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RESUMO

Enterobacterales multirresistentes a antimicrobianos (MDR) sdo um problema de saude
publica e sua disseminag&o de alimentos de origem animal para humanos é de grande
preocupacgao em todo o mundo. Portanto, o objetivo deste estudo foi analisar os aspectos
fisiologicos, perfil de susceptibilidade a drogas, tolerédncia a metais toxicos e expressao
de mecanismos de efluxo de linhagens de Enterobacterales isoladas de diferentes tipos
de carne. Amostras de carne de frango, bovino, suino e peixe foram coletadas em
estabelecimentos do comércio varejista da cidade de Juiz de Fora — MG e analisadas
quanto a sua contagem de microrganismos aerobios mesdfilos totais, cocos Gram-
positivos e bastonetes Gram-negativos. O isolamento seletivo de membros da ordem
Enterobacterales foi realizado, e a partir desses isolados foi avaliada a susceptibilidade
a antimicrobianos, tolerancia a metais téxicos e expressao de mecanismos de efluxo. O
estudo revelou que a carne de peixe apresentava significativamente menos cocos Gram-
positivos em comparacgao as outras carnes, possivelmente devido ao fato de ser menos
manipulada por funcionarios nos estabelecimentos do varejo comparado aos outros tipos
de carne. Das 436 Enterobacterales isoladas, 271 (62,9%) eram resistentes a ao menos
um dos antimicrobianos testados, 32,3% das quais eram resistentes a um e 8,1% a dois.
Enterobacterales MDR compreenderam 22,7% dos isolados obtidos, 7,9% das quais
eram resistentes a trés das drogas testadas, 11,4% a quatro, 2,3% a cinco e 0,9% a seis.
A carne de frango foi a que apresentou mais isolados considerados MDR, e a de peixe,
a que apresentou menos. Nao foi possivel distinguir entre os diferentes tipos de carme
de acordo com o perfil de resisténcia a antimicrobianos apresentado pelas bactérias
isoladas, indicando que a resisténcia no presente estudo €& disseminada e mais
parametros sao necessarios de forma a separar as carnes. A analise dos tamanhos das
zonas de inibicdo formadas pelos isolados em resposta a presenca de antimicrobianos
mostrou que as bactérias provenientes da carne de frango possuem uma média dos
tamanhos das zonas de inibigdo significativamente menor para a ceftazidima e
ceftriaxona comparado as outras carnes, evidenciando maior pressao seletiva em seu
ambiente. Todas as Enterobacterales MDR demonstraram maior tolerancia ao mercurio
e cadmio, provavelmente devido ao fato de que genes de toleréncia a esses metais
frequentemente se encontram junto a genes de resisténcia a drogas. Atividade de efluxo
foi observada em microrganismos MDR, ndo-susceptiveis e susceptiveis, indicando que
além de antimicrobianos, seus substratos podem compreender também biocidas e ions
téxicos. Conclui-se que o frango é a carne de maior risco associado a seu consumo do
ponto de vista da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos.

Palavras-chave: Carne. Resisténcia. Antimicrobianos. Enterobacterales.



