O gene blactx-m-12 foi 0 mais prevalente dentre as cepas de E. coli que possuiam genes
de resisténcia aos betalactamicos (63,3%, n=7). Trata-se de um gene plasmidial anteriormente
relatado em amostras clinicas de humanos e animais, desde sua primeira descricdo em
isolados de Munique, Alemanha (BUSH; JACOBY, 2010; SARTORI, 2019). Neste estudo, as
cepas que carreavam blactx-m-1/2 apresentaram resisténcia as cefalosporinas de 32 e 42 geracao
e monobactamicos, como E. coli 59, 65, 66, 70 e 124, e no caso da cepa E. coli 60, resistente
também a amoxicilina/acido clavulanico. Além disso, o gene foi detectado na cepa E. coli 41,
porém, apresentou sensibilidade a todos os antimicrobinos testados. E importante relatar que
este gene foi anteriormente associado a surtos de colibacilose aviaria no sul do Brasil
(BARBIERI et al., 2015).

Os genes blaoxa sdo responsaveis por codificar enzimas de resisténcias denominadas
de oxacilinases, induzindo quadros de resisténcia a betalactamicos (BUSH; JACOBY, 2010;
EVANS; AMYES, 2014). Apesar de apresentar espectro fenotipico mais restrito, como
cefalosporinas e penicilinas de espectro restrito, nos Gltimos anos vem sendo avaliado um
aumento da sua atividade frente as cefalosporinas de amplo espectro e o imipenem (EVANS;
AMYES, 2014). A cepa E. coli 66 possui um mecanismo de co-resisténcia codificadas pelos
genes blaoxa-1 € blactx-m-1/2, 0 que torna este isolado em particular, 0 maior portador de genes

de resisténcia entre amostras de E. coli isoladas do presente estudo (Tabela V1).
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Tabela VI. Origem e perfil de susceptiblidade das cepas de E. coli portadoras de genes de

betalactamases isoladas da cloaca de C. plancus.

ID da cepa cﬁ'\;ge(:re] supléor\n-I;Eta do Resisténcia antimicrobiana Genes betalactamases
E. coli 31 U58764  Colistina NR* blaoxa-1
E. coli 41 U58459  Colistina NR* blactx-m-1r
E. coli 43 U58456  Colistina TET, CRO (SSD) blages
E. coli 47 U58354  Colistina NR* blaoxa-1
E. coli 59 U58436  Ceftriaxona GEN; CRO; CPM; CIP, ATM (SSD) blactx-m-1r
E. coli 60 U58760  Ceftriaxona GEN; ATM; CRO; CPM; CAZ — AMC blactx-m-1r
(SSD)
E. coli 65 U58760  Ceftriaxona GEN; ATM; CRO blactx-m1r
E. coli 66 U58459 Ceftriaxona GEN; ATM; CRO blactx-m-12; blaoxa-1
E. coli 70 U58459  Ceftriaxona GEN; ATM; CRO; CPM blacrx-m-1p
E. coli 123 U58794  Ceftriaxona GEN; ATM; CRO; CPM blakpc
E. coli 124 U58794 Ceftriaxona GEN; ATM; CRO; CPM blactx-m-112

ATB: antimicrobiano; ATM: Aztreonam; CRO: Ceftriaxona; TET: Tetraciclina; CIP: Ciprofloxacino; MER:
Meropenem; AMI: Amicacina; ETP: Ertapenem; GEN: Gentamicina; CPM: Cefepime; AMC:
Amoxicilina/acido clavulanico; CAZ: Ceftazidima; ID: Identificagdo; NR*: N&o Relatado; SSD: Sensivel Dose
Dependente.

Nao foram identificadas cepas portadoras do gene mcr-1. A triagem utilizando
colistina (3,5 pug/mL) ndo garante a resisténcia a esse antimicrobiano, pois esse método
apresenta baixa especificidade. Alem disso, existem outros mecanismos de resisténcia as
polimixinas que ndo estdo relacionados a presenca do gene mcr (LIU et al., 2016; COSTA-
JUNIOR et al., 2020). Similarmente, Silva et al. (2021) n&o detectaram a presenca desse gene
em cepas de E. coli que apresentaram resisténcia a polimixina B, por método de triagem
utilizando meio McConkeey suplementado, em amostas de aves Psittaciformes resgatadas do
estado da Paraiba. Similarmente, estudo realizado na Franca em 2019, detectou 12 cepas de
enterobactérias resistentes a polimixina B em 136 BGN isolados de fezes de pombos urbanos,
pelo método de triagem com meio de cultura suplementando, porém, ndo observou a presenca
do gene mcr-1 em nenhum dos isolados (NGAIGANAM et al., 2019).

3.4 Caracterizacao da Producdo de Biofilme

Entre os isolados analisados, 29 (74,3%) foram classificados como fracamente
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aderentes pelo método de coloragdo com CV e 36 (92,3%) foram classificados como
produtores de biofilme pelo método de crescimento em agar vermelho-congo. Resultados
semelhantes foram encontrados por Rodrigues et al. (2019) que analisaram a capacidade de
producdo de biofilme em 238 isolados de aves e detectaram 55,8% (133/238) como

produtores de biofilme pelo método CV.

As analises estatisticas mostraram um indice de concordancia de 76,9% entre 0s
métodos, com valor coeficiente Kappa de 0,22 (DP = 0,16), demonstrando ineficiéncia no
método de vermelho-congo para diferenciacdo de cepas produtoras de biofilme em cepas de
E. coli (valor de p = 0,09) (Tabela VII). Similarmente, o estudo de Pramodhini et al. (2012)
demonstrou uma concordancia de 84% entre os métodos para a deteccdo de bacilos Gram-
negativas produtores de biofilme em amostras de urocultura, dos quais 70% dos isolados

foram identificados com E. coli.

Tabela VII. Relacédo entre os resultados de producao de biofilme das metodologias utilizadas.

Considerando o método de Cristal violeta como padr&o-ouro.

Vermelho-Congo

Positivo Negativo
Produtor 28 1
S
2
S N&o produtor 8 2
I
7]
&) Total 36 3

Dentre as cepas portadoras de genes de betalactamases 81,8% (9/11) foram
consideradas como produtor, destacando a prevaléncia preocupante de E. coli portadoras de
genes de resisténcia e capazes de produzir biofilme. Similarmente o estudo de Katangole et al.
(2020) analisou a capacidade de producdo de biofilme em 156 isolados de E. coli MDR
causadores de infecgdes urinarias em humanos e observou que 64% (100/156) dos isolados

foram considerados como produtores de biofilme.
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3.5 Genotipagem

Para verificar o indice de clonalidade entre os isolados de E. coli foi utilizada a técnica
de ERIC-PCR (Figura II), técnica molecular que possibilita averiguacdo da variabilidade
clonal a partir de comparagdes das sequéncias repetitivas altamente conservadas nas regides
intergénicas do genoma bacteriano de cepas homodlogas (VERSALOVIC; KOEUTH,;
LUPSKI, 1991; SIMONI, 2013). Assim, foram observados 34 perfis clonais, dos quais 0s
gendtipos C3, C7, C17, C23 e C31, estavam presentes em dois isolados, cada. Por meio destes
achados se tornou possivel afirmar que existem cinco pares de clones bacterianos com 100%
de similaridade. Isto permite afirmar uma transmissibilidade preocupante e alarmante de
clones bacterianos entre diferentes aves no nordeste do Brasil. Os dados sdo preocupantes e
servem de alerta que essa transmissibilidade pode estar ocorrendo em outras regides do Pais.

Nos ultimos anos, o papel das aves urbanas na disseminacdo da RAM esta sendo alvo
de investigacdo em todo o mundo (NGAIGANAM et al., 2019; SILVA et al., 2021; FREIRE
et al., 2022). Estudo conduzido em Portugal, analisou a microbiota retal de 100 pombos
urbanos (Columbia livia) e detectou nove (9%) cepas de E. coli produtoras de ESBL. Este,
demonstrou a disseminacdo de sete genotipos diferentes portadores de genes de
betalactamases entre as aves dessa espécie, pelo método de Multi-Locus Sequence Typing
(MLST). Similarmente, Ngaiganam et al. (2019) analisaram a presenca de BGN-MDR em
136 amostras de fezes de aves urbanas de parques localizados em Marseille, Franca, e
detectaram cinco (3.7%) cepas de E. coli produtoras de ESBL. Os resultados da genotipagem
das cepas de E. coli ESBL, por MLST, revelaram quatro STs comuns entre amostras de
humanos nas cepas isoladas das fezes dessas aves.

Assim, a disseminacdo de clones entre aves sugere uma possivel transmissao para
humanos pelo fato dessas aves estarem presentes nos centros urbanos, refor¢cando a acédo
antropologica na disseminagdo de microrganismos e revelando um emergente problema de
salde publica (NGAIGANAM et al., 2019; SILVA et al., 2021).

No presente estudo, houve divergéncia em relagdo a produgdo de biofilme pelo método
de cristal violeta apenas no perfil clonal C23, do qual fazem parte as cepas E. coli 60 e E. coli
97. Além disso, os gendtipos C3 e C17 foram considerados como fracamente produtoras de
biofilme, sendo possivel evidenciar a disseminacdo de microrganismos produtores de biofilme
entre aves diferentes. A expressdo do biofilme esta relacionada a regifes do Quorum Sensing
e clones bacterianos podem diferir em relacdo a expressdo (ALAV, SUTTON, RAHMAN,
2018).



Figura I1. Genotipagem das amostras de E. coli isoladas da cloaca de C. Plancus
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4 CONCLUSOES

O presente trabalho revelou diversidade bacteriana na microbiota intestinal da
espécie C. plancus, destacando a presenca majoritaria de cepas de E. coli nas amostras.
Além disso, um percentual preocupante das cepas de E. coli foram resistentes aos
antimicrobianos. A incidéncia de cepas produtoras de ESBL demonstram o potencial dessas
aves na disseminacdo de microrganismos resistentes e a interferéncia humana no bioma. Na
pesquisa genotipica foi evidenciado uma prevaléncia maior do gene blacTtx-m-12, ho qual
esteve presente principalmente nas cepas produtoras de ESBL. O surgimento do gene blakpc
em um isolado susceptivel aos carbapenéns, fenbmeno visto anteriormente apenas em
amostras de E. coli isoladas de uroculturas de humanos, € outro fator que caracteriza a
intima relacdo de transferéncia de microrganismos resistentes entre humanos e animais e
intensifica a necessidade dos estudos One Health como metodologia para controle da RAM.

A tipagem molecular por ERIC-PCR demonstrou a presenca de cinco pares de clones
bacterianos isolados a partir de diferentes aves, o que reforca a ideia de uma contaminacgéo e
alta transmissibilidade entre esses animais. Entre os microrganismos isolados desses animais
foram verificadas cepas capazes de produzir biofilme. A dissemina¢do de microrganismos
resistentes e produtores de biofilme sdo fatores associadas a dificuldade de tratamento de
infeccdes. Os achados presentes neste trabalho fundamentam a relevancia e necessidade de
monitoramento desta espécie de ave, ja que o isolamento de bactérias Gram-negativas que
carregam e/ou expressam genes de resisténcia e capazes de produzirem biofilme podem
afetar tantos estes animais, como os humanos, tornando-se um problema de saide publica

global.
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Resumo

Escherichia coli € um microrganismo de ampla distribuicdo em diferentes compartimentos. A
ubiquidade na microbiota de animais e ambiente, possibilita aplicar o monitoramento desta
espécie como um biomarcador na disseminacdo da Resisténcia Antimicrobiana (RAM). O
objetivo desta pesquisa foi caracterizar isolados de E. coli e avaliar a dindmica de
disseminacdo desses isolados no estado da Paraiba, nordeste do Brasil. Para isso, foram
investigados 11 isolados bacterianos provenientes de leite cru, oriundos de diferentes
municipios do estado da Paraiba, e 26 isolados clinicos de origem hospitalar em dois hospitais
do estado. Todos os isolados foram obtidos entre os meses de setembro de 2021 a maio de
2022. A identificacdo ao nivel de espécie foi realizada por Matrix Assisted Laser Desorption
lonization - Time of Flight (MALDI-TOF-MS). Apés esta triagem, as cepas foram submetidas
ao teste de disco-difusdo em agar. Posteriormente foi realizada a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para deteccdo de 26 genes de betalactamases e do gene de resisténcia a
colistina mediada por plasmideo (mcr-1). Adicionalmente foi utilizada a Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus — PCR (ERIC-PCR) para determinar o perfil clonal dos
isolados. Por fim, foram aplicados e comparados os métodos de coloracdo com Cristal
Violenta (CV) e crescimento em meio vermelho-congo para analisar a capacidade de
producdo de biofilme. Ao todo, foram isolados 84 microrganismos nas amostras de leite cru,
dos quais 13,4% (n=11) pertencentes a espécie E. coli. O gene blactx-m-12 foi 0 mais
prevalente em ambas as amostras de leite e clinicas: 18,2% (2/11) e 23,1% (6/26),
respectivamente. Enquanto, blaoxa-1 foi detectado em uma (9,1%) amostra de leite e quatro
(15,4%) clinicas. Os genes blages, blanom € blasyyv foram detectados somente em amostras de
origem humana, em 19,2% (5/26), 3,8% (1/26) e 3,8% (1/26), respetivamente. Este estudo
corresponde ao primeiro reporte do blanom no estado da Paraiba, nordeste do Brasil. Os dados
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revelaram uma maior proporcdo de cepas produtora de biofilme entre os isolados clinicos
(73,1%, n=19) quando comparadas as cepas de leite cru (45,4%, n=5). A partir da andlise da
ERIC-PCR foi observado a presenga de 31 perfis clonais, com a disseminagdo de clones em
amostras de leite de tanques diferentes e em diferentes pacientes no ambiente hospitalar. Esta
pesquisa identificou determinantes de resisténcia nesses diferentes compartimentos no estado
da Paraiba, os quais possivelmente estdo relacionados a fatores ambientais que podem
contribuir com a disseminacdo da RAM. A realizacdo desta pesquisa foi baseada na
perspectiva One Health no combate a RAM, e revelou a disseminacdo de cepas de E. coli
produtoras de CTX-M em animais, alimentos e isolados clinicos humanos.

Palavras-chaves: CTX-M; Biofilme; Perfil Clonal; One health.
1. Introducgéo

Apesar de possuir como habitat natural o trato gastrointestinal de animais
endotérmicos, como 0s humanos, a Escherichia coli pode ser encontrada amplamente dispersa
no ambiente, principalmente em aguas de mares e rios, além de alimentos de agricultura,
devido ao despejo inadequado de esgoto (CORDEIRO-MOURA et al., 2022). A diversidade
de fatores de viruléncia reconhecidos envolve a capacidade de modificar a superficie celular,
liberar toxinas invasinas e realizar a translocacdo de proteinas efetoras por sistemas de
secrecdo. Devido a alta eficiéncia das cepas de E. coli na regulacdo e aquisi¢do de genes que
codificam mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos, principalmente sob presséo
seletiva, sdo reportadas alta prevaléncia de resisténcia a betalactamicos e polimixinas nessa
espécie (CORDEIRO-MOURA et al., 2022; FUGA et al., 2022). Dessa forma, devido a sua
ampla dispersdo no ambiente, na salde humana e animal e em alimentos, esses
microrganismos sao considerados como biomarcadores importantes para estudos de
rastreamento da disseminacdo da Resisténcia Antimicrobiana (RAM) (PELEG et al., 2010;
WHO, 2017; CORDEIRO-MOURA et al., 2022; FUGA et al., 2022).

Em bovinos, esses microrganismos estdo associados a cerca de 15-20% dos casos de
mastite infecciosa, podendo manifestar de uma condicdo leve até sepse fatal no animal
(BOTREL et al., 2010). A presenca de processos infecciosos pode acarretar na contaminacao
de produtos de origem animal, dessa forma, a E. coli é considerada como um dos principais
contaminantes das amostras de leite, acarretando em altos prejuizos na criacdo de gado e
indUstria alimenticia (BOTREL et al., 2010; COSTA-JUNIOR et al., 2018). O leite ¢ um
fluido secretado por fémeas mamiferas visando atender as necessidades nutricionais de
individuos neonatos. Porém, a coleta inadequada e o processamento desse fluido para o

procedimento de distribuicdo expdem este aos microrganismos. O processo de pasteurizacao
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foi implementado na industria alimenticia como um método antimicrobiano, no entanto, ainda
sdo relatados diversos casos de processos infecciosos em individuos apds consumo de leite
pasteurizado (BOTREL et al., 2010; COSTA-JUNIOR et al., 2018).

Em humanos, é um importante patégeno oportunista sendo associada as Infeccbes do
Trato Urinario (ITUs), infeccBes intra-abdominais, pulmonares, da pele, de tecidos moles,
meningite neonatal e sepse, além de infec¢Bes intestinais, que incluem varias formas de
diarreia e a sindrome hemolitica e urémica (LAMBRECHT et al., 2019; CORDEIRO-
MOURA et al.,, 2022). Alem da alta prevaléncia desses microrganismos em infeccdes
comunitarias e hospitalares, a disseminacao de cepas resistentes pertencentes a essa espécie é
considerada como um fator preocupante de emergéncia na salde publica (CORDEIRO-
MOURA et al., 2022; FUGA et al., 2022).

Entre os principais mecanismos de resisténcia em cepas de E. coli, associados a altas
taxas de morbimortalidade nos pacientes, destaca-se a producdo de enzimas betalactamases
como as Betalactamases de Espectro Estendido (ESBL) e carbapenemases (TOOKE et al.,
2019; OLIVEIRA SANTOS et al., 2022). Essas sdo consideradas uma grave ameaca a saude
humana e animal, uma vez que limitam o uso de penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos
e carbapenéns. Com a emergéncia de cepas produtoras de carbapenemases, houve o retorno
do uso das polimixinas na medicina humana e animal para o tratamento de infec¢bes causadas
por Bacilos Gram-Negativos Multidroga-resistentes (BGN-MDR). Entretanto, em decorréncia
do amplo uso das polimixinas como fator de crescimento de animais na agropecuaria, houve a
emergéncia de cepas resistentes as polimixinas carreando elementos genéticos méveis que
codificam a enzima de resisténcia a colistina mediada por plasmideo (MCR). O surgimento
dessa enzima foi reconhecido como uma severa ameaca ao tratamento de infecgdes por cepas
MDR (TOOKE et al., 2019; OLIVEIRA SANTOS et al., 2022; LIU et al., 2016; COSTA-
JUNIOR et al, 2021).

Entre as metodologias utilizadas para o rastreio de cepas MDR, destacam-se as
ferramentas de genotipagem bacteriana. Essas possibilitam evidenciar as relagdes entre
microrganismos de mesma espécie em determinada area geografica durante um periodo
determinado, a fim de contribuir para o controle da disseminacdo e surtos de bactérias
resistentes (JACOME et al., 2016; COSTA-JUNIOR et al., 2021; FUGA et al., 2022). Além
disso, sdo reportadas diversas espécies de microrganismos capazes de produzir biofilmes, em

bactérias patogénicas de infecgBes hospitalares, infeccbes comunitarias, colonizadoras e
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ambientais. Em cepas de E. coli, a capacidade de producdo de biofilme é principalmente
relacionada com microrganismos causadores de infeccdes do trato urindrio, da prostata e
isolados de cateteres venosos centrais (ALAV, SUTTON, RAHMAN, 2018; COSTA-
JUNIOR et al., 2018). Além disso, o periodo pandémico iniciado em 2020 revelou um outro
fator preocupante na disseminacdo da RAM, a coinfeccdo bacteriana e o risco que a ampla
utilizacdo de antibidtico em pacientes com a COVID-19 representa para a disseminacao de
cepas resistentes (GARCIA-VIDAL et al., 2021). Microrganismos como E. coli, que
apresentam alta prevaléncia em infecgbes comunitérias e hospitalares sdo importantes
ferramentas de estudos para avaliacdo da RAM em pacientes com COVID-19 (HUANG et al.,
2020; FUGA et al., 2022). Garcia-vidal et al. (2021) descreveram, uma prevaléncia de 33,5%
de infeccBes urinarias causadas por E. coli em pacientes internados devido a COVID-19 em

um hospital de Barcelona, Espanha.

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo caracterizar o perfil fenotipico e
molecular de isolados de E. coli obtidos de diferentes fontes (ambientais e clinicos) no estado
da Paraiba e avaliar seu potencial na dissemina¢do da RAM no estado.

2. Materiais e Métodos
2.1 Obtencao de isolados de leite cru

Foram realizadas as coletas de 20 amostras em tanques de leite industrializados de 15
municipios do estado da Paraiba (Figura 1), no periodo de setembro a dezembro de 2021.
Todas as amostras obtidas dos leites coletados foram inicialmente centrifugadas a 4000 RPM
durante 10 minutos e 200 pL de cada amostra foram inoculados em placas de &gar
MacConkey suplementados com os antimicrobianos: i) imipenem (1 pg/mL); ii) sulfato de
colistina (3,5 pg/mL); iii) ceftriaxona (8 pg/mL) e, entdo, incubados em condigbes de
aerobiose a 37 °C/overnight. Posteriormente, foram selecionadas col6nias suspeitas a partir de
suas caracteristicas morfoldgicas e fermentacdo de lactose. Os isolados foram armazenados
em  Tryptic Soy Broth (TSB) adicionado de glicerol 15% e mantidos a temperatura de -80
°C.
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Figura 1. Municipios do estado da Paraiba onde foram coletadas as amostras nos tanques de

leite. Demonstrando por meio de georreferenciamento a localizagdo dos tanques de leite cru.
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2.2 Obtencao dos Isolados Clinicos

Vinte e seis isolados de E. coli foram obtidos de amostras por conveniéncia no periodo
de fevereiro a maio de 2022 dos Laboratorios de Microbiologia de dois hospitais da cidade de
Jodo Pessoa no Estado da Paraiba, Brasil, e armazenados em meio TSB adicionado de glicerol

15% e mantidos a temperatura de -80 °C.
2.3.1 Identificagcdo Microbiana

Os isolados tiveram a confirmacéo da identificacdo ao nivel de espécie pelo método de
espectrometria de massas, utilizando a técnica Matrix Assisted Laser Desorptionlonization —
Time of Flight (MALDI-TOF-MS) de acordo com Silva et al. (2021).

2.3.2 Perfil de Susceptibilidade aos antimicrobianos

Para os isolados obtidos de tanques de leite foi utilizado a metodologia de Kirby e
Bauer (1966) e Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST, 2022),
testando os seguintes antimicrobianos: amicacina (30 pg); amoxicilina/acido clavulanico (30
ug); aztreonam (30 pg); cefepime (30 pg); cefoxitina (30 pg); ceftazidima (30 pQ);
ceftriaxona (30 pg); ciprofloxacino (5 pg); ertapenem (10 pg); gentamicina (10 pg);
imipenem (10 pg); meropenem (10 pg); nitrofurantoina (300 pg) e tetraciclina (30 pg). Para
os isolados clinicos as analises foram realizadas no sistema automatizado Vitek®2 e avaliados
os antimicrobianos: ampicilina, amicacina, amoxicilina/acido clavulanico; aztreonam;
cefalexina, cefepime, cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona, ciprofloxacino, ertapenem,
gentamicina, imipenem, meropenem, norfloxacina e sulfametoxazol/trimetoprim e tigeciclina.

As interpretacdes dos resultados foram realizadas seguindo as normas do BrCAST, 2022.
2.5 Extragdo de DNA

As bactérias foram reativadas a partir do semeio em placas contendo 4gar MacConkey
suplementos com antibiéticos e incubadas por 24 a 48 horas em estufa a 37 °C.
Posteriormente, uma col6nia de cada isolado foi incubada em BHI durante 4h a 37 °C para
posterior extracdo do DNA total. O DNA bacteriano foi extraido com o Kit PureLink

Reagente (Invitrogen), conforme o protocolo fornecido pelo fabricante e mantidos a -20 °C.



119

2.6 Pesquisa dos Genes de Resisténcia Bacteriana
2.6.1 Deteccao de Genes de Resisténcia aos Betalactamicos

A pesquisa dos determinantes de resisténcia foi realizada a partir do método de Reagéo
em Cadeia da Polimerase (PCR). Foi analisada a presenga dos genes codificadores de
betalactamses, como: i) cefalosporinases mediadas por plasmideo (blamox; blacmy-1; blaiat;
blacmy-2; blamir; blaacT; blapua; blarox; blaaac) (PEREZ; HANSON, 2002); ii) oxacilinases
nédo carbapenemases (blaoxa-1; blaoxa-2; blaoxa-10; blaoxa-1s; blaoxass); (iii) ESBLS (blaces;
blarem; blaskv; blactx-m-12; blactx-m-s; blactx-m-14) (NICOLETTI et al, 2015); iv) metalo-
betalactamases (blaive; blaviv; blasem; blaciv; blanom) (MENDES et al., 2007; POIREL et
al., 2011) e blakec (LOMAESTRO et al., 2006). Para deteccdo de cada um dos referidos
genes, cada reacdo de amplificacdo foi preparada em um volume final de 25uL incluindo:
10ng de DNA gendmico, 10pmol de cada primer, 5 pL de tampdo de reacdo a 5x, 200 uM de
desoxirribonucleotideo trifosfato (dANTP), 1,5 mM MgCl,, 2,0 U Taq DNA polimerase e dgua
ultrapura. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em
tampédo TAE 0,5x. Esses produtos foram corados com o corante Blue-Green (Kasvi, Brasil),
visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumentados. Para cada reacéo
foram utilizadas cepas caracterizadas geneticamente pelo Laboratério ALERTA da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e como controle negativo, uma aliquota de
agua DNAse/RNAse livre.

2.6.2 Deteccao do Gene mcr-1

Nas reacGes de amplificacdo para o gene mcr-1 foram utilizados os primers CLR5-F
e CLR5-R, descritos por Liu et al (2016). Para deteccdo de cada um dos referidos genes, cada
reacdo de amplificagéo foi preparada em um volume final de 25 pL para cada tubo, incluindo:
10ng de DNA gendémico, 10pmol de cada primer, 5 pL de tampdo de reacdo a 5x, 200 UM de
desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP), 1,5 mM MgClz e 2,0 U Tag DNA polimerase e
agua ultrapura. Durante a realizacdo da PCR, foram incluidos como controle positivo a
amostra de DNA da cepa E. coli C153 (ROCHA et al., 2020) e como controle negativo a
amostra de DNA adicionando agua. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 1,5% em tampédo TAE 0,5x. Esses produtos foram corados por Blue-Green

(Kasvi, Brasil), visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumentados.
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2.7 Tipagem Molecular

As reacOes ERIC-PCR foram preparadas com volume total de 25 pL por tubo;
contendo: 100 ng de DNA genbmico, 40 pmol de iniciadores (ERIC-1
[S'ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3T; ERIC-2 [5'AAGTAAGTGACTGGGGTGAGC
G-37), 5 pL de tampéo de reacdo a 5x, 200 uM de trifosfato de desoxirribonucleotideo, 1,5
mM de MgCl, e 1,0 U da enzima Tag DNA polimerase. Os parametros de amplificacdo
usados na ERIC-PCR foram de acordo com Duan et al. (2009). Os produtos da PCR foram
corados e submetidos a eletroforese 1,5% em gel de agarose; estes foram visualizados sob luz
ultravioleta e foto-documentados para posterior analise de perfil clonal. Os padrbes de
amplificacdo foram comparados ao marcador de peso molecular para genotipagem dos
isolados. Para anélise filogenética detalhada, os padrdes de amplicons gerados por ERIC-PCR
foram utilizados para construcdo de uma matriz binaria, utilizando como base os critérios de

auséncia e presenca das bandas.
2.7 Producéo de Biofilme
2.9.1 Crescimento em Agar Vermelho-congo

A determinacdo qualitativa da capacidade de producéo de biofilme pelos isolados foi
realizada de acordo com o método de agar Vermelho-congo, seguindo o protocolo descrito
por Freeman, Falkiner, Keane (1989). Colonias que apresentaram coloragdo enegrecida, com
consisténcia seca ou rugosa, foram consideradas como produtoras de biofilmes e as coldnias
de coloracdo vermelha, com consisténcia mucosa, foram consideradas como ndo produtoras
de biofilme. E. coli ATCC 25922 foi utilizada como controle positivo para o método e

Staphylococcus aureus ATCC 25932 como controle negativo.
2.7.2 Coloracéo com Cristal-violeta

A determinacdo quantitativa da capacidade de producdo de biofilme pelos isolados foi
realizada de acordo com o método coloragdo com cristal violeta utilizando placa de 96 pocos
seguindo o protocolo por Stepanovic et al. (2007) e Silva et al. (2020). As cepas foram
classificadas em quatro categorias baseado nos valores de DOs dos biofilmes bacterianos em
comparagdo com valor da DOc (Densidade optica do controle). Categorias: ndo produtor (DO
< DOc), fracamente produtor (DOc< DO < 2 x DOc), moderadamente produtor (2 x DOc<
DO <4 x DOc) e fortemente produtor (4 x DOc< DO).
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2.10 Andlises Estatisticas

Os dados foram tabulados utilizando planilha do Microsoft Excel®, elaborada
especificamente para este fim e analisados por meio do software Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS), versao 22.0, utilizando o teste de Qui-quadrado considerando 95% de

confiabilidade.
3 Resultados e Discusséo
3.1 Rastreio e Perfil Fenotipico de E. coli nas Amostras de Leite Cru

Das 20 amostras de leite coletadas, 19 (95%) apresentaram crescimento bacteriano
positivo no meio MacConkey. Apos analise da capacidade de fermentacdo de glicose e
morfologia das col6nias neste meio, um total de 84 bacilos Gram-negativos foram isolados e
submetidos a identificacdo por espectrometria de massa MALDI-TOF. Entre o0s
microrganismos isolados foram identificados nove géneros indicando uma variedade de
contaminantes nas amostras de leite bovino. Os microrganismos isolados pertenciam aos
seguintes géneros e espécies: K. pneumoniae (1,2%, n=1), Providencia stuartii (1,2%, n=1),
Serratia nematodiphila (1,2%, n=1), Serratia liquefaciens (1,2%, n=1), Acinetobacter sp.
(3,7%, n=3), Ochrobactrum intermedium (3,7%, n=3), Stenotrophomonas maltophilia (6.1%,
n=5), Serratia marcescens (7,3%, n=6), Enterobacter sp. (11%, n=9), E. coli (13,4%, n=11) e
Pseudomonas sp. (50%, n=41). Dos 84 bacilos Gram-negativos isolados, 38 (43,9%) foram
isolados de meio sem suplementacdo com antibtidtico, 15 (18.3%) em meio com ceftriaxona,

19 (23,2%) com imipenem e 12 (14,6%) com colistina.

