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Resumo

Em bactérias Gram-negativas é possivel observar uma crescente disseminacdo de genes de
resisténcia. Alguns desses genes caracterizam a producéo de Beta-Lactamases de Espectro Estendido
(ESBL), capazes de hidrolisar antimicrobianos Beta-Lactamicos, inativando-os. A partir de anélises
fenotipicas, amostras de bactérias Gram-Negativas foram analisadas e seu perfil de resisténcia foi
caracterizado, a fim de identificar a presenca de genes que codificam perfis de resisténcia. A presenca
de cepas resistentes encontradas no estudo demonstra que a disseminacdo da resisténcia
antimicrobiana se tornou uma emergéncia mundial em um contexto de Salde Unica, devido
principalmente ao uso indiscriminado de antimicrobianos em ambientes humanos, veterinarios e de
producgdo animal.
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Introducéo

As bactérias Gram-negativas (BGN) sao responsaveis por grande parte das infecgfes nosocomiais
que acometem os seres humanos e animais atualmente (MOTA; OLIVEIRA; SOUTO, 2018). Seus
componentes estruturais garantem sua sobrevivéncia, podendo conferir resisténcia intrinseca a
determinadas classes de antimicrobianos e favorecendo a interagdo com o tecido hospedeiro, o que
permite a evolucdo da infec¢cdo. Os antimicrobianos se tornaram uma revolugdo no tratamento de
doencas infecciosas de origem bacteriana, porém, o uso indiscriminado destes farmacos, muitas vezes
relacionado a praticas inadequadas na agropecudria e prescri¢des inapropriadas na medicina humana
e veterinaria, contribui consideravelmente para o aumento da pressdo seletiva que acelera o processo
de disseminacdo de mecanismos de resisténcia entre bactérias no ambiente. Alguns desses
mecanismos estdo associados a producdo das enzimas Beta-Lactamases de Espectro Estendido
(ESBL), responsaveis por hidrolisar o anel beta-lactamico dos antimicrobianos Beta-lactamicos,
considerada a classe mais utilizada clinicamente em infec¢cbes, composta por: penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos (MACEDO, 2016).

A resisténcia antimicrobiana tem se tornando uma emergéncia mundial em um contexto de Salde
Unica, visto que, além da resisténcia intrinseca, os mecanismos de resisténcia adquirida contribuem
para uma limitacdo das opc8es terapéuticas no tratamento das infec¢cdes na medicina humana e
veterinaria. Desta forma, algumas espécies de bactérias Gram-Negativas, como Acinetobacter
baumanii e Escherichia coli, ja estéo listadas como superbactérias de nivel critico pela Organizacdo
Mundial da Saude.

O presente estudo busca identificar e caracterizar cepas Gram-Negativas produtoras de ESBL em
amostras animais de companhia e de producéo e seu respectivo perfil de resisténcia.
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Para o desenvolvimento do presente estudo, foram analisadas 181 amostras, sendo 165 oriundas
de diferentes processos infecciosos em animais de companhia e 16 oriundas de swabs retais de
coelhos saudaveis. O isolamento e identificacdo fenotipica foram realizados de acordo com Koneman
e colaboradores (2018). As amostras foram semeadas em Agar sangue de carneiro 5%, um meio
enriquecido que visa o crescimento e isolamento primario das bactérias presentes. O meio com a
amostra inoculada foi deixado por 24h em estufa bacterioldgica a 35°C. Apés o periodo estipulado, as
colénias foram identificadas através dos testes presuntivos, compostos por coloracdo de Gram, prova
da catalase e Hidroxido de potassio (KOH) 3%. A coloracdo de Gram foi utilizada para visualizagao
macroscopica das bactérias, além de permitir uma separagéo em dois grandes grupos: bactérias Gram
positivas e Gram negativas. Nos casos em que a visualizagdo microscépica foi inconclusiva, o teste
KOH 3% foi realizado para confirmacao. Bactérias Gram positivas foram direcionadas para a prova da
catalase. As bactérias identificadas primariamente como Gram negativas foram repicadas para
isolamento em Agar MacConkey ou Agar EMB (meios seletivos para BGN). Apds 24h em estufa
bacterioldgica a 35°C foi possivel analisar, a partir do crescimento, se houve ou ndo fermentacéo da
lactose. As cepas isoladas foram direcionadas para uma série de testes bioquimicos que permitem a
identificagdo fenotipica a nivel de género. Para as cepas identificadas como fermentadoras, os testes
bioquimicos utilizados foram: Citrato, que avaliou a capacidade de utiliza¢&@o do citrato como Unica fonte
de carbono; SIM, que avaliou a producdo de gas e indol; Triple Sugar Iron (TSI), que avaliou a
capacidade de fermentacgéo de glicose, sacarose e/ou lactose; SIM, que avaliou producéo de H2S, indol
e motilidade; Voges Proskauer (VP): que avaliou a utilizacdo da via de fermentag&o de Butilenoglicol.
Para as cepas identificadas como néo fermentadoras, os testes bioquimicos utilizados foram: Fita de
oxidase, que avaliou a producéo da enzima oxidase e Agar Indol Sulfeto Motilidade (SIM), que avaliou
se as colbnias eram moveis. A partir dos resultados obtidos em cada prova foi possivel realizar uma
identificacao fenotipica primaria.