ABSTRACT

Multidrug-resistant (MDR) Enterobacterales are a public health issue and their spread
from animal source foods to humans is of great concern all over the world. Hence, the aim
of this study was to analyze the physiological aspects, drug susceptibility profile, tolerance
to toxic metals and expression of efflux mechanisms in Enterobacterales strains isolated
from different types of meat. Chicken, beef, pork and fish samples were acquired in retail
establishments in the city of Juiz de Fora — MG and analyzed regarding their mesophilic
aerobic bacteria total viable counts, Gram-negative rods selective counts and Gram-
positive cocci selective counts. Selective isolation of the Enterobacterales order members
was carried out, and their susceptibility to antimicrobials, tolerance to toxic metals and
expression of efflux mechanisms were evaluated. The study revealed that fish presented
significantly less Gram-positive cocci compared to other types of meat, possibly due to
the fact that it goes through less handling by retail employees. Out of 436
Enterobacterales isolated, 271 (62.9%) were resistant to at least one of the antimicrobials
tested, 32.3% of which was resistant to one and 8.1% to two. MDR Enterobacterales
comprised 22.7% of obtained isolates, 7.9% of which was resistant to three of the tested
drugs, 11.4% to four, 2.3% to five and 0.9% to six. Chicken was the meat with the most
isolates considered MDR, and fish was the one with the least. It was not possible to
distinguish among the different types of meat based on the antimicrobial resistance profile
presented by the isolated bacteria, suggesting that resistance in the present study is
widespread and more parameters are needed so as to separately classify the meats.
Analysis of inhibition zone sizes resulting from the isolates’ response to the presence of
antimicrobial drugs showed that the bacteria derived from chicken have a inhibition zone
size mean for ceftazidime and ceftriaxone significantly smaller compared to other meats,
indicating higher selective pressure in their environment. All MDR Enterobacterales
showed higher tolerance to mercury and cadmium, probably due to the fact that the
tolerance genes to these metals are frequently found in association with drug resistance
genes. Efflux activity was observed in MDR, non-susceptible and susceptible
microorganisms, suggesting that apart from antimicrobials, their target substrates could
comprise biocides and toxic ions. It is concluded that chicken is the meat with higher
associated risk to its consumption from the point of view of bacterial resistance to
antimicrobials.

Keywords: Meat. Resistance. Antimicrobials. Enterobacterales.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

De acordo com a OMS (Organizagao Mundial de Saude), a resisténcia aos
antimicrobianos é um problema global, urgente e complexo, que configura como um dos
maiores desafios da saude publica na atualidade. O surgimento de microrganismos
multirresistentes resulta em infecgdes que respondem a poucos ou nenhum dos agentes
antimicrobianos disponiveis no mercado, o que leva alguns autores a acreditarem na
eminéncia de uma segunda era pré-antibidtica.

Apesar da resisténcia a antimicrobianos ndo ser um fendmeno moderno,
ocorrendo naturalmente como resultado da selegao natural, atividades antropogénicas
tém contribuido para o aumento da frequéncia com que ela ocorre. A emergéncia e
disseminagdo de linhagens resistentes estdo relacionadas a fendbmenos de selecao
natural em decorréncia do uso indiscriminado, por vezes abusivo dessas substancias.
Esse uso tem sido relacionado ndo apenas a prescricio excessiva de antimicrobianos ou
seu mal uso por pacientes, mas também a sua segregacao, descarte e aplicagao
exagerada nos diferentes setores econOmicos, sobretudo na cadeia produtiva de
alimentos. Microrganismos tornam-se resistentes aos antimicrobianos em decorréncia de
mutacdes e, sobretudo, em decorréncia de transferéncia horizontal de genes, que pode
ocorrer entre procariotos de mesma espécie, e até mesmo entre representantes de
espécies diferentes. O uso de antimicrobianos, no entanto, exerce pressao seletiva sem
distingdo, tanto em patdbgenos e microrganismos comensais, o que favorece a
propagacao de marcadores moleculares de resisténcia, sobretudo fora da dimensao
clinica. Desta forma, sdo necessarios esforgos coordenados para a implementar novas
politicas, intensificar pesquisas e elaborar planos de acao para a abordagem do problema
de forma eficaz.

Em 2019, o FDA (Food and Drug Administration - EUA) concluiu que 11,4 mil
toneladas de antimicrobianos estavam sendo empregados anualmente na industria de
producao animal. O uso nao terapéutico de agentes antimicrobianos na criacao de
animais foi estabelecido na década de 1950 e sua administragcdo tem o intuito de
aumentar a eficiéncia alimentar, fazer os animais ganharem peso e manté-los saudaveis.

Esta pratica, porém, pode promover a resisténcia em bactérias presentes na microbiota
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animal e estar relacionada ao aumento na incidéncia de microrganismos patogénicos
resistentes isolados de cortes de carne.

O uso de antimicrobianos como aditivos zootécnicos melhoradores de
desempenho em animais produtores de alimentos foi banido na Unido Europeia em 2003,
e em 2012 o FDA proibiu o uso desses aditivos na pecuaria, sem prescri¢cao veterinaria,
nos Estados Unidos. Apesar disso, a pratica no Brasil ainda € permitida pelo Ministério
da Agricultura. Em sua maioria, os antimicrobianos utilizados sdo de uso animal
exclusivo, porém esta ndo € uma regra. Assim, o uso extensivo desses agentes na
pecuaria aumenta a probabilidade de que esses microrganismos contaminantes sejam
portadores de genes de resisténcia. Através da cadeia alimentar, é possivel que eles
alcancem o trato gastrintestinal (TGI) humano, onde podem atuar como reservatérios de
genes de resisténcia ou se disseminar para outros sitios corporais, resultando em
infec¢des de dificil tratamento.

A posicao do Brasil como um dos maiores consumidores e exportadores de
carne do mundo evidencia a importancia da manutengao da seguranga alimentar. De
acordo com a literatura, a analise de cortes de carne suina, bovina e de aves realizada
em diferentes paises e regides geograficas tem demonstrado ocorréncia de linhagens
resistentes de diferentes espécies bacterianas como, por exemplo Escherichia coli,
Salmonella. Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis, incluindo linhagens de E. coli
resistentes a colistina, um dos antibidticos de ultimo recurso contra Gram-negativos, em
cortes de carne de frango importados do Brasil. No entanto, estudos nacionais ainda sédo
escassos no sentido de mapeamento da real dimensao do problema no nosso pais. Além
disso, de acordo com o Ministério da Saude (Brasil, 2019), produtos animais estado
altamente relacionados a doencgas transmitidas por alimentos em todo o mundo, e a
prevencdo de surtos depende, entre outros fatores, da qualidade microbiolégica da
matéria prima utilizada. Ndo existem legislagbes sanitarias no nosso Pais que
considerem o parametro de resisténcia bacteriana as drogas como critério de qualidade
ou seguranca alimentar de produtos carneos.

Assim, informacdes sobre a presenca de bactérias, ndo necessariamente
patogénicas obrigatdrias, e negligenciadas pela legislagdo sanitaria, resistentes aos

antimicrobianos, que possam contaminar esses produtos, objetivo central desse estudo,
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sdo de grande importancia e uma das maiores justificativas desse projeto. A possibilidade
de que cortes de carne disponiveis no varejo sejam uma fonte de microrganismos
resistentes a multiplos antimicrobianos constitui um sério problema no contexto da saude

unica que envolve aspectos médicos humanos e animais, além de saude ambiental.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. A importancia e consumo da carne na alimentagao humana

Alimentos de origem animal s&o uma parte importante da dieta humana e fonte
significativa de nutrientes. A carne, em especial, fornece proteinas de alta qualidade, ferro
de boa biodisponibilidade e quantidades significativas de outros minerais (potassio,
magnésio, sodio e calcio), além de vitaminas (A, B12, B6 e D) (AHMAD; IMRAN;
HUSSAIN, 2018). Ela contém 65 a 80% de umidade, 16 a 30% de proteina, 3 a 23% de
gordura e cerca de 1% de carboidratos, representados principalmente pelo glicogénio.
Além da elevada concentracdo proteica e potencial anabdlico superior comparado as
proteinas vegetais, a carne é um elemento-chave das orientagdes alimentares de muitos
paises e o ingrediente central ao redor do qual as refeicdes sdo baseadas em diversas
culturas (COCKING et al., 2020; VAN VLIET; BURD; VAN LOON, 2015; YANG, YIFAN et al., 2012).

A quantidade de carne presente em dietas humanas de diferentes sociedades
e entre seus integrantes € variavel, porém, o consumo per capta e total consumido
mundialmente estdo em continuo aumento. Fatores como a crescente média da renda
individual, urbanizacao, globalizagéo e expansao demografica sdo alguns dos motivos de
tal aumento, sendo esperado que esse consumo chegue a 35,6 Kg/pessoa/ano até 2031
(MILFORD et al., 2019; OECD-FAOQO, 2022). De modo a suprir essa demanda, a produgao
de carne mundial também vem crescendo ao longo dos anos, com uma produgao
estimada para o ano de 2031 de 337 Mt (OECD-FAO, 2022).

Nesse contexto, o Brasil € um dos paises com maior consumo de carne
atualmente. Estima-se que até 2029, ele seja responsavel pelo consumo per capta anual
de 0,5 kg de carne de ovino, 13,4 kg de carne de suino, 24,4 kg de carne de bovino e
40,4 kg de carne de aves (Figura 1). Além disso, o pais esta entre os cinco maiores
produtores de carne mundiais e € o maior exportador de carne bovina e de aves (USDA,
2021). A receita gerada a partir da exportacdo em 2019 chegou a 7,59 bilhdes de ddlares,
sendo uma das principais atividades do agronegdcio brasileiro (ABIEC, 2020). Mediante
ao exposto, de forma a garantir o sucesso a longo prazo da influéncia do Brasil no

mercado de carne internacional e a qualidade do produto comercializado internamente,



23

medidas preventivas para otimizar a seguranga alimentar como um todo sao

fundamentais.
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Figura 1: Previsdo para o ano de 2029 do consumo per capta de carne de bovino, suino, ave e ovino
em 35 paises, BRICS e mundial. Fonte: OECD, 2021.

2.2. Seguranga alimentar e a contaminacgao de alimentos por microrganismos de

interesse clinico

A segurancga alimentar € um direito humano basico que impacta diretamente a
saude e economia de uma populagdo. O consumo de alimentos ndo seguros cria um ciclo
vicioso de desnutricdo e doengas nas parcelas mais vulneraveis da populagao, e o
fornecimento de alimentos seguros oferece apoio ao desenvolvimento de economias,
comércio e turismo (FAO e OMS, 2003). Fatores como a globalizag&o, urbanizagao e
aumento no padrao de vida intensificaram o interesse em seguranga alimentar durante
as ultimas décadas, tornando-a mais fundamental do que nunca (FUNG, WANG e
MENON, 2018). Assim, atualmente, a preocupag¢ao com o possivel comprometimento da
qualidade dos alimentos ocorre em todos os segmentos do sistema alimentar (LIGUORI et
al., 2022).
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A contaminacgao de produtos alimentares pode ser de natureza:

e Fisica: presenga de objetos fisicos no alimento como cabelos,

unhas, pedacos de vidro, metais, entre outros;

e Quimica: presengca de substadncias quimicas exogenas
prejudiciais a saude como por exemplo produtos de limpeza, agrotéxicos

ou toxinas;

e Bioldgica: presenca de parasitos, prions, virus, fungos ou
bactérias com potencial patogénico ao ser humano (SADIKU; ASHAOLU;
MUSA, 2020).

Nesse contexto, a contaminagdo de alimentos por microrganismos de
interesse clinico, sua persisténcia, reproducao e/ou producao de toxinas configura uma
das maiores preocupagdes das industrias alimentares, agéncias de regulagcdo e
consumidores em todo o mundo. Quase todos os tipos de alimentos podem ser veiculos
de transmissao de patdégenos e/ou das toxinas que eles produzem. Nao obstante, certos
veiculos constituem uma maior ameaga em potencial, sendo classificados como
alimentos de alto risco. Entre eles, estdo os produtos de origem animal, incluindo a carne
(EFSA-ECDC, 2017).

De modo a garantir a qualidade da carne comercializada e evitar sua
contaminacgao, a legislacéo brasileira determina que o pH ideal para o consumo da carne
seja de 5,8 a 6,2, sendo as carnes que estdo acima do pH 6,4 sdo consideradas
improprias para o consumo, devido a elevado nivel de deterioragdo microbiana (BRASIL,
1981). Ainda, o armazenamento do produto fresco em embalagens integras e limpas em
temperatura de 0 a 4°C graus € imprescindivel para controlar o crescimento microbiano
e evitar alteragao em suas propriedades organolépticas (BRASIL, 2017). Finalmente, nao
€ permitida a presenca de Salmonella em carnes de suinos, bovinos, aves e pescados;
a contagem maxima de Escherichia coli é de 10° UFC/g e de microrganismos aerdbios
mesofilos é de 5x10% UFC/g (BRASIL, 2019).
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Amostras ambientais (agua, solo, fezes), falta de padronizagdo no trafego
pelos variados ambientes da cadeia de produgcdo e maos de funcionarios nao
higienizadas sao algumas das fontes de contaminagao na cadeia de producao da carne
(ABRIL et al., 2020; DANKWA; MACHADO; PERRY, 2020; SINGH, RAM LAKHAN;
MONDAL, 2019). Superficies mal higienizadas (facas, esteiras transportadoras, tabuas
de corte) e projeto nao-higiénico de fabricas e equipamentos também s&o grandes
facilitadores para o desenvolvimento de biofimes no ambiente de processamento e
contaminagao cruzada dos produtos (RIPOLLES-AVILA et al., 2019). No varejo, o prazo
de validade, material e tipo da embalagem e sistema de refrigeracdo sao fatores que
devem ser considerados para manutencdo da qualidade da carne e prevencao de
contaminacéo adicional por patégenos (BARBOSA-CANOVAS et al., 2020). Em ambiente
domiciliar, a contaminagdo cruzada também pode ocorrer quando ndo ha higienizagéo
adequada de superficies e utensilios entre o preparo de diferentes alimentos (SANTOS-
FERREIRA et al., 2021).

A Organizagao Mundial de Saude estima que 600 milhdes de pessoas, ou 1
em cada 10, adoecem apds consumir alimentos contaminados, e 420 mil morrem todos
os anos (WHO, 2015). Além das implicagbes sociais, ha uma perda de produtividade de
cerca de 33 milhdes de anos de vida saudaveis, sendo 40% correspondente a criangas
de até 5 anos (OMS, 2015). Essa perda resulta em um impacto econémico de US$ 95,2
bilhdes por ano, juntamente a um custo anual de tratamento de doengas transmitidas por
alimentos de US$ 15 bilhdes por ano (IBRD-IDA, 2018).

Apesar de alguns virus serem responsaveis por diversos surtos e
hospitalizagdes devido a doencas transmitidas por alimentos em todo o mundo, bactérias
ainda sao as causas mais frequentes dessas doengas (CDC, 2020; THAKALI; MACRAE,
2021). De modo geral, patdégenos bacterianos transmitidos por alimentos causam
doencas a partir da pré-producao de toxinas nos alimentos, produg¢ao de toxinas no trato
gastrintestinal apos colonizagdo do mesmo ou invasao das células epiteliais do intestino
(BINTSIS, 2017). Sao doengas frequentemente autolimitantes, mas que podem levar a
morte individuos vulneraveis, como criangas, idosos e imunocomprometidos (SMITH;
FRATAMICO, 2015).
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O género Staphylococcus, em especial a espécie Staphylococcus aureus, é
responsavel pela intoxicacao alimentar estafilococica, uma das doencas transmitidas por
alimentos de maior frequéncia no mundo (BARBOSA-CANOVAS et al., 2020; CDC,
2020). Essa intoxicagdo € causada pela ingestdo de enterotoxinas produzidas por S.
aureus no alimento contaminado, e os sintomas incluem nausea, vémito, dor de cabeca,
fraqueza, dor abdominal, sindrome diarreica, febre e calafrios (SINGH, RAM LAKHAN;
MONDAL, 2019). Uma vez que essa espécie bacteriana € comumente encontrada na
pele humana, alimentos que exigem maior grau de manipulagdo podem ser facilmente
contaminados se praticas de higiene adequadas ndo forem empregadas (BINTSIS,
2017). A intoxicagao alimentar por estafilococos é frequentemente associada a saladas
e alimentos ricos em proteinas, como carne, produtos carneos, laticinios e ovos
(ANTUNES; NOVAIS; PEIXE, 2020).

Os membros da ordem Enterobacterales também estdo entre os agentes
etioldgicos de doencgas transmitidas por alimentos de maior importancia em todo o mundo
(CDC, 2020; HEREDIA; GARCIA, 2018; HINDERMANN et al., 2017; RILEY, 2020;
SMITH; FRATAMICO, 2015). A alta taxa de morbidez e mortalidade causada por esses
microrganismos evidenciam a importancia da ordem Enterobacterales no contexto da
seguranga alimentar, sendo o consumo de produtos carneos uma das principais vias de
exposicdo a esses microrganismos (HEREDIA & GARCIA, 2018; KULASOORIYA et al.,
2019; SHARMA et al., 2019).

2.2.1. A ordem Enterobacterales (familia Enterobacteriaceae)

Recentemente varios géneros de Gram negativos de importancia potencial na
saude humana e animal foram reclassificados fora da familia Enterobacteriaceae. Assim,
a utilizacao da familia para abranger enterobactérias putativas de relevancia humana e
animal nao é mais adequado. Nesse contexto, a ordem Enterobacterales abrange essas
novas classificacbes taxonémicas e foram grupo vasto, diverso e heterogéneo que
compreende mais de 68 géneros e mais de 355 espécies (JANDA; ABBOTT, 2021). Ela
pertence a classe Gammaproteobacteria e € composta por bastonetes Gram-negativos

anaerobios facultativos e ndo formadores de esporos que, quando moveis, possuem
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flagelos do tipo peritriquios (FARMER, FARMER e HOLMES, 2005). Os membros dessa
ordem sao ubiquos no ambiente e podem ser encontrados no solo, agua, plantas e em
associacdo com outros seres vivos, onde situam-se principalmente no trato
gastrointestinal. Algumas das espécies de maior importancia para a saude animal e
humana incluem Salmonella spp., Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Shigella spp., Cronobacter spp., Proteus spp., entre outras.

Originalmente, a identificacdo de Enterobacterales era baseada no uso de
provas bioquimicas e caracteristicas morfotintoriais, porém, as caracterizacdes classicas
que definiam a familia ndo sdo mais indubitaveis (ADEOLU et al., 2018; ROSENBERG,
DELONG e THOMPSON, 2014). Hoje, a filogenia e interrelagdes entre essas bactérias
sdo baseadas em analises da sequéncia do gene codificador do rRNA 16S. Mesmo sendo
considerado o padrao ouro na identificacdo bacteriana a nivel de espécie, a distingao
entre Enterobacterales pode ser dificil devido a resolugdo insuficiente causada pela
limitada divergéncia de sequéncias no locus mencionado (MCLEAN et al., 2019). Por este
motivo, ha a necessidade da utilizacdo de técnicas de identificacdo adicionais, o que
resultou em repetidas mudangas taxonémicas nas ultimas décadas (MCLEAN et al.,
2019; MORALES-LOPEZ et al., 2019).

Baseado em dados filogenéticos e na literatura, Adeolu e colaboradores (2016)
propuseram diversas modificagdes envolvendo a taxonomia da ordem Enterobacteriales
€ sua unica familia, Enterobacteriaceae. Além da proposta de correcdo do nome da
ordem de “Enterobacteriales” para “Enterobacterales”, espécies antes pertencentes a
familia Enterobacteriaceae foram reclassificadas em seis novas familias com >60% de
semelhanga entre seus genomas, sendo estas Erwiniaceae, Pectobacteriaceae,
Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae e Budiviciaceae. A familia
Enterobacteriaceae ainda é a maior dentro da ordem Enterobacterales, porém géneros
como Edwardsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Serratia e Yersinia, ha muitos anos

conhecidos como enterobactérias, agora fazem parte das seis novas familias (Figura 2).
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Figura 2: Classificagao proposta por Adeolu et al. (2016) da ordem Enterobacterales (JANDA;
ABBOTT, 2021).

Membros da ordem Enterobacterales sdao empregados em inumeras
aplicagdes biotecnoldgicas na atualidade. A espécie mais utilizada é Escherichia coli,
uma hospedeira comum para a producao de proteinas recombinantes e frequente alvo
de engenharia metabdlica (PONTRELLI et al., 2018). Linhagens do género Serratia
possuem um grande potencial para biorremediacéo, e estudos indicam a possibilidade
do uso de Pantoea agglomerans na luta contra a infecgdo de malaria em mosquitos
(ARAUJO et al., 2019; WANG et al., 2012). Ainda, o uso de Salmonella entérica sorovar
Typhimurium no tratamento contra o cancer € intensamente estudado e demonstrou
resultados promissores em modelos animais (LIANG et al., 2019).

Apesar da importancia biotecnolégica, o verdadeiro destaque da ordem
Enterobacterales reside em sua relevancia médica, em saude publica e veterinaria.
Muitas espécies fazem parte da microbiota residente de animais e podem desempenhar
um importante papel no processo digestivo e de formagao de certas vitaminas, como E.
coli (GALLO et al., 2020). Apesar disso, essas espécies também podem atuar como
microrganismos oportunistas, que emergem como resultado de perturbagdes em

microbiomas saudaveis que levam a sua seleg¢do e expansao (JOCHUM; STECHER,
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2020). Sua proliferacdo pode agravar processos inflamatérios, desencadear doencgas
autoimunes e levar a condi¢des potencialmente fatais (CHANDRA et al., 2021).

Alguns géneros da ordem Enterobacterales podem ser responsaveis por uma
ampla gama de infecgdes como sepse, pneumonia, infecgdes do trato urinario (ITU),
gastroenterites e outras infec¢des intra-abdominais (IIA) (MCLEAN et al., 2019; SHEU et
al., 2019). De acordo com o CDC (Centers for Disease Control - EUA), eles também
constituem alguns dos mais importantes patégenos implicados em infeccbes
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) (CDC, 2019). Estudos indicam que baseado
em frequéncia geral, Escherichia coli, Klebsiella e Enterobacter ficaram no 2°, 7° e 8°
lugares, respectivamente, e Proteus, Serratia e Citrobacter ficaram entre o 11° e 16°
lugares em numero de IRAS relatadas nos Estados Unidos (KANG et al., 2012). Ainda,
estima-se que Enterobacterales sejam responsaveis por causar 23% a 31% das IRAS
associadas a acessos centrais em enfermarias adultas, pediatricas e oncologicas
(NOVOSAD et al., 2020).

No ambito das doencgas transmitidas por alimentos, a ordem Enterobacterales
€ bem representada por diversos géneros, sendo os mais relevantes Salmonella spp.,
Escherichia coli, Shigella spp. e Yersinia enterocolitica. Nos Estados Unidos, apenas
esses géneros sdo responsaveis por 40% dos casos de doengas transmitidas por
alimentos, incluindo enterites, colites e disenterias (CDC, 2020; WANG, FANGKUN;
ZHANG; NIU, 2021).

Salmonella tem a habilidade de causar dois tipos de doencas: a salmonelose
nao tiféide, que apresenta sintomas de diarreia, vomito, dor de cabeca, dor abdominal e
febre leves a moderados; e a febre tiféide, que envolve sintomas similares de maior
severidade. A presenca de ilhas de patogenicidade que codificam variados fatores de
viruléncia permite a colonizagdo e infecgdo do organismo hospedeiro. As ilhas de
patogenicidade de Salmonella 1 e 2 (SPI-1 e SPI-2) sdo as mais relevantes, codificando
dois tipos diferentes de sistema de secrecao do tipo Ill para a entrega de moléculas
efetoras na célula hospedeira que resultam em internalizagao da bactéria e disseminagao
sistémica (BINTSIS, 2017a). Os alimentos mais frequentemente contaminados por

Salmonella sao ovos e carnes, e a contaminacdo ocorre principalmente através de
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contaminagao cruzada por agua, solo ou fezes durante a cadeia de produgao e preparo
do alimento (FUNG; WANG; MENON, 2018b; YENI et al., 2016).

A maioria das linhagens de Escherichia, em especial E. coli, sdo inofensivas,
porém outras adquiriram caracteristicas de viruléncia como a produgdo de toxinas,
adesinas e invasinas, tornando-as patogénicas para humanos. A infecgédo ocorre através
do consumo de alimentos contaminados com fezes, incluindo carne mal cozida, laticinios
e vegetais crus (GALLO et al., 2020). As E. coli diarreiogénicas foram categorizadas em
seis grupos de acordo com seu mecanismo de patogenicidade, sendo estes: E. coli
enteropatogénica (EPEC); E. coli enterohemorragica (EHEC ou STEC — E. coli produtora
de toxina Shiga); E. coli enterotoxigénica (ETEC); E. coli enteroagregativa (EAEC); E. coli
enteroinvasiva (EIEC); e. coli de aderéncia difusa (DAEC) (MARE et al., 2021). Dentre os
sintomas causados por esses grupos estao diarreia sanguinolenta, colicas abdominais e
febre em variados graus de severidade (JANDA; ABBOTT, 2021). Além dos sintomas
anteriormente mencionados, a linhagem de EHEC E. coli O157:H7 frequentemente causa
sindrome hemolitico-urémica em criangas, caracterizada por faléncia renal aguda,
anemia hemolitica e trombocitopenia (CHENG, MING FANG et al., 2016).

Shigella é o agente etioldgico da disenteria bacilar ou shigelose, uma infeccéo
invasiva do célon que pode causar de diarreia aquosa a doenca inflamatéria intestinal,
envolvendo fezes sanguinolentas e com muco, coélicas abdominais e tenesmo (SINGH,
RAM LAKHAN; MONDAL, 2019). Surtos relacionados a esse género ocorrem mais
frequentemente em locais de higiene e saneamento comprometidos e ja envolveram o
consumo de leite, carne, saladas, frutos do mar e outros tipos de alimentos frescos
(BENNISH; AHMED, 2020). A espécie Shigella dysenteriae produz a toxina Shiga, que
esta codificada em seu genoma e é responsavel por causar sindrome urémica hemolitica
(LIU, YANG et al., 2021). A viruléncia de Shigella € dependente de um plasmideo de
viruléncia que codifica componentes de do sistema de secregao do tipo Il de Shigella
(T3SS). Ele é necessario para a invasao e secrecao de fatores de viruléncia nas células
epiteliais do intestino, levando a destruigdo inflamatéria do revestimento do 6érgao
(BAJUNAID et al., 2020).

A yersinose tem como agentes etiolégicos principalmente Y. enterocolitica e

Y. pseudotuberculosis. E uma doenga transmitida em maior parte pelo consumo de carne
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€ miudos de suinos e caracterizada por dor abdominal severa, febre, diarreia e vomito
(SMITH; FRATAMICO, 2015). Yersinia é capaz de se desenvolver em temperaturas de
refrigeragdo, o que torna alimentos pré-prontos ou refrigerados uma fonte de
contaminagao ainda mais significativa (SARAKA