A identificacdo das cepas de E. coli geraram scores no MALDI-TOF que variaram de
2.161 a 2.448. Foi identificado crescimento de E. coli em 35% (7/20) das amostras de leite em
seis (40%) diferentes municipios (Figura 2). Similarmente, estudo realizado na Turquia,
analisou a presenca de E. coli em 62 amostras coletadas de tanques de leites, nos quais foram
depositados os leites de 1252 fazendas da regido. Verificou-se a presenca de E. coli em 22.6%
(14/62) das amostras de leite, sendo todas as cepas caracterizadas fenotipicamente como
produtoras de ESBL (KUREKCI et al., 2019). No presente estudo 36.4% (4/11) das cepas de
E. coli foram caracterizadas como ESBL por meio da analise dos resultados do teste de disco-
difusdo (BOTREL et al., 2010; LIU et al., 2014; COSTA-JUNIOR et al., 2018).
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Na analise do perfil de susceptibilidade foi observado que 45,5% (5/11) apresentaram
resisténcia a pelo menos um antimicrobiano. Ceftriaxona, ceftazidima e cefotaxima foram os
que apresentaram menor atividade frente a esses microrganismos; dos quais 36,4% (4/11)
foram resistentes a esses farmacos. Ademais, o meropenem foi o Unico farmaco que
apresentou atividade frente todas as cepas analisadas. Somente um isolado foi resistente a
ciprofloxacina, demonstrando eficacia frente a esses microrganismos. Resultados semelhantes
foram encontrados por Kiirekci et al. (2019) e Liu et al. (2021) nas cepas de E. coli isoladas
de tanques de leite da Turquia e norte da China, respectivamente. Kiirekci et al. (2019)
descreveram 7,1% (4/62) das cepas como resistentes a ciprofloxacina e Liu et al. (2021) 1,5%
(1/67). Dessa forma, destaca-se a eficacia desse farmaco frente as cepas dessa espécie em

amostras isoladas de leite cru.
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Figura 2. Diversidade microbiana nas amostras de tanques de leite cru dos municipios do
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estado da paraiba e distribuicdo das cepas de E. coli com emergéncia de clone bacteriano.
3.2 Caracterizagdo Fenotipica das Cepas de E. coli em Amostras Clinicas

Foram coletadas 26 cepas de E. coli em amostras clinicas, das quais 3,8% (1/26) foram
de swab retal, 3,8% (1/26) de bolsa escrotal e 92,4% (24/26) de urina. A confirmacdo da
identificacdo das amostras pelo MALDI-TOF-MS geraram scores que variaram de 2.048 a
2.446. A alta incidéncia de cepas de E. coli nas amostras de urocultura estd associada a
eficiéncia desse microrganismo em causar ITUs em mulheres, devido a fatores de
patogenicidade (CARVALHO et al., 2021; CORDEIRO-MOURA et al., 2022).

Dentre os antimicrobianos testados no presente estudo, os carbapenéns apresentaram
maior atividade frente a esses isolados clinicos, dos quais somente 3,85% (1/26) foi resistente
ao imipenem, meropenem e ertapenem (Tabela 1). No entanto, o ciprofloxacino, antibidtico
da classe das fluorquinolonas, apresentou menor eficacia, revelando 53,8% (14/26) dos
isolados resistentes. Esse fato pode estar associado a ampla utilizagdo desse antibidtico no
tratamento das ITUs, tornando as cepas de E. coli susceptiveis aos processos de adaptacao e
pressdo seletiva exercido por esse (CORDEIRO-MOURA et al., 2022). Similarmente, estudos
realizados a partir de isolados clinicos de E. coli de hospitais de Portugal e do Panama,
observaram alta taxa de resisténcia a ciprofloxacino, 94,7% (36/38) e 77% (23/30) dos
isolados, respectivamente, destacando a importancia do rastreio da resisténcia a esse
antibiotico em cepas clinicas (CARVALHO et al., 2021; NUNEZ-SAMUDIO et al., 2021).

Em relacdo ao fendtipo de resisténcia ESBL, 23,1% (6/26) dos isolados foram
resistentes as cefalosporinas de terceira e quarta geracdo, ceftazidima e cefepime, e ao
monobactamico aztreonam. Resultados semelhantes foram reportados por Nufiez-Samudio et
al. (2021) a partir da analise do perfil fenotipico de cepas de E. coli isoladas de amostras
clinicas de pacientes de um hospital do Panama no ano de 2019, das quais 43% (13) foram
caracterizadas como ESBL por meio da analise do teste de disco-difusdo. Além disso, das
cepas analisadas no estudo de Nufiez-Samudio et al. (2021), 67% (20/30) foram isoladas de
urocultura. Cepas ESBL sdo consideradas uma severa ameaca a saide humana e animal. Essas
enzimas sdo capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos. Além disso,
podem ser transferidas entre bactérias da mesma espécie ou de espécies diferentes, sendo a
deteccdo de cepas produtoras de ESBL associada diretamente a bactérias multirresistentes e
altas taxas de mortalidade (MEYER, PICOLI, 2011; COSTA-JUNIOR et al., 2021).
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Tabela 1 — Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados clinicos de E. coli.

Antimicrobianos Resistente Intermediario Sensivel
n (%) n (%) n (%)

Ampicilina 8 (30,7%) - 18 (69,3%)
Amoxicilina/Acido clavulanico 5 (19,2%) - 21 (80,8%)
Aztreonam 6 (23,1%) - 20 (76,9%)
Cefalexina 9 (34,6%) 9 (34,6%) 8 (30,7%)
Ceftriaxona 9 (34,6%) - 17 (65,4%)
Ceftazidima 6 (23,1%) - 20 (76,9%)
Cefepime 6 (23,1%) - 20 (76,9%)
Cefoxitina 9 (34,6%) - 17 (65,4%)
Imipenem 1 (3,85%) - 25 (96,1%)
Ertapenem 1 (3,85%) - 25 (96,1%)
Meropenem 1 (3,85%) - 25 (96,1%)
Ciprofloxacino 14 (53,8%) - 12 (46,2%)
Amicacina 2 (7,7%) - 24 (92,3%)
Gentamicina 4 (15,4%) - 22 (84,6%)
Norfloxacina 10 (38,5%) - 16 (61,5%)
Sulfametoxazol/Trimetoprim 9 (34,6%) - 17 (65,4%)
Tigeciclina 4 (15,4%) - 22 (84,6%)

Dessa forma, é possivel observar divergéncias no perfil de susceptibilidade a
ciprofloxacino de isolados de E. coli de amostras de leite cru em relacdo aos isolados clinicos.
Porém, foram observados valores semelhantes de distribuicdo de cepas ESBL entre 0s
microrganismos de ambas as origens, caracterizando um perfil de resisténcia aos

betalactamicos semelhante entre esses microrganismos.
3.3 Pesquisa dos Genes de betalactamases e mcr-1

Entre os isolados analisados de leite cru, 27,3% (3/11) carreavam determinantes de
resisténcia aos betalactamicos, enquanto entre os isolados clinicos foram detectados 50%
(13/26). A alta incidéncia de determinantes de resisténcia nas cepas clinicas quando
comparadas aos isolados de origem animal deve-se, principalmente, a utilizacdo de

antibioticoterapia pelos pacientes que induz a selecdo de cepas resistentes (FUGA et al.,
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2022). Além disso, a capacidade de disseminacdo de microrganismos no ambiente hospitalar é
facilitada pela presenca de fémites e 0 contato entre pacientes e a equipe de salde. Porém, a
transferéncia de genes de resisténcia entre microrganismos de diferentes origens € um dos
principais problemas atuais de saude puablica, associados a RAM (PETERSON, KAUR, 2018;
COSTA-JUNIOR et al., 2021).

Em relacdo aos genes de oxacilinases néo carbapanemases, blaoxa-1 foi detectado em
uma (9,1%) amostra de leite e quatro (15,4%) clinicas. Entre os genes que codificam ESBLS,
0 blactm-m-1/2 foi 0 gene mais prevalente em ambos os tipos amostrais, em cepas de E. coli de
leite cru foi detectado em 18,2% (2/11) dos isolados e nas cepas clinicas em 23,1% (6/26),
demonstrando incidéncia semelhante entre esses. Estudos destacam a importancia desse gene
na resisténcia aos betalactdmicos em cepas de E. coli, nos quais esses isolados apresentam alta
incidéncia associado ao perfil fenotipico ESBL em amostras de origem humana e animal
(KUREKCI et al., 2019; SONCINI et al., 2022; FUGA et al., 2022). Similarmente, Kiirekci et
al. (2019) descreveram a incidéncia do blactx-m em 78,6% das cepas de E. coli isoladas de
leite cru na Turquia. No entanto, em amostras de tanques de leite da China, foi em apenas
1,5% (1/67) dos isolados. Nas cepas de E. coli de amostras humanas, pesquisas descrevem
incidéncias do gene blactm-m-12 de 16,7% (DAGA et al., 2019) e 5% (GONCALVEZ et al.,
2016). Além disso, um estudo realizado no Brasil que avaliou a presenga da CTX-M em 91
isolados de E. coli de diferentes origens bioldgicas, incluindo carne de frango, carne de porco
e isolados clinicos humanos, detectou a incidéncia dessa enzima em 54,9% dos isolados
(SONCINI et al., 2022)

GES foi identificada em 19,2% (5/26) das cepas clinicas, ndo sendo detectada entre as
amostras de leite cru. A incidéncia de GES em isolados clinicos de Enterobacterales tem
apresentado um representativo aumento nos Gltimos anos (HERNANDEZ-FLORES et al.,
2018). Tiemtore et al., (2022) detectaram o0 gene blages em 67% dos isolados de E. coli
caracterizados fenotipicamente como ESBL, em amostra de um hospital da Africa ocidental.
Estudos anteriores nao correlacionavam o fenotipo de resisténcia ESBL em cepas de E. coli a
presencga dessa enzima (REZAI et al., 2014; GONCALVEZ et al., 2016). SHV foi detectada
em uma (3.8%) Unica amostra de origem humana. O gene blasyv abrange um grande ndmero
de variaveis alélicas que podem estar relacionados a betalactamases ndo ESBL e/ou ESBL
(CERGOLE-NOVELLA et al., 2015; TOOKE et al., 2019), como foi observado no presente
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estudo. A cepa MAO3, carreadora do gene blasnv apresentou resisténcia a cefalosporinas de

primeira e segunda geracéo e sensibilidade as de terceira e quarta geracao.

Entre os genes de carbapenemases analisados no presente estudo, somente 0 blanpwm
foi detectado em uma (3,8%) amostra clinica de swab retal. Além disso, trata-se do primeiro
reporte de Enterobacteriacea portadora de blanom no estado da Paraiba, Brasil. Esse fato pode
estar relacionado a escassez de estudos direcionados a analises epidemioldgica molecular de
microrganismos MDR no estado, pois, séo reportadas cepas portadoras desse gene em outros
estados do pais (CARVALHO-ASSEF et al, 2013; BARBERINO et al., 2018; BARTLEY et
al., 2019; BELTRAO et al., 2022).

No Brasil, as primeiras bactérias produtoras de NDM foram detectadas na regido sul
no ano de 2013 (CARVALHO-ASSEF et al, 2013). O gene blanpm tém sido associado com
varios elementos genéticos moveis, o que pode estar relacionado a efetiva capacidade da sua
disseminacdo entre as bactérias Gram-negativas. Além disso, até 0 momento, foram descritas
sete variaveis, blaNDM-1 a blaNDM-7 (BELTRAO et al., 2022).

Néo foram identificadas cepas portadoras do gene mcr-1 no presente estudo, apesar de
estudos reportarem a presenca desse gene em cepas de enterobactérias de diferentes origens,
humana, animal e ambiental no nordeste do Brasil (ROCHA et al., 2020; CORDEIRO-
MOURA et al., 2022). No entanto, existem outros mecanismos de resisténcia as polimixinas
que n3o estdo relacionados a presenca do gene mcr (LIU et al., 2016; COSTA-JUNIOR et al.,
2022).

3.4 Caracterizacao da Producao de Biofilme

Entre os isolados analisados pelo método de CV, 65% (24/37) foram classificados
como formadores de biofilme, dos quais somente uma amostra de origem clinica foi
caracterizada como moderadamente produtora e todas as outras foram classificadas como
fracamente produtoras. Além disso, as amostras clinicas demonstram maior proporcdo de
cepas capazes de produzir biofilme, 73,1% (19/24) quando comparado aos isolados de leite
45,4% (5/11), no qual a incidéncia de cepas ndo formadoras foi maior. A capacidade de
formacdo de biofilme é considerada um dos principais fatores de viruléncia associado a
eficiéncia das cepas de E. coli na patogénese das ITUs. Dessa forma, bactérias produtoras de
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biofilme sdo frequentemente isoladas em uroculturas, similar aos resultados obtidos no
presente estudo (CERGOLE-NOVELLA et al., 2015; KATONGOLE et al., 2020).

Katongole et al. (2020) analisaram a capacidade de producdo de biofilme de 200
isolados de E. coli de amostras de urocultura e evidenciaram 62,5% dos isolados como
formadores, dos quais 64% foram considerados como MDR. No presente estudo, entre o total
de isolados de amostras clinicas considerados como formadores de biofilme 47,4% (9/19)
foram MDR, enguanto entre as amostras de leite, somente dois isolados foram produtores de
biofilme e MDR. A disseminacdo de patdégenos MDR e produtor de biofilme no ambiente
hospitalar representa um sério problema de salide publica. A matriz polimérica ocasionada
pela formacdo do biofilme é um fator de patogenicidade importante que tornam as bactérias
altamente resistentes aos antimicrobianos e a imunidade do hospedeiro, acarretando em falha
terapéutica. Além disso, os biofilmes criam o ambiente propicio para a troca de elementos
genéticos entre diferentes populacdes bacterianas (COSTA-JUNIOR et al., 2018; SILVA et
al., 2021).

O rastreio de isolados produtores de biofilme pode ser facilitado utilizando a técnica
de crescimento em &gar Vemelho-congo, por ser uma metodologia mais simples e de facil uso
(BRANCO et al., 2016; COSTA-JUNIOR et al., 2018). Lima et al. (2017) reportaram
imprecisdo dessa metodologia em detectar cepas produtoras de biofilme em bactérias Gram-
negativas. Porém, Dadawala et al. (2010) reportaram concordancia maior que 80% nessa
metodologia a partir da anélise com cepas de E. coli de origem animal, quando comparado ao
método de colora¢do com CV, considerado o padrdo-ouro. No presente estudo foi observado
uma concordancia de 73% entre os métodos. Porém, o valor de coeficiente Kappa foi de 0.28
(DP = 0,13), classificando o método como insatisfatério para a deteccdo da capacidade de
biofilme em cepas de E. coli. Esse fato pode estar relacionado a ineficiéncia na identificacdo
de cepas nao formadoras de biofilme, pois, dos isolados clinicos analisados no presente estudo
100% foram classificados como formadores de biofilme pelo método de crescimento em agar
Vermelho-congo, com o surgimento de col6nias com coloracdo enegrecida (Figura 3),

enguanto entre as cepas de leite cru, 72,7% foram considerados como formadoras.
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Figura 3. Representacdo de cepa formadora e ndo formadora de biofilme pelo método de agar

Vermelho-congo.

Em (A) a cepa MA49, positiva para a formacdo de biofilme com crescimento de col6nias
enegrecidas. Em (B) a cepa L4 BAC23, negativa para a formacdo de biofilme com

crescimento de coldnias avermelhadas.
3.5 Genotipagem

Para verificar o indice de clonalidade entre os isolados de E. coli foi utilizada a técnica
de ERIC-PCR (Figura 4), técnica molecular que possibilita averiguar a variabilidade clonal a
partir de comparagGes das sequéncias repetitivas altamente conservadas nas regides
intergénicas do genoma bacteriano de cepas homologas. Dessa forma, foram observados 31
perfis clonais, com surgimento de quatro clones importantes: denominadas de A (L1 _BACS3,
L1 BAC4 e L2 BACS5), B (MA10, MA1l e MA12), C (MA14 e MA16) e D (MA4l e
MA44).
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Figura 4. Genotipagem das amostras de E. coli isoladas de leite cru e amostras clinicas do
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Foram observadas amostras de leite cru coletadas de dois tanques de leite diferentes,
porém que pertenciam a0 mesmo municipio do estado da Paraiba, apresentando 100% de
similaridade. As amostras L1 BAC3 e L1_BAC4 obtidas a partir do processamento do leite
1, foram caracterizadas como genotipicamente semelhantes a amostra L2_BACS, que estava
presente na amostra de leite 2. Dessa forma, € possivel observar uma disseminacdo de um
mesmo clone entre os tanques de leite do municipio de Soledade, Paraiba (Figura 5),
indicando uma possivel rota de disseminacdo de E. coli neste estado. As vias de
disseminacdo desse microrganismo entre os tanques de leite podem estar relacionadas ao
transito de profissionais, redes de escoamento do leite ou até mesmo ao consumo do leite
pela populacdo. Kirekci et al. (2019) analisaram a disseminacdo de E. coli produtora de
ESBL em amostras de leite cru e carne de frango na Turquia, pelo método de Eletroforese
em Campo-Pulsante (PFGE) e observaram a presenca de clones em amostras de leite
pertencentes a animais de diferentes fazendas em uma mesma regido. Além disso, esses
isolados foram identificados como portadores do gene blactx-m. Ademais, o estudo reportou
a presenca de clones entre amostras de leite e carne de frango, destacando a disseminacédo
desse patdgeno em animais da regido (KUREKCI et al., 2019), similarmente ao presente

estudo.

Nos isolados clinicos foi observado a disseminacdo de clones no ambiente hospitalar,
correspondentes aos seguintes grupos clonais: B, C e D. Um composto por trés isolados e
outros dois compostos por dois, pertencentes a um mesmo hospital de origem. Além disso,
0s grupos clonais C e D foram identificados como carreadores do determinante de
resisténcia blactx-m. Dessa forma, pode-se sugerir uma disseminacdo de cepas MDR no
ambiente hospitalar, que estéo relacionadas a dificuldade de tratamento e aumento de tempo
de morbimortalidade dos pacientes. Ademais, é importante destacar que esses isolados foram
coletados durante o periodo de pandemia da COVID-19, a associacdo dessa doenga com
infeccBes secundarias € considerada um fator prognéstico importante para os pacientes
(HUANG et al., 2020; AYDEMIR et al., 2022).

Além disso, o presente estudo detectou isolados de diferentes hospitais apresentando
indice de similaridade maior que 80%. Dessa forma, é impossivel sugerir uma ancestralidade
entre essas amostras e identificar uma disseminacdo que pode estar associada a infecgdes

comunitarias. Cepas de diferentes hospitais apresentando clonalidade foram apontadas
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anteriormente no estado de Pernambuco, Brasil, a partir da analise do perfil clonal de
isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii utilizando a
técnica de ERIC-PCR, assim como no presente estudo (ARAUJO-LIMA et al., 2020).



Figura 5. Disseminacdo do grupo clonal das bactérias L1 BAC3, L1_BAC4 e L2_BAC5

isoladas de diferentes tanques de leite cru do municipio de Soledade-PB.

L2 BACO5 - Escherichia coli

L1/ BACO3 - Escherichia!coli;
L1 BAC04 - Escherichia/coli
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Estudos destacam a importancia das analises de epidemiologia molecular no controle
da RAM nos bacilos Gram-negativos (ARAUJO-LIMA et al., 2020, SILVA et al., 2021;
COSTA-JUNIOR et al., 2022; FUGA et al., 2022). Estes microrganismos, incluindo a E.
coli, sdo considerados como de alta prioridade pela World Health Organization (WHO,
2017), principalmente pelos problemas acarretados na saude publica associados a esses
patdgenos. A disseminacdo desses microrganismos entre humano, animal e ambiente é outra
situacdo preocupante (FUGA et al., 2022). No presente estudo foi observado cepas isoladas
de leite e isolados clinicos apresentando similaridade superior a 80%, sendo este dado um
indicativo de ancestralidade entre essas amostras e sugerindo uma interacdo microbiolégica
entre humano e animal (DUAN et al., 2009; COSTA-JUNIOR et al., 2021). Além disso, foi
observado a disseminacdo de cepas MDR e produtoras de biofilme em isolados clinicos e

amostras de leite.
4 Conclusao

A disseminacdo de clones de E. coli em diferentes tanques de leite do municipio de
Soledade e entre pacientes hospitalizados na Paraiba ¢ indicativa da rota de dispersdo desse
microrganismo no estado. Consequentemente, o surgimento de clones de E. coli MDR
portadores de genes de resisténcia aos betalactamicos representa um grande problema de
salde publica e enfatiza a necessidade das medidas de controle da RAM na regido. A
emergéncia da producdo de NDM no estado da Paraiba é um indicativo importante da
disseminacdo de microrganismos produtores dessa enzima na regido Nordeste, reforcando a
necessidade da pesquisa do determinante de resisténcia dessa betalactamase na regido como
um fator preventivo da RAM. Além disso, a maior prevaléncia de cepas produtoras de
biofilme nas amostras clinicas, quando comparadas as amostras de leite cru, reforca a
associacdo de cepas mais virulentas entre as ITUs em humanos. Dessa forma, o estudo
destaca a importancia da perspectiva One Health no combate a RAM, principalmente,
relacionada a disseminacao de cepas de E. coli produtoras de CTX-M em animais, alimentos

e isolados clinicos humanos.
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5 CONCLUSAO

A trajetdria da incidéncia do gene mcr nas bactérias Gram-negativas do Brasil pode ser usada
como exemplo da necessidade de estudos que destaquem e utilizem a abordagem One Heath,

além da importancia da epidemiologia molecular no controlo da resisténcia bacteriana.

O estudo revelou que existe uma elevada incidéncia de cepas de E. coli resistentes e
formadoras de biofilme em amostras da cloaca de C. plancus e leite bovino cru, o que

demonstra a importancia de a¢des de monitoramento epidemiol6gico na regido.

A identificacdo de cepas produtoras de ESBL entre aves da espécie C. plancus na regido
nordeste do Brasil, indica o papel desses animais na dispersdo dessas cepas nesta localidade.
O dado do primeiro reporte de E. coli isolada de animais portadora de blakec com

susceptibilidade aos carbapenéns, é um possivel indicativo da interagdo com humanos.

A presenca de clones bacterianos em diferentes aves, portando genes de resisténcia aos
betalactamicos revela a possivel transmissdo entre C. plancus e humanos, devido a

permanéncia desses animais nos centros urbanos.

A predominancia do gene blacTx-m-12 como determinante genético em cepas de E. coli
produtoras de ESBL de diferentes origens: amostras clinicas, leite bovino e espécimes da
cloaca de aves, demonstra que esse possui forte relacdo com o fenotipo ESBL em cepas de E.
coli isolados no nordeste do Brasil e destaca a importancia dos estudos de epidemiologia
molecular direcionados ao rastreio desse gene na regido, visando estimular medidas de
controle na disseminacdo da RAM e salienta a importancia da aplicacdo da perspectiva do

modelo One Health.

O primeiro reporte de cepa portadora do gene blanom no estado da Paraiba e a co-ocorréncia
dos genes: blanpm, blactx-m-12 € blaoxa-1 em isolado clinico de swab retal demonstra que
estudos futuros associados a pesquisa desse gene em amostras de origem animal sdo
importantes para a analise da dispersdo da RAM no estado da Paraiba e perspectivas de

enfretamento a disseminagdo desses microrganismos.

A disseminacao de clones de E. coli em diferentes tanques de leite do municipio de Soledade,
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no estado da Paraiba revela uma rota de dispersao desse microrganismo no estado.

A disseminacdo de clones de E. coli MDR portadores de genes de resisténcia aos
betalactdmicos em um hospital do estado da Paraiba, enfatiza a necessidade das medidas do
controle da RAM no ambiente hospitalar.

A alta prevaléncia de E. coli produtora de biofilmes isoladas de diferentes origens,
apresentando prevaléncias semelhantes entre as cepas isoladas de aves e amostras clinicas e
menor entre as cepas de leite cru reforga a associagdo de cepas mais virulentas entre os

animais e humanos, quando comparadas as amostras de alimentos.
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Abstract

Polymyxins were discovered in the 1940s and were used to treat infections caused by gram-negative bacteria. These
molecules act by destroying the cell membrane through the destabilization of phospholipids and lipopolysaccharides
(LPS). Due to adverse effects, such as nephrotoxicity and neurotoxicity, this class had seen limited use. However, with
the evolution of antimicrobial resistance to commercial drugs, the use of polymyxins has resumed, and over time,
strains resistant to this drug have been observed. Currently, resistant bacteria this antimicrobial are found in hospital
environments, and non-anthropized environments. This occurrence constitutes a global human and environmental
health problem that is of concern to the population, health professionals, and researchers. Thus, this review was
conducted with the objective of describing the mechanisms and the occurrence of bacterial resistance to polymyxins,

and to demonstrate the relationship between multi-resistant strains of clinical and environmental origins.
Keywords: Bacillus polymyxa; Colistin; Bacterial resistance; Public health.

Resumo

As polimixinas foram descobertas na década de 1940 e eram usadas para tratar infecges causadas por bactérias gram-
negativas. Essas moléculas atuam destruindo a membrana celular através da desestabilizacdo de fosfolipidios e
lipopolissacarideos (LPS). Devido a efeitos adversos, como nefrotoxicidade e neurotoxicidade, essa classe teve 0 uso
limitado. No entanto, com a evolucdo da resisténcia antimicrobiana aos medicamentos comerciais, 0 uso de
polimixinas foi retomado e, com o passar do tempo, foram observadas cepas resistentes a esses medicamentos.
Atualmente, bactérias resistentes a estes antimicrobianos, sdo encontradas em ambientes hospitalares e ndo
antropizados. Essa ocorréncia constitui um problema global de salide humana e ambiental que preocupa a populacéo,
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profissionais de salde e pesquisadores. Assim, esta revisdo foi realizada com o objetivo de descrever os mecanismos e
a ocorréncia de resisténcia bacteriana as polimixinas, e demonstrar a relacdo entre cepas multirresistentes de origem
clinica e ambiental.

Palavras-chave: Bacillus polymyxa; Colistina; Resisténcia bacteriana; Satde publica.

Resumen

Las polimixinas se descubrieron en la década de 1940 y se usaron para tratar infecciones causadas por bacterias
gramnegativas. Estas moléculas actian destruyendo la membrana celular mediante la desestabilizacion de los
fosfolipidos y lipopolisacaridos (LPS). Debido a los efectos adversos, como la nefrotoxicidad y la neurotoxicidad, esta
clase ha tenido un uso limitado. Sin embargo, con la evolucién de la resistencia antimicrobiana a los farmacos
comerciales, se ha retomado el uso de polimixinas y con el tiempo se han observado cepas resistentes a este farmaco.
Actualmente, las bacterias resistentes a este antimicrobiano se encuentran en ambientes hospitalarios y ambientes no
antropizados. Este hecho constituye un problema mundial de salud humana y ambiental que preocupa a la poblacién,
profesionales de la salud e investigadores. Por lo tanto, esta revision se realiz6 con el objetivo de describir los
mecanismos y la aparicién de resistencia bacteriana a las polimixinas, y demostrar la relacién entre cepas
multirresistentes de origen clinico y ambiental.

Palabras clave: Bacillus polymyxa; Colistina; Resistencia bacteriana; Salud publica.

1. Introduction

Polymyxins are antibiotics isolated from the microorganism Paenibacillus polymyxa (formerly known as Bacillus
polymyxa). This drugs were introduced in clinical practice to treat infections caused by gram-negative bacteria in the 1950s.
However, their use declined in the 1970s due to limitations such as nephrotoxicity and neurotoxicity, low permeability and
absorption in the gastrointestinal tract (Dubashynskaya & Skorik, 2020; Li et al., 2019).

These antibiotics are polypeptides that chemically different that exert bactericidal activity by disrupting the cell
membrane through electrostatic and hydrophobic interactions (Zavascki et al., 2007). These drugs have a molecular weight of
~1200 Da and are characterized by the presence of a polycationic peptide ring with a peptide attached to a fatty acid tail (Kaye
et al., 2016). Your action happens on gram-negative bacteria, since they destabilize phospholipids and lipopolysaccharides
(LPS), the main components of the outer membrane these microorganisms (Yu et al., 2015). Among the five existing
polymyxins, only polymyxin B and polymyxin E have clinical applications (Dubashynskaya & Skorik, 2020; Trimble et al.,
2016).

Because of the antibiotic resistance worldwide, these drugs have become the last therapeutic resource, especially,
against multidrug-resistant gram-negative bacilli such as Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and
Enterobacteriaceae carbapenemic resistant (Baron et al., 2016; Zakuan & Suresh, 2018). As resistance to less toxic antibiotics
increased, the use of polymyxins became more frequent (Li et al., 2019).

Because of the limited number of agents available to treat infections caused by these bacteria, the emergence of
resistance to polymyxins is a major concern. The main mechanism of resistance to these drugs involves the modification of
LPS of the bacterial outer membrane, which reduces the net negative charge or fluidity of the LPS, increases the efflux of the
drug, blocks the porin pathway, and enhances capsule formation and hypervesiculation (Trimble et al., 2016; Giamarellou,
2016).

The intensive use of polymyxins in the treatment of infections humans and in agriculture influences the evolution of
resistance to this drug, which varies in different parts of the world, according to environment and geographical location
(Falagas et al., 2010; Srinivas & Rivard, 2017). The global rates of resistance to polymyxin are presented in different
percentages ranging, for example, from 0.4% to 4.8% in A. baumannii, 0.1% to 0.6% in P. aeruginosa, and 1.3% to 1.8% in
Enterobacteriaceae (Bradford et al., 2016; Sader et al., 2014).

Resistance to this drug has been reported in microorganisms of hospital and environmental origin, since Antibiotic

Resistance Genes (ARGs) can be transferred between species of both origins. The dissemination of ARGs occurs via
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Horizontal Gene Transfer (HGT), which is, through mobile genetic elements. The investigation of bacterial transmission
pathways between the clinical environment and the extra-hospital environment contributes to controlling the spread of
multiresistant pathogens (Lerminiaux & Cameron, 2019).

In this context, different environments can be places of emergence and dissemination of bacteria resistant to
polymyxins (Martins et al., 2014). Thus, this review aimed to present the main mechanisms of bacterial resistance to

polymyxins, as well as to correlate the resistance in strains of clinical and environmental origin.

2. Methodology

The present study is an integrative literature review that used articles published in the main academic databases:
PubMed, Web of Science, Google Scholar, Science Direct and Mendeley. The survey was conducted between February and
March 2020 with no restrictions on languages and years of publication. For the selection of articles relevant to the topic of this
review, studies that met the following inclusion criteria (descriptors) were considered: Polymyxins, polymyxin B, colistin,

polymyxin resistance, polymyxin-resistant hospital bacteria, polymyxin-resistant bacteria in the environment and mcr genes.

3. Polymyxins

These antibiotcs were discovered in the 1940s and introduced into clinical practice in the late 1950s. Of the five types
described (A to E), only two (B and E) were used in clinical practice (Ezadi et al., 2019; Moubareck, 2020). Polymyxin B was
originally isolated from B. polymyxa in 1947, while polymyxin E (colistin) was isolated from B. polymyxa var. colistinus in
1949, being the most used in the world (Ortwine, 2015). Until the mid-1970s, these drugs were widely used, causing adverse
events, mainly at the renal and neurological (Mendes & Burdmann, 2009; Nation et al., 2019; Rabanal & Cajal, 2017; Poirel et
al., 2017).

Due to their high toxicity, the use of polymyxins in clinical practice has been discontinued. This was made possible by
the introduction of antibiotics with a lower toxicity index, such as third-generation cephalosporins and later carbapenems (Fair
& Tor, 2014; Vaara, 2019). However, with the increase in Multidrug-Resistant (MDR) bacteria in the late 20th century and the
absence of effective antimicrobials to treat infections caused by these microorganisms, previously discontinued antimicrobials,
such as polymyxins B and E, were reconsidered as treatment options (Poirel et al., 2017; Ahmed et al., 2020; Garg et al.,
2017).

With the resumption of the use of polymyxins, it is necessary to study the pharmacological characteristics of these
drugs, including their pharmacodynamic, pharmacokinetic, and toxicity profiles, to auxiliary the development strategies of
minimize adverse effects (Mendes & Burdmann, 2009; Nation et al., 2019; Falagas & Kasiakou, 2006; Tran et al., 2016).

3.1 Chemical structure of polymyxins

Polymyxins B and E are cyclic polycationic polycyclic decapeptide antimicrobials derived from the products of the P.
polymyxa, which exhibit potent activity against most species of gram-negative bacteria (Moubareck, 2020; Rabanal & Cajal,
2017; Jeong et al., 2019). Structurally, they are cationic polypeptides formed by a heptapeptide ring attached to an acylated
fatty acid chain at the N-terminal end. They differ in their chemical structures by the presence of a D-phenylalanine (in
polymyxin B) or a D-leucine (in colistin) at carbon 6 (Figure 1) (Yu et al, 2015; Gallardo-Godoy et al., 2019; Gallardo-Godoy
et al., 2016).
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Figure 1. Chemical structure of the two antibiotics that make up the polymyxins class.
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In (A) polymyxin B and (B) colistin, composed of a decapeptide core that contains an intramolecular cycle of heptapeptides linked by amide
bonds between the amino group of the side chain of the diaminobutyric acid residue (Dab) in the position 4 and the carboxyl group on the
terminal C-threonine residues. Source: Authors

Polymyxin B has the molecular formula CssHggN16013, with a molecular weight of 1203.5 g/mol, melting point >203
°C and solubility in water of 0.0744 mg/mL. This antibiotic is indicated for the treatment of meningitis, urinary tract infections,
and bloodstream. While Polymyxin E has a molecular formula of Cs;HesN16013, with a molecular weight of 1155.4 g/mol,
melting point of 200-220 °C, solubility in water of 0.238 mg/mL, and is indicated for the treatment of chronic lung infections
(Ngamprasertchai et al., 2018; PubChem, 2022; PubChem, 2022).
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3.2 Pharmacodynamics and pharmacokinetics

The pharmacokinetic and pharmacodynamic profiles that best describe the action of polymyxins are concerned with
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), which is dependent on the concentration of the antimicrobial and the time of
exposure (Bergen et al., 2012; Kuti, 2016; Sumi et al., 2019). Thus, the concentration of the antimicrobial should be higher if
the bacteria show a higher level of resistance. Colistin is a prodrug used in the form of Colistimethate Sodium (CMS), which
after being metabolized is converted to colistin, while polymyxin B is used in the form of sulfated salt. Therefore, despite
being similar in spectrum of action, these drugs have different pharmacokinetic profiles (Bialvaei & Kafil, 2015; Wenzler et
al., 2016; Qi et al., 2020; Wallace et al., 2010).

Polymyxin B, when administered in active form, quickly reaches its peak plasma concentration. But colistin can take
up to 8 h to reach the maximum concentration after the administration of CMS, which is converted to colistin in the renal
tubules. This leads to high individual variation in CMS metabolism, especially in individuals with kidney disease (Tran et al.,
2016; Couet et al., 2011; Nation et al., 2014). As a result, patients with reduced renal clearance eliminate CMS less efficiently,
requiring dose adjustment. Polymyxin B, however, is excreted by other metabolic pathways, thus not requiring dose
adjustment even with varying levels of creatinine clearance (Pogue et al., 2017; Zavascki & Nation, 2017).

The conversion rate of CMS to colistin is low, estimated at 30% (Couet et al., 201; Pacheco et al., 2019). One of the
advantages of using CMS is that most of the prodrug is eliminated in the urine, and a large part of the newly formed colistin
accumulates in the urinary tract, which is advantageous in the treatment of urinary tract infections. This is unlike polymyxin B,

in which only a small percentage is eliminated in the urine (Sorli et al., 2019; Kassamali et al., 2014; Luque et al., 2017).

3.3 Mechanism of action and antimicrobial spectrum

The polymyxins at <2 pg/mL concentration show excellent activity against several glucose-fermenting and non-
fermenting gram-negative bacilli, including Klebsiella spp., Escherichia coli, Enterobacter spp., Salmonella spp., Shigella
spp., P. aeruginosa, and Acinetobacter spp., including strains resistant to other classes of antibiotics (Moubareck, 2020; Poirel
et al., 2017; Aghapour et al., 2019). The mechanisms of action of these drugs depend on their affinity to LPS, which contribute
to the structural integrity of the bacterium and protect its membrane from certain types of chemical attacks, to which the outer
membrane of gram-negative bacilli is vulnerable (Yu et al., 2015; Trimble et al., 2016; Telhig et al., 2020).

The positively charged polymyxin molecule interacts with the negatively charged phosphate groups in the lipid A
portion of the LPS (Figure 2) (Velkov et al., 2010; Velkov et al., 2013). The insertion of the fatty acid chain and D-Phe-L-Leu
(polymyxin B) or D-Leu-L-Leu (colistin), which are hydrophobic domains, destabilize the lipid A fatty acid chain, leading to
distention of the single layer of the outer membrane. As a result of this destabilization, the polymyxin molecule can insert its
hydrophobic regions in the outer membrane, causing membrane rupture and facilitating the additional uptake of polymyxins by
the microorganism. Thus, result in disintegration of the bacterial cell (Moubareck, 2020; Mohamed et al., 2016).

Deris et al., (2014) propose a new secondary mechanism of action of polymyxins, where these drugs act by inhibiting
flavoenzyme NDH-2 (menaquinone dehydrogenase type Il). This enzyme has plays an essential role in the transport of
electrons through bacteria, thereby causing cell death. The authors also demonstrated in their study that polymyxin B has a

greater potential for inhibiting NDH-2, when compared to colistin.
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Figure 2. Interaction of polymyxin B in the membrane of Gram-negative bacteria.
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Polymyxins work by binding to lipopolysaccharide (LPS) and phospholipid molecules present in the outer membrane of gram-negative
bacteria. This process results in a change in the bacterial cell wall, leading to extravasation of intracellular content and, consequently, to the
death of the bacteria. Source: Created with BioRender.com.

4. Mechanisms of Resistance to Polymyxins

Polymyxins exhibit no activity against anaerobic and gram-positive bacteria, because these microorganisms lack the
outer cell membrane that contains LPS. In addition, several gram-negative bacteria are intrinsically resistant to polymyxins,
including Burkholderia cepacia complex, Morganella morganii, Serratia marcescens Proteus spp., and Providencia spp
(Magiorakos et al., 2012). The natural resistance of these microorganisms to this class of antimicrobials is due to constitutive
changes in gene expression, which result in the addition of cationic molecules in the outer membrane LPS. As a result, there is
a decrease in the binding affinity of polymyxins at the site of action (Baron et al., 2016; Yahav et al., 2012).

The mechanisms of resistance to this drugs are not yet fully understood. So far, it is known that they can occur
through mutation or adaptation mechanisms (Girardello & Gales, 2012; Lescat et al., 2018). Studies have found that two
polymyxin resistance phenotypes are frequently observed. The first, called natural resistance, occurs through mutations in the
bacterial genome and promotes MIC values close to those considered as resistance cutoff points for this class of antimicrobials.
While the second is due to adaptive mechanisms of bacteria and occurs after exposure of bacterial strains to subinhibitory
concentrations of the antimicrobial. In the case of the phenotype resulting from bacterial adaptation, MIC values may be
higher, with MICs above 128 pg/mL described in some studies (Srinivas & Rivard, 2017; Girardello & Gales, 2012).

The development of resistance to polymyxins because of the change in LPS was discovered through studies on strains
of Salmonella enterica. It was observed that the addition of 4-amino-arabinose to the lipid A portion of LPS, one of the
components of the external membrane of gram-negative bacteria, was associated with changes in the susceptibility to
polymyxins in these microorganisms (Srinivas & Rivard, 2017).

In P. aeruginosa, the resistance to polymyxins involves a complex network of three systems (PmrAB, PhoPQ, and
ParRS) with two components. The PhoPQ system is involved in the modification of LPS lipid A of gram-negative bacteria,

and mutations in it lead to loss of function of the phoQ gene, resulting in high levels of resistance to polymyxins. In addition,
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the PmrAB and PhoPQ systems promote changes in the expression of the operon responsible for the addition of 4-amino-
arabinose to lipid A, causing alterations in the polymyxin susceptibility phenotype in strains of this species. While the two-
component ParRS system is associated with the mechanism of adaptive resistance of P. aeruginosa strains to polymyxins
(Baron et al., 2016; Girardello & Gales, 2012).

For Acinetobacter spp., the pmrCAB operon is associated with polymyxin resistance. The genes in this operon form a
two-component system, in which pmrB functions as a histidine kinase sensor and pmrA is the response regulatory protein. This
system controls the expression of the pmrC gene, which is responsible for adding phosphoethanolamine to LPS lipid A. The
addition of phosphoethanolamine to lipid A reduces the negative charge on the bacterial surface and limits the interaction with
polymyxins. In addition, mutations in the pmrB gene are associated with decreased susceptibility to polymyxins (Lescat et al.,
2018; Mlynarcik & Kolar, 2019).

In other species such as K. pneumoniae strains, the activation of the PhoPQ system is associated with the alteration of
the permeability properties of the outer membrane through stimulation of the expression of the PagP gene involved in lipid
acylation. In Legionella pneumophila strains, the rcp gene has a PagP-like function, providing resistance to polymyxin B. In
addition, missense mutations in the CrrB gene are associated with colistin resistance in K. pneumoniae isolates (Storey et al.,
2020; Robey et al., 2001).

Studies indicate that resistance to polymyxins in some isolates of Neisseria meningitidis and K. pneumoniae due to
increased production of capsular polysaccharides, which decreases the interaction of the drug with the bacterial surface. Thus,
changes in the expression of genes involved in the regulation of polysaccharide capsule synthesis (siaD, OmpA, and the operon
cps) may be associated with associated decreased susceptibility to polymyxins (Ahmed et al., 2020; Mlynarcik & Kolar, 2019).

According to an epidemiological surveillance study, an increase in colistin resistance was observed in E. coli strains
isolated from animals. In further analysis, the researchers discovered a resistance mechanism that was transmissible between
the strains, involving the plasmidial gene mcr-1 (Liu et al., 2015). To date, seven different mcr genes and their variants have
been described in the literature. The mcr gene encodes a phosphoethanolamine transferase involved in the modification of the
LPS lipid A phosphate group (Srinivas & Rivard, 2017; Mlynarcik & Kolar, 2019; Moffatt et al., 2019).

The prevalence of strains resistant to polymyxins and the carriers of the mcr-1 gene, varies between locations around
the world. In addition, time is also a factor influencing the profile of bacterial resistance, especially in gram-negative bacteria,

in which the conjugation process is capable of transferring genetic information between microorganisms of different species.

4.1 Antimicrobial resistance in strains of clinical origin

The increased use of therapeutic agents of last choice, such as colistin, has resulted in the emergence of new
mechanisms in target pathogens in clinical settings. Some strains of P. aeruginosa, A. baumannii, and species of the family
Enterobacteriaceae Resistance to colistin (CoR) have already been identified in hospitalized patients (Sherry & Howden,
2018; Cannatelli et al., 2014; Lee et al., 2011). Since the first clinical CoR strain of K. pneumoniae was reported, species of the
Enterobacteriaceae that carry the CoR spread globally (Antoniadou et al., 2007). Increased rate of colistin resistance in K.
pneumoniae has been reported in several countries like Tunisia (from 3.57% in 2002 to 9.68% in 2013) and Romania (25.8%)
(Battikh et al., 2017; Maalej et al., 2012). While the clinical CoR isolates of A. baumannii have also increased over the last few
decades, polymyxin resistance rates are extremely variable between A. baumannii isolates across the world (Li et al., 2019).

In 2013, the European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net) collected annual data from 17
countries, showing high levels of CoR strains (>80%) in Greece and Italy (Giamarellou, 2016). While studies in other
countries, such as Iran and Bulgaria, did not report the occurrence of CoR (Mahmoudi et al., 2017; Strateva et al., 2018). In
case of P. aeruginosa, the rate of CoR has remained relatively low (0.3-1.4%) in comparison with other Enterobacteriaceae
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and A. baumannii. The exception was a national surveillance study from China in 2013, where 22.2% of P. aeruginosa
Extensively Drug-Resistant (XDR) isolates were resistant to polymyxin B (Sherry & Howden, 2018; Xu et al., 2016).

Some studies have shown that several factors, including polymyxin subtherapy, prolonged monotherapy, association
with steroid and high colonization pressure, are directly linked to the rise resistance (Li et al., 2019; Ah et al., 2014;
Papadimitriou-Olivgeris et al., 2014). Huang et al., (2020) showed that the resistance to colistin increased in
Enterobacteriaceae isolates in China during the period 2014-2019, after the introduction of polymyxin in clinical use. Prim et
al., (2017), showed that patients infected with Enterobacteriaceae CoR with a record of colistin administration, had more
previous hospital admissions and comorbidities, and presented with hospital-acquired infections.

The main factor responsible for the mechanism of resistance to polymyxins are chromosomal mutations in several
genes. For example, MgrB and CrrB gene, are directly involved in LPS modifications that prevent the interaction between the
polymyxins and LPS; and also provide resistance to this antimicrobial agent (Gunn, 2008; Olaitan et al., 2014; Wright et al.,
2015). Cannatelli et al., (2014), demonstrated the relationship between the inactivation of MgrB by mutations or insertion
sequences, and polymyxin resistance in clinical K. pneumoniae isolates. Other chromosomal mutations included the alteration
of the negative charge on LPS in the gram-negative bacteria cell wall. In the two-component systems (TCSs), PhoPq and
PmrAB, are responsible for the addition of cationic groups to LPS. Mutations in these systems or their regulators result in their
upregulation, such that more cationic groups are added to LPS, decreasing the negative charge, and thus preventing the action
of colistin (Sirijatuphat & Thamlikitkul, 2014; Jeannot et al., 2017). This was observed in the study by Poirel et al., (2017)
which detected mutations in PmrAB in clinical isolates of K. pneumoniae and E. coli.

In addition to chromosomal mutations, the emergence of the first plasmid-mediated mobile colistin resistance (mcr)
gene, mcr-1, raised the alarm worldwide for the possibility of horizontal spread. This gene is responsible for the production of
a phosphoethanolamine transferase that catalyzes the addition of cationic groups to LPS, as well as chromosomal mutations,
thus decreasing the action and effect of colistin (Liu et al., 2015; Moffatt et al., 2019; Sherry & Howden, 2018). Despite being
more common in environmental bacteria, mcr-1 has been reported in E. coli isolates clinical origin, as well as Salmonella spp.
and K. pneumonia (Prim et al., 2016; Shen et al., 2018; Lu et al., 2019; Strepis et al., 2021). The discovery of many other mcr
genes, including mcr-2 and mcr-3, and their presence being reported in many different plasmids, can provide new insights into

horizontal and cross dissemination of colistin resistance between clinical isolates.

4.2 Bacterial resistance in strains of environmental origin

Bacterial resistance in the clinical environment is a public health problem that requires considerable attention.
Bacteria resistant to antibiotics, especially to polymyxins, originating from the clinic, whether for humans or veterinary use,
can easily spread to the environment (Balsalobre et al., 2014; Meirelles-Pereira et al., 2002). Unchanged bioactive forms of
drugs can be excreted from human patients and enter the environment owing to the inefficiency of wastewater treatment. In
addition, owing to their use in veterinary medicine, they are also present in animal excreta used as manure in agriculture
(Figure 3) (Manyi-Loh et al., 2018; Serwecinska, 2020).

The environment has been shown to be a significant reservoir of ARGs. Frequently, ARGs are detected in cities,
communities, farms, and natural environments (Xiaomin et al., 2020). Colistin resistance genes such as mcr-1, mcr-2, and mcr-
9 have been identified in recent years, and act by causing changes in lipid A in liposaccharide membranes (Carroll et al., 2019).
Sun et al., (2018) showed the presence of these genes in pig manure through environmental samples, with a wide geographical
distribution in Asian countries, in Australia, Europe, Africa, North America and South America. In other studies, it was
observed rates of occurrence of positive isolates for mcr-1 of 9.90% and 29.40%, in environmental samples collected from
farms in China and Germany, respectively. This investigation showed that 25% and 100% of the samples were positive for
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mcr-1, respectively, in these two countries (Guenther et al., 2017; Hille et al., 2018; Roschanski et al., 2017; Wang et al., 2018;
Wang et al., 2018).

Figure 3. Cycle of transmission of antibiotic-resistant bacteria in the environment.
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Representation of different ways of spreading resistant microorganisms between humans, animals and the environment, especially water
sources, which are recipients of residual effluents. Source: Created with BioRender.com.

On farms, bacteria of the Enterobacteriaceae family carrying mcr-1 are more frequent, such as, for example,
Providencia alcalifaciens, Raoultella planticola, and Enterobacter cloacae (Wang et al., 2018). Bacterial conjugation assays
showed that mcr-1 could be transferred from P. alcalifaciens and E. cloacae to E. coli. This suggests that mcr-1 can be
naturally spread among species in this family and can be transferred from clinical to environmental isolates (Wang et al.,
2018).

The agricultural environments are considered important for the storage and dissemination of mcr-1. The highest
prevalence rates of mcr-1 were observed in wastewater from hospitals and sewage treatment plants (Jin et al., 2018; Ovejero et
al., 2017). The presence of mcr-1 in different municipal wastewater treatment indicates that conventional sewage treatment
processes cannot completely eliminate mer-1 (Hembach et al., 2017). Thus, isolates carrying this gene can further contaminate
aquatic environments. The mcr-1 has been detected not only in wastewater, but also in well water (Sun et al., 2018;
Caltagirone et al., 2017), source water (Zhou et al., 2017), rivers (Zurfuh et al., 2016; Yang et al., 2017; Tuo et al., 2018),
oceans and beaches in different countries as Algiers, Norway, China, and Switzerland (Drali et al., 2018; Jgrgensen et al.,
2017). Therefore, are necessary and urgent effective models or technologies to remove mcr-1 from wastewater and also from
other environments to prevent spread.

According to previous studies, it is evident that the mcr-1 gene has prevalence in environments different. The data
demonstrate the importance of understanding the destination of antimicrobials in the environment, since these sites can harbor

and enable the emergence of resistant bacteria (Hurst et al., 2019; Menz et al., 2019), causing public health problems.
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5. Conclusion

Studies have been conducted to identify strains with a profile of reistance to polymyxins in hospital, community, and
non-anthropized environments. This indicates the emergence of global problems associated with the reduction in the
effectiveness of antibiotics, especially this category used as a last therapeutic option, which results in an increase in extremely
resistant bacterial pathogens. In this sense, approaches that seek to emphasize the mechanisms of gene transmission between
pathogenic bacteria of clinical and environmental origin are essential. The present study contributes to alerting about the
growing increase in microbial resistance to drugs routinely used in clinical practice, and how this resistance extends to other

environments and can be disseminated in natural ecosystems.

References

Aghapour, Z., Gholizadeh, P., Ganbarov, K., Bialvaei, A. Z., Mahmood, S. S., Tanomand, A., Yousefi, M., Asgharzadeh, M., Yousefi, B., & Kafil, H. S.
(2019). Molecular mechanisms related to colistin resistance in Enterobacteriaceae. Infect Drug Resist, 12, 965-975.

Ahmed, M. A. E. E., Zhong, L. L., Shen, C., Yang, Y., Doi, Y., & Tian, G. B. (2020). Colistin and its role in the Era of antibiotic resistance: an extended
review (2000-2019). Emerg Microbes Infect, 9, 868-885.

Ah, Y. M., Kim, A. J., & Lee, J. Y. (2014). Colistin resistance in Klebsiella pneumoniae. Int J Antimicrob Agents, 44, 8-15.
Antoniadou, A., Kontopidou, F., Poulakou, G., Koratzanis, E., Galani, I., Papadomichelakis, E., Kopterides, P., Souli, M., Armaganidis, A., & Giamarellou, H.
(2007). Colistin-resistant isolates of Klebsiella pneumoniae emerging in intensive care unit patients: first report of a multiclonal cluster. J Antimicrob

Chemother, 5, 786-790.

Avedissian, S. N., Liu, J., Rhodes, N. J., Lee, A, Pais, G. M., Hauser, A. R., & Scheetz, M. H. A. (2019). review of the clinical pharmacokinetics of
polymyxin B. Antibiotics (Basel), 8, 31.

Balsalobre, L. C., Dropa, M., & Matté, M. H. (2014). An overview of antimicrobial resistance and its public health significance. Braz J Microbiol, 45, 1-5.

Baron, S., Hadjadj, L., Rolain, J. M., & Olaitan, A. O. (2016). Molecular mechanisms of polymyxin resistance: knowns and unknowns. Int J Antimicrob
Agents, 48, 583-591.

Battikh, H., Harchay, C., Dekhili, A., Khazar, K., Kechrid, F., Zribi, M., Masmoudi, A., & Fendri, C. (2017). Clonal Spread of Colistin-Resistant Klebsiella
pneumoniae Coproducing KPC and VIM Carbapenemases in Neonates at a Tunisian University Hospital. Microb Drug Resist, 2, 468-472.

Bergen, P. J., Landersdorfer, C. B., Zhang, J., Zhao, M., Lee, H. J., Nation, R. L., & Li, J. (2012). Pharmacokinetics and pharmacodynamics of ‘old’
polymyxins: what is new? Diagn Microbiol Infect Dis, 74, 213-223.

Bialvaei, A. Z., & Kafil, H. S. (2015). Colistin, mechanisms and prevalence of resistance. Curr Med Res Opin, 31, 707-721.

Bradford, P. A., Kazmierczak, K. M., Biedenbach, D. J., Wise, M. G., Hackel, M., & Sahm, D. F. (2016). Correlation of B-lactamase production and colistin
resistance among Enterobacteriaceae isolates from a global surveillance program. Antimicrob Agents Chemother, 60, 1385-1392.

Caltagirone, M., Nucleo, E., Spalla, M., Zara, F., Novazzi, F., Marchetti, V. M., Piazza, A., Bitar, I., De Cicco, M., Paolucci, S., Pilla, G., Migliavacca, R., &
Pagani, L. (2017). Occurrence of extended spectrum p-lactamases, KPC-type, and MCR-1.2-producing Enterobacteriaceae from wells, river water, and
wastewater treatment plants in Oltrepo Pavese area, Northern Italy. Front Microbiol, 8, 2232.

Cannatelli, A., Giani, T., D'Andrea, M. M., Di Pilato, V., Arena, F., Conte, V., Tryfinopoulou, K., Vatopoulos, A., Rossolini, G. M., & COLGRIT Study
Group. (2014). MgrB inactivation is a common mechanism of colistin resistance in KPC-producing Klebsiella pneumoniae of clinical origin. Antimicrob
Agents Chemother, 58, 5696-5703.

Carroll, L. M., Gaballa, A., Guldimann, C., Sullivan, G., Henderson, L. O., & Wiedmann, M. (2019). Identification of novel mobilized colistin resistance gene
mcr-9 in a multidrug-resistant, colistin-susceptible Salmonella enterica serotype Typhimurium isolate. mBio, 10, e00853-e00919.

Couet, W., Grégoire, N., Gobin, P., Saulnier, P. J., Frasca, D., Marchand, S., & Mimoz, O. (2011). Pharmacokinetics of colistin and colistimethate sodium
after a single 80-mg intravenous dose of CMS in young healthy volunteers. Clin Pharmacol Ther, 89, 875-879.

Deris, Z. Z., Akter, J., Sivanesan, S., Roberts, K. D., Thompson, P. E., Nation, R. L., Li, J., & Velkov, T. (2014). A secondary mode of action of polymyxin
against gram negative involves the inhibition of NADPH-quinone reductase activity. J Antibiot (Tokyo), 67, 147-151.

Drali, R., Berrazeg, M., Zidouni, L. L., Hamitouche, F., Abbas, A. A., Deriet, A., & Mouffok, F. (2018). Emergence of mcr-1 plasmid-mediated colistin-
resistant Escherichia coli isolates from seawater. Sci Total Environ, 642, 90-94.

Dubashynskaya, N. V., & Skorik, Y. A. (2020). Polymyxin delivery systems: Recent advances and challenges. Pharmaceuticals, 13, 83.

Ezadi, F., Ardebili, A., & Mirnejad, R. (2019). Antimicrobial susceptibility testing for polymyxins: challenges, issues, and recommendations. J Clin Microbiol,
57, €01390-e01418.

Fair, R. J., & Tor, Y. (2014). Antibiotics and bacterial resistance in the 21% century. Perspect Medicin Chem, 6, 25-64.

10


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i13.34996

Research, Society and Development, v. 11, n. 13, €94111334996, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i13.34996

Falagas, M. E., & Kasiakou, S. K. (2006). Toxicity of polymyxins: a systematic review of the evidence from old and recent studies. Crit Care, 10, R27.

Falagas, M. E., Rafailidis, P. I., & Matthaiou, D. K. (2010). Resistance to polymyxins: Mechanisms, frequency and treatment options. Drug Resist Updat, 13,
132-138.

Gallardo-Godoy, A., Hansford, K. A., Muldoon, C., Becker, B., Elliott, A. G., Huang, J. X., Pelingon, R., Butler, M. S., Blaskovich, M. A. T., & Cooper, M.
A. (2019). Structure-function studies of polymyxin B lipononapeptides. Molecules, 24, 553.

Gallardo-Godoy, A., Muldoon, C., Becker, B., Elliott, A. G., Lash, L. H., Huang, J. X., Butler, M. S., Pelingon, R., Kavanagh, A. M., Ramu, S., Phetsang, W.,
Blaskovich, M. A., & Cooper, M. A. (2016). Activity and predicted nephrotoxicity of synthetic antibiotics based on polymyxin B. J Med Chem, 59, 1068-
1077.

Garg, S. K., Singh, O., Juneja, D., Tyagi, N., Khurana, A. S., Qamra, A., Motlekar, S., & Barkate, H. (2017). Resurgence of polymyxin B for MDR/XDR
gram-negative infections: an overview of current evidence. Crit Care Res Pract, 3635609.

Giamarellou, H. (2016). Epidemiology of infections caused by polymyxin-resistant pathogens. Int J Antimicrob Agents, 48, 614-621.
Girardello, R., & Gales, A. C. (2012). Resisténcia as Polimixinas: velhos antibi6ticos, Ultimas opgdes terapéuticas. Rev Epidemiol Controle de Infec. 2, 66.

Guenther, S., Falgenhauer, L., Semmler, T., Imirzalioglu, C., Chakraborty, T., Roesler, U., & Roschanski, N. (2017). Environmental emission of multiresistant
Escherichia coli carrying the colistin resistance gene mcr-1 from German swine farms. J Antimicrob Chemother, 72, 1289-1292.

Gunn, J. S. (2008). The Salmonella PmrAB regulon: lipopolysaccharide modifications, antimicrobial peptide resistance and more. Trends Microbiol, 16, 284-
290.

Hembach, N., Schmid, F., Alexander, J., Hiller, C., Rogall, E. T., & Schwartz, T. (2017). Occurrence of the mcr-1 colistin resistance gene and other clinically
relevant antibiotic resistance genes in microbial populations at different municipal wastewater treatment plants in Germany. Front Microbiol, 8, 1282.

Hille, K., Roschanski, N., Ruddat, 1., Woydt, J., Hartmann, M., Rosler, U., & Kreienbrock, L. (2018). Investigation of potential risk factors for the occurrence
of Escherichia coli isolates from German fattening pig farms harbouring the mcr-1 colistin—resistance gene. Int J Antimicrob Agents, 51, 177-180.

Huang, H., Dong, N., Shu, L., Lu, J., Sun, Q., Chan, E. W., Chen, S., & Zhang, R. (2020). Colistin-resistance gene mcr in clinical carbapenem-resistant
Enterobacteriaceae strains in China, 2014-2019. Emerg Microbes Infect, 9, 237-245.

Hurst, A. N., Scarbrough, B., Saleh, R., Hovey, J., Ari, F., Goyal, S., Chi, R. J., Troutman, J. M., & Vivero-Escoto, J. L. (2019). Influence of cationic meso-
substituted porphyrins on the antimicrobial photodynamic efficacy and cell membrane interaction in Escherichia coli. Int J Mol Sci, 20, 134.

Jeannot, K., Bolard, A., & Plesiat, P. (2017). Resistance to polymyxins in Gram-negative organisms. Int J Antimicrob Agents, 49, 526-535.

Jeong, H., Choi, S. K., Ryu, C. M., & Park, S. H. (2019). Chronicle of a soil bacterium: Paenibacillus polymyxa E681 as a tiny guardian of plan and human
health. Front Microbiol, 10, 1-16.

Jin, L., Wang, R., Wang, X., Wang, Q., Zhang, Y., Yin, Y., & Wang, H. (2018). Emergence of mcr-1 and carbapenemase genes in hospital sewage water in
Beijing, China. J Antimicrob Chemother, 73, 84-87.

Jorgensen, S. B., Sgraas, A., Arnesen, L. S., Leegaard, T., Sundsfjord, A., & Jenum, P. A. (2017). First environmental sample containing plasmid-mediated
colistin-resistant ESBL-producing Escherichia coli detected in Norway. Apmis, 125, 822-825.

Kassamali, Z., Jain, R., & Danziger, L. H. (2014). An update on the arsenal for multidrug-resistant Acinetobacter infections: polymyxin antibiotics. Int J Infect
Dis, 30, e125-e132.

Kaye, K. S., Pogue, J. M., Tran, T. B., Nation, R. L., & Li, J. (2016). Agents of last resort: polymyxin resistance. Infect Dis Clin North Am, 30, 391-414.
Kuti, J. L. (2016). Optimizing antimicrobial pharmacodynamics: a guide for your stewardship program. Rev Méd Clin Las Condes, 27, 615-624.

Lee, K., Yong, D., Jeong, S. H., & Chong, Y. (2011). Multidrug-resistant Acinetobacter spp.: increasingly problematic nosocomial pathogens. Yonsei Med J,
5, 879-891.

Lerminiaux, N. A., & Cameron, A. D. (2019). Horizontal transfer of antibiotic resistance genes in clinical environments. Can J Microbiol, 65, 34-44.

Lescat, M., Poirel, L., Tinguely, C., & Nordmann, P. (2018). A Resazurin Reduction-Based Assay for Rapid Detection of Polymyxin Resistance in
Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa. J Clin Microbiol, 57, e01563-18.

Li, Z., Cao, Y., Yi, L., Liu, J. H., & Yang, Q. (2019). Emergent polymyxin resistance: end of an era? Open Forum Infect Dis, 6, 368.
Liu, Y. Y., Wang, Y., Walsh, T. R., Yi, L. X, Zhang, R., Spencer, J., Doi, Y., Tian, G., Dong, B., Huang, X., Yu, L. F., Gu, D., Ren, H., Chen, X,, Lv, L., He,
D., Zhou, H., Liang, Z., Liu, J. H., & Shen, J. (2015). Emergence of plasmid-mediated colistin resistance mechanism MCR-1 in animals and human beings in

China: a microbiological and molecular biological study. Lancet Infect Dis, 16, 161-168.

Luque, S., Escafio, C., Sorli, L., Li, J., Campillo, N., Horcajada, J. P., Salas, E., & Grau, S. (2017). Urinary concentrations of colistimethate and formed
colistin after intravenous administration in patients with multidrug-resistant Gram-negative bacterial infections. Antimicrob Agents Chemother, 61, €02595-16.

Lu, X., Zeng, M., Xu, J., Zhou, H., Gu, B., Li, Z., Jin, H., Wang, X., Zhang, W., Hu, Y., Xiao, W., Zhu, B., Xu, X., & Kan, B. (2019). Epidemiologic and
genomic insights on mcr-1-harbouring Salmonella from diarrhoeal outpatients in Shanghai, China, 2006-2016. EBioMedicine, 42, 133-144.

11


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i13.34996

Research, Society and Development, v. 11, n. 13, €94111334996, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i13.34996

Maalej, S. M., Meziou, M. R., Mahjoubi, F., & Hammami, A. (2012). Epidemiological study of Enterobacteriaceae resistance to colistin in Sfax (Tunisia).
Med Mal Infect, 42, 256-263.

Magiorakos, A. P., Srinivasan, A., Carey, R. B., Carmeli, Y., Falagas, M. E., Giske, C. G., Harbarth, S., Hindler, J. F., Kahlmeter, G., Olsson-Liljequist, B.,
Paterson, D. L., Rice, L. B., Stelling, J., Struelens, M. J., Vatopoulos, A., Weber, J. T., & Monnet, D. L. (2012). Multidrug-resistant, extensively drug-resistant
and pandrug-resistant bacteria: an international expert proposal for interim standard definitions for acquired resistance. Clin Microbiol Infect, 18, 268-281.
Mahmoudi, S., Mahzari, M., Banar, M., Pourakbari, B., Haghi, Ashtiani, M. T., Mohammadi, M., Keshavarz, Valian, S., & Mamishi, S. (2017). Antimicrobial
resistance patterns of Gram-negative bacteria isolated from bloodstream infections in an Iranian referral paediatric hospital: A 5.5-year study. J Glob
Antimicrob Resist, 11, 17-22.

Manyi-Loh, C., Mamphweli, S., Meyer, E., & Okoh, A. (2018). Antibiotic Use in Agriculture and Its Consequential Resistance in Environmental Sources:
Potential Public Health Implications. Molecules (Basel, Switzerland), 23, 795.

Martins, V. V., Zanetti, M. O. B., Pitondo-Silva, A., & Stehling, E. G. (2014). Aquatic environments polluted with antibiotics and heavy metals: a human
health hazard. Environ Sci Pollut Res Int, 21, 5873-5878.

Meirelles-Pereira, F., Pereira, A. M. S,, Silva, M. C. G., Gongalves, V. D., Brum, P. R., Castro, A. R., Pereira, A. A., Esteves, F. A., & Pereira, J. A. A. (2002).
Ecological aspects of the antimicrobial resistence in bacteria of importance to humn infections. Braz J Microbiol, 33, 287-293.

Mendes, C. A. C., & Burdmann, E. A. (2009). Polymyxins - a review focusing on their nephrotoxicity. Rev Assoc Méd Bras, 55, 752-759.

Menz, J., Olsson, O., & Kimmerer, K. (2019). Antibiotic residues in livestock manure: does the EU risk assessment sufficiently protect against microbial
toxicity and selection of resistant bacteria in the environment?. J Hazard Mater, 379, 120807.

Mlynarcik, P., & Kolar, M. (2019). Molecular mechanisms of polymyxin resistance and detection of mcr genes. Biomedical Papers, 163, 28-38.
Moffatt, J. H., Harper, M., & Boyce, J. D. (2019). Mechanisms of Polymyxin Resistance. Adv Exp Med Biol, 1145, 55-71.

Mohamed, Y. F., Abou-Shleib, H. M., Khalil, A. M., EI-Guink, N. M., & EI-Nakeeb, M. A. (2016) Membrane permeabilization of colistin toward pan-drug
resistant Gram-negative isolates. Braz J Microbiol, 47, 381-388.

Moubareck, C. A. (2020). Polymyxins and bacterial membranes: a review of antibacterial activity and mechanisms of resistance. Membranes, 10, 1-30.

Nation, R. L., Rigatto, M. H. P., Falci, D. R., & Zavascki, A. P. (2019). Polymyxin acute kidney injury: dosing and other strategies to reduce toxicity.
Antibiotics, 8, 2-18.

Nation, R. L., & Velkov, T., Li, J. (2014). Colistin and polymyxin B: peas in a pod, or chalk and cheese? Clin Infect Dis, 59, 88-94.
Ngamprasertchai, T., Boonyasiri, A., Charoenpong, L., Nimitvilai, S., Lorchirachoonkul, N., Wattanamongkonsil, L., & Thamlikitkul, V. (2018).

Effectiveness and safety of polymyxin B for the treatment of infections caused by extensively drug-resistant Gram-negative bacteria in Thailand. Infect Drug
Resist, 11, 1219-1224.

Olaitan, A. O., Morand, S., & Rolain, J. M. (2014). Mechanisms of polymyxin resistance: acquired and 266 intrinsic resistance in bacteria. Front Microbiol, 5,
643.

Ortwine, J. K., Kaye, K. S., Li, J., & Pogue, J. M. (2015). Colistin: understanding and applying recent pharmacokinetic advances. Pharmacotherapy, 35, 11-
16.

Ovejero, C. M., Delgado-Blas, J. F., Calero-Caceres, W., Muniesa, M., & Gonzalez-Zorn, B. (2017). Spread of mcr-1-carrying Enterobacteriaceae in sewage
water from Spain. J Antimicrob Chemother, 72, 1050-1053.

Pacheco, T., Bustos, R. H., Gonzélez, D., Garzon, V., Garcia, J. C., & Ramirez, D. (2019). An approach to measuring colistin plasma levels regarding the
treatment of multidrug-resistant bacterial infection. Antibiotics, 8, 1-19.

Papadimitriou-Olivgeris, M., Christofidou, M., Fligou, F., Bartzavali, C., Vrettos, T., Filos, K. S., Marangos, M., & Anastassiou, D. (2014). The role of
colonization pressure in the dissemination of colistin or tigecycline resistant KPC-producing Klebsiella pneumoniae in critically ill patients. Infection, 42, 883-
90.

Pogue, J. M., Ortwine, J. K., & Kaye, K. S. (2017). Clinical considerations for optimal use of the polymyxins: a focus on agent selection and dosing. Clin
Microbiol Infect, 23, 229-233.

Poirel, L., Jayol, A., & Nordmann, P. (2017). Polymyxins: antibacterial activity, susceptibility testing, and resistance mechanisms encoded by plasmids or
chromosomes. Clin Microbiol Rev, 30, 557-596.

Prim, N., Rivera, A., Rodriguez-Navarro, J., Espafiol, M., Turbau, M., Coll, P., & Mirelis, B. (2016). Detection of mcr-1 colistin resistance gene in polyclonal
Escherichia coli isolates in Barcelona, Spain, 2012 to 2015. Euro Surveill, 21, 30183.

Prim, N., Turbau, M., Rivera, A., Rodriguez-Navarro, J., Coll, P., & Mirelis, B. (2017). Prevalence of colistin resistance in clinical isolates of
Enterobacteriaceae: A four-year cross-sectional study. J Infect, 75, 493-498.

PubChem. National Center for Biotechnology Information. National Library of Medicine. Colistin. National Institutes of Health. (2022).
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5311054. (Accessed January 2022).

PubChem. National Center for Biotechnology Information. National Library of Medicine. Polymyxin b. National Institutes of Health. (2022).
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/49800004. (Accessed January 2022).

12



Research, Society and Development, v. 11, n. 13, €94111334996, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i13.34996

Qi, B., Gijsen, M., Van Brantegem, P., De Vocht, T., Deferm, N., Abza, G. B., Nauwelaerts, N., Wauters, J., Spriet, |., & Annaert, P. (2020). Quantitative
determination of colistin A/B and colistin methanesulfonate in biological samples using hydrophilic interaction chromatography tandem mass spectrometry.
Drug Test Anal, 12, 1183-1195.

Rabanal, F., & Cajal, Y. (2017). Recent advances and perspectives in the design and development of polymyxins. Nat Prod Rep, 7, 886-908.

Robey, M., O'Connell, W., & Cianciotto, N. P. (2001). Identification of Legionella pneumophila rcp, a pagP-like gene that confers resistance to cationic
antimicrobial peptides and promotes intracellular infection. Infect Immun, 69, 4276-86.

Roschanski, N., Falgenhauer, L., Grobbel, M., Guenther, S., Kreienbrock, L., Imirzalioglu, C., & Roesler, U. (2017). Retrospective survey of mcr-1 and mcr-2
in German pig-fattening farms, 2011-2012. Int J Antimicrob Agents, 50, 266-271.

Sader, H. S., Farrell, D. J., Flamm, R. K., & Jones, R. N. (2014). Antimicrobial susceptibility of Gram-negative organisms isolated from patients hospitalised
with pneumonia in US and European hospitals: results from the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program, 2009-2012. Int J Antimicrob Agents, 43, 328-
334.

Serwecinska, L. (2020). Antimicrobials and antibiotic-resistant bacteria: risk to the environment and to public health. Water, 12, 3313.

Shen, Y., Wu, Z., Wang, Y., Zhang, R., Zhou, H. W., Wang, S., Lei, L., Li, M., Cai, J., Tyrrell, J., Tian, G. B., Wu, C., Zhang, Q., Shen, J., Walsh, T. R., &
Shen, Z. (2018). Heterogeneous and Flexible Transmission of mcr-1 in Hospital-Associated Escherichia coli. mBio, 9, e00943-18.

Sherry, N., & Howden, B. (2018). Emerging Gram negative resistance to last-line antimicrobial agents fosfomycin, colistin and ceftazidime-avibactam -
epidemiology, laboratory detection and treatment implications. Expert Rev Anti Infect Ther, 16, 289-306.

Sirijatuphat, R., & Thamlikitkul, V. (2014). Preliminary study of colistin versus colistin plus fosfomycin for treatment of carbapenem-resistant Acinetobacter
baumannii infections. Antimicrob Agents Chemother, 58, 5598-5601.

Sorli, L., Luque, S., Li, J., Campillo, N., Danés, M., Montero, M., Segura, C., Grau, S., & Horcajada, J. P. (2019). Colistin for the treatment of urinary tract
infections caused by extremely drug-resistant Pseudomonas aeruginosa: a call for a dose update. J Infect, 79, 253-261.

Srinivas, P., & Rivard, K. (2017). Polymyxin resistance in Gram-negative pathogens. Curr Infect Dis Rep, 19, 1-9.
Storey, D., McNally, A., Astrand, M., Sa-Pessoa, J., Rodriguez-Escudero, I., Elmore, B., Palacios, L., Marshall, H., Hobley, L., Molina, M., Cid, V. J.,
Salminen, T. A., & Bengoechea, J. A. (2020). Klebsiella pneumoniae type VI secretion system-mediated microbial competition is PhoPQ controlled and

reactive oxygen species dependent. PLoS Pathog, 16, e1007969.

Strateva, T., Sirakov, |., Stoeva, T., Stratev, A., Dimov, S., Savov, E., & Mitov, |. (2018). Carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii: Current status of
the problem in four Bulgarian university hospitals (2014-2016). J Glob Antimicrob Resist, 16, 266.

Strepis, N., Voor in ’t holt, A. F., Vos, M. C., Zandijk, W. H. A., Heikema, A. P., Hays, J. P., Severin, J. A., & Klaassen, C. H. W. (2021). Genetic Analysis of
mcr-1-Carrying Plasmids From Gram-Negative Bacteria in a Dutch Tertiary Care Hospital: Evidence for Intrapatient and Interspecies Transmission Events.
Front. Microbiol, 12, 727435.

Sumi, C. D., Heffernan, A. J., Lipman, J., Roberts, J. A., & Sime, F. B. (2019). What antibiotic exposures are required to suppress the emergence of resistance
for Gram-negative bacteria? A systematic review. Clin Pharmacokinet, 58, 1407-1443.

Sun, J., Zhang, H., Liu, Y. H., & Feng, Y. (2018). Towards understanding MCR-like colistin resistance. Trends Microbiol, 26, 794-808.

Telhig, S., Sais, L. B., Zirah, S., Fliss, I., & Rebuffat, S. (2020). Bacteriocins to thwart bacterial resistance in Gram negative bacteria. Front Microbiol, 11, 1-
25.

Tran, T. B., Velkov, T., Nation, R. L., Forrest, A., Tsuji, B. T., Bergen, P. J., & Li, J. (2016). Pharmacokinetics/pharmacodynamics of colistin and polymyxin
B: are we there yet? Int J Antimicrob Agents, 48, 592-597.

Trimble, M. J., Mlynar¢ik, P., Kolaf, M., & Hancock, R. E. W. (2016). Polymyxin: alternative mechanisms of action and resistance. Cold Spring Harb
Perspect Med, 6, 8025288.

Tuo, H., Yang, Y., Tao, X, Liu, D, Li, Y., Xie, X, Li, P., Gu, J., Kong, L., Xiang, R., Lei, C., Wang, H., & Zhang, A. (2018). The prevalence of colistin
resistant strains and antibiotic resistance gene profiles in Funan River, China. Front Microbiol, 9, 3094.

Vaara, M. (2019). Polymyxins and their potential next generation as therapeutic antibiotics. Front Microbiol, 10, 1-6.

Velkov, T., Roberts, K. D., Nation, R. L., Thompson, P. E., & Li, J. (2013). Pharmacology of polymyxins: new insights into an ‘old’ class of antibiotics.
Future Microbiol, 8, 711-724.

Velkov, T., Thompson, P. E., Nation, R. L., & Li, J. (2010). Structure — Activity relationships of polymyxin antibiotics. J Med Chem, 53, 1898-1916.

Wallace, S. J., Li, J., Nation, R. L., Prankerd, R. J., Velkov, T., & Boyd, B. J. (2010). Self-assembly behavior of colistin and its prodrug colistin
methanesulfonate: implications for solution stability and solubilization. J Phys Chem, 114, 4836-4840.

Wang, Q., Wang, X., Wang, J., Ouyang, P., Jin, C., Wang, R., Zhang, Y., Jin, L., Chen, H., Wang, Z., Zhang, F., Cao, B., Xie, L., Liao, K., Gu, B., Yang, C.,

Liu, Z., Ma, X., Jin, L., Zhang, X., Man, S., Li, W., Pei, F., Xu, X,, Jin, Y., Ji, P., & Wang, H. (2018). Phenotypic and genotypic characterization of
carbapenem-resistant Enterobacteriaceae: data from a longitudinal large-scale CRE study in China (2012-2016). Clin Infect Dis, 67, S196-S205.

13



Research, Society and Development, v. 11, n. 13, €94111334996, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i13.34996

Wang, R., van Dorp, L., Shaw, L. P., Bradley, P., Wang, Q., Wang, X., Jin, L., Zhang, Q., Liu, Y., Rieux, A., Dorai-Schneiders, T., Weinert, L. A., Igbal, Z.,
Didelot, X., Wang, H., & Balloux, F. (2018). The global distribution and spread of the mobilized colistin resistance gene mcr-1. Nat Commun, 9, 1-9.

Wang, X., Wang, Y., Wang, Y., Zhang, S., Shen, Z., & Wang, S. (2018). Emergence of the colistin resistance gene mcr-1 and its variant in several uncommon
species of Enterobacteriaceae from commercial poultry farm surrounding environments. Vet Microbiol, 219, 161-164.

Wenzler, E., Fraidenburg, D. R., Scardina, T., & Danziger, L. H. (2016). Inhaled antibiotics for Gram-negative respiratory infections. Clin Microbiol Rev, 29,
581-632.

Wright, M. S., Suzuki, Y., Jones, M. B., Marshall, S. H., Rudin, S. D., van Duin, D., Kaye, K., Jacobs, M. R., Bonomo, R. A., & Adams, M. D. (2015).
Genomic and transcriptomic analyses of colistin-resistant clinical isolates of Klebsiella pneumoniae reveal multiple pathways of resistance. Antimicrob Agents
Chemother, 59, 536-543.

Xiaomin, S., Yiming, L., Yuying, Y., Zhanggi, S., Yongning, W., & Shaolin, W. (2020). Global impact of mcr-1-positive Enterobacteriaceae bacteria on “one
health”. Crit Rev Microbiol, 46, 565-577.

Xu, A., Zheng, B., Xu, Y. C., Huang, Z. G., Zhong, N. S., & Zhuo, C. (2016). National epidemiology of carbapenemresistant and extensively drug-resistant
Gram-negative bacteria expert review of anti-infective therapy 15 isolated from blood samples in China in 2013. Clin Microbiol Infect, 22, 1-8.

Yahav, D., Farbman, L., Leibovici, L., & Paul, M. (2012). Colistin: new lessons on an old antibiotic. Clin Microbiol Infect, 18, 18-29.

Yang, D., Qiu, Z., Shen, Z., Zhao, H., Jin, M., Li, H., Liu, W., & Li, J. W. (2017). The occurrence of the colistin resistance gene mcr-1 in the Haihe River
(China). Int J Environ Res Public Health, 14, 576.

Yu, Z., Qin, W,, Lin, J., Fang, S., & Qiu, J. (2015). Antibacterial mechanisms of polymyxin and bacterial resistance. BioMed Res Int, 2015, 679109.
Zakuan, Z. D., & Suresh, K. (2018). Rational use of intravenous polymyxin B and colistin: A review. Med J Malaysia, 73, 351-359.

Zavascki, A. P., Goldani, L. Z., Li, J., & Nation RL. (2007). Polymyxin B for the treatment of multidrug-resistant pathogens: a critical review. J Antimicrob
Chemother, 60, 1206-1215.

Zavascki, A. P., & Nation, R. L. (2017). Nephrotoxicity of polymyxins: is there any difference between colistimethate and polymyxin B? Antimicrob Agents
Chemother, 61, e02319-16.

Zhou, H. W., Zhang, T., Ma, J. H., Fang, Y., Wang, H. Y., Huang, Z. X., Wang, Y., Wu, C., & Chen, G. X. (2017). Occurrence of plasmid-and chromosome-
carried mcr-1 in waterborne Enterobacteriaceae in China. Antimicrob Agents Chemother, 61.

Zurfuh, K., Poirel, L., Nordmann, P., Nuesch-Inderbinen, M., Hachler, H., & Stephan, R. (2016). Occurrence of the plasmid-borne mcr-1 colistin resistance

gene in extended-spectrum-p-lactamase-producing Enterobacteriaceae in river water and imported vegetable samples in Switzerland. Antimicrob Agents
Chemother, 60, 2594-2595.

14



172

APENDICE B - ARTIGO 2 ACEITO PARA PUBLICACAO

Date: 14 MNov 2022

To: "Isabella Macario Ferro Cavalcanti" bel_macario@yahoo.com.br

cc: roxane@butantan.gov.br, roxane.piazza@butantan.gov.br, lhrosa@ick.ufmg.br
From: "BIMI - Editorial Office” narmadha.purusothaman@springer.com

Subject: Your Submission BIMI-D-22-00939

&Attachment{s]: Revision_Due.ics

Dear Dr. Cavalcanti,

We have received the reports from our advisors on your manuscript, "Gram-negative bacilli carrying meor gene in
Brazil: & pathogen on the rise", submitted to
Brazilian Journal of Microbiology

Based on the advice received, I have decided that yvour manuscript can be accepted for publication after yvou have
carried out the corrections as suggested by the reviewer(s).

Below, please find the reviewers' comments for your perusal.
You are kindly reguested to also check the website for possible reviewer attachment(s).

While submitting, please check the filled in author data carefully and update them if applicable - they need to be
complete and correct in order for the revision to be processed further.

Please submit your revised manuscript online by using
the Editorial Manager system which can be accessed at:

https://www.editorialmanager.com/bjmi/

Your username jg; =FFFFEEs
If you forgot your password, you can click the "Send Login Details’ link on the EM Login page.

I am looking forward to receiving your revised manuscrpt
before 14 Dec 2022,
In order to add the due date to vour electronic calendar, please open the attached file.

With kind regards,

Roxane M Piazza

Associate Editor

Brazilian Journal of Microbiology



173

APENDICE C - ARTIGO 4 SUBMETIDO



174

Environmental Pollution

Escherichia coli as a biomarker of the spread of Antimicrobial Resistance (AMR) in the

Manuscript Number:
Article Type:
Section/Category:

Keywords:

Corresponding Author:

First Author:

Order of Authors:

Abstract:

state of Paraiba, Brazil
--Manuscript Draft--

ENVPOL-D-22-09335
Research Paper
Mammals, birds, wildlife, Arctic, marine
CTX-M; Biofilm; Clonal Profile; One health.

Sérgio Dias Costa-Junior, PhD
Paraiba Federal University
Jodo Pesso, BRAZIL

Sérgio Dias Costa-Junior, PhD
Sérgio Dias Costa-Junior, PhD
Vinicius Pietta Perez, Dr
Almy Filho, master
Artur Fernandes, Dr
Rayanna Alves, Dra
Roner Rodrigues, Dr
Hernande Silva, Dr
Celso Oliveira, Dr
Eloiza Campana, Dra
Maria Oliveira, Dra

Escherichia coli is a microorganism with a wide distribution in different compartments.
The objective of this research was to characterize E. coli isolates and evaluate the
dynamics of dissemination of these isolates in the state of Paraiba, Northeastern
Brazil. For this, 11 bacterial isolates from raw milk,and 26 clinical isolates from
hospitals in two hospitals in the state were investigated. All isolates were obtained
between september 2021 and may 2022. Identification at the species level was
performed by MALDI-TOF. After, the strains were submitted to the disk-diffusion test in
agar. Polymerase Chain Reaction (PCR) was performed to detect 26 beta-lactamase
genes and mcr-1 gene. ERIC-PCR was used to determine the clonal profile. The
methods of staining with Crystal Violent (CV) and growth in Congo red medium were
applied and compared to analyze the ability to produce biofilm. Thus, 84
microorganisms were isolated from milk samples, 13.4% (n=11) belonged to the E. coli
species. The blaCTX-M-1/2 gene was the most prevalent in both milk and clinical
samples: 18.2% (2/11) and 23.1% (6/26), respectively. Furthermore, blaOXA-1 was
detected in one (9.1%) milk sample and four (15.4%) clinics. The blaGES, blaNDM and
blaSHV genes were detected only in samples of human origin, in 19.2% (5/26), 3.8%
(1/26) and 3.8% (1/26), respectively.This is the first report of blaNDM in the state of
Paraiba. Higher proportion of biofilm-producing strains among clinical isolates (73.1%,
n=19) when compared to raw milk strains (45.4%, n=5). In ERIC-PCR analysis was
observed to presence of 31 clonal profiles with the dissemination of clones in milk
samples from different tanks and in different patients in the hospital environment. This
research identified resistance determinants in these different compartments in the state
of Paraiba, which are possibly related to environmental factors that may contribute to
the spread of AMR.



	6ffb6ad070a2a3302fe9141a62a333ca9a3bb1c08b843446b97344252ad4707e.pdf
	b4dc42f491b577f56e63ab255f944302fea4a9659a38396bd6d76310c1454c3d.pdf

	bda7a81f5749f73ec87c2ad77fc833183ca67ffbe17d0cdbedcbd7673a7cf1cf.pdf
	6ffb6ad070a2a3302fe9141a62a333ca9a3bb1c08b843446b97344252ad4707e.pdf
	a237928ab0b4e4a488c61c8db85eea9d41c3debb1bb244a2df69a94bcc7f41dc.pdf
	b4dc42f491b577f56e63ab255f944302fea4a9659a38396bd6d76310c1454c3d.pdf