A Ultima etapa foi a analise fenotipica de resisténcia e sensibilidade aos antimicrobianos. As cepas
isoladas foram suspensas em solucdo salina com turvacdo equivalente a escala 0,5 de McFarland
(CLSI VET, 2020). A suspensio foi entdo inoculada em toda a placa de Agar Muller Hinton. Para a
analise, foram utilizados os seguintes discos de antimicrobianos: Ceftazidima (CAZ 30 ug), Cefoxitina
(CFO 30 pg), Cefotaxima (CTX 30 ug), Aztreonam (ATM 30 pg), Cefepime (CPM 30 pg) e Amoxicilina
com &cido clavulanico (AMC 30 pug), dispostos a 25mm de distancia entre eles (BrCAST 2021). Os
antimicrobianos selecionados s@o padronizados como marcadores de triagem para andlise da
producédo de ESBL (CLSI VET, 2020). O disco de AMC foi disposto ao centro da placa para analise de
sinergismo com os antimicrobianos marcadores (cefalosporinas de terceira geracdo), indicando que a
cepa analisada é produtora de ESBL. Apés crescimento em estufa bacteriolégica por 24h a 35°C, foram
medidos os halos de sensibilidade dos discos. Com base nos resultados dos testes bioquimicos e de
resisténcia aos antimicrobianos, foi possivel realizar uma identificagao fenotipica primaria das bactérias
Gram Negativas.

Figura 1 - Métodos de Identificacéo fenotipica de BGN. )
A) Bastonetes Gram Negativos em coloragdo de Gram. B) Colonia Fermentadora em Agar EMB. C)
Coldnia ndo fermentadora em Agar MacConkey.
I

Fonte: As autoras.
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Figura 2 - Métodos de Identificac&o fenotipica de BGN.
D) Testes bioquimicos: VP, SIM, TSI e Citrato, respectivamente. E) Fita de Oxidase e SIM.
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Fonte: As autoras.

Figura 3 - Andlise fenotipica de resisténcia e sensibilidade aos antimicrobianos.

Fonte: As autoras.

Resultados

Das 165 amostras oriundas de processos infecciosos em animais de companhia, foram identificadas
15 cepas Gram negativas, sendo 12/15 (80%) bastonetes fermentadores e 3/15 (20%) bastonetes nao
fermentadores. A partir das amostras de cunicultura foram identificados seis bastonetes gram-
negativos, sendo 6/6 (100%) E. coli. O perfil de resisténcia fenotipica revelou duas cepas que
apresentam perfil de producéo de ESBL, ja que apresentaram a formacao de uma zona fantasma entre
os halos de AMC e um ou mais discos de antimicrobianos marcadores no antibiograma. Estas cepas
produtoras de ESBL sao pertencentes as amostras oriundas de swab retal de coelhos saudaveis.

Tabela 1 — Identificacé@o e determinacgao de resisténcia das cepas Gram-Negativas das amostras animais

avaliadas
Gram Gram Producéo de
Origem das amostras negativos negativas néo ESBL

Fermentadores fermentadores

Animais de companhia 12 3 0

Cunicultura 6 0 2
Fonte: As autoras.
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Discusséo

Nas analises fenotipicas das amostras animais de companhia, 16 cepas foram identificadas como
bastonetes Gram Negativos. Estas cepas apresentaram algumas divergéncias de identificacdo com o
padrdo avaliado, com variacdes a nivel de género. Para mais, a técnica de analise protedbmica MALDI-
TOF serd empregada a fim de confirmar os resultados em novas etapas do trabalho. A maioria dos
processos infecciosos nestes animais eram piodermites, que geralmente estdo associadas a infec¢cdes
por Staphylococcus spp., um género de bactérias Gram positivas. Neste cenario, bactérias Gram
Negativas sao isoladas em casos mais raros ou quando ha infec¢cbes secundarias, ja que a barreira da
pele é comprometida (MARKUS; SIMONI, 2021). Nas amostras oriundas de swab retal de coelhos, a
técnica de MALDI-TOF foi realizada para confirmacao dos resultados. Nestas amostras, € comum
encontrar espécies como E. coli, ja que séo bactérias consideradas simbiontes e compdem a microbiota
intestinal dos animais.

A partir da analise do perfil de resisténcia das amostras, é possivel observar que duas cepas
apresentaram a enzima Beta-Lactamase de Espectro Estendido sendo expressa nos testes fenotipicos,
oriundas de um ambiente de producédo animal (cunicultura). A presenca de genes de resisténcia na
microbiota de animais de producgdo é uma emergéncia em um contexto de Sadde Unica, visto que
estudos indicam que o consumo de alimentos de origem animal e excre¢cdes como as fezes podem ser
fontes de disseminacgéo de bactérias multirresistentes. Além disso, os resultados mostram que apesar
da resisténcia antimicrobiana estar associada a infec¢cdes hospitalares no ambiente veterinério, por
conta da pressdo de selecdo positiva, jA € possivel encontrar genes de resisténcia em animais
saudaveis.

A ndo detec¢do dos genes de resisténcia pesquisados neste trabalho ndo significa que a bactéria
nao possua 0s mesmos, visto que estes genes podem apenas ndo estar sendo expressos no momento
da andlise fenotipica. Desta forma, como uma nova etapa deste estudo, faz-se necessario a
identificacdo genotipica através de técnicas como a Reag¢do em Cadeia da Polimerase (PCR).

Conclusao

A disseminacéo da resisténcia antimicrobiana traz um alerta sobre a importancia da identificacéo e
caracterizacdo de cepas bacterianas no cenario da medicina veterinéria, ja que hd um impacto direto
na disponibilidade terapéutica, além de afetar diretamente o ambiente, gerando agravos a saude
humana e animal, em um contexto de Sadde Unica. A compreensdo da prevaléncia de bactérias
multirresistentes é fundamental para avaliar op¢Bes terapéuticas adequadas e projetar estratégias de
controle, como a regulamentagdo rigorosa no uso de antimicrobianos em ambientes como a
agropecudria e o desenvolvimento de medidas de conscientizagdo sobre a resisténcia antimicrobiana
para profissionais de sallde humana e veterinaria, garantindo o uso responsavel de medicamentos.
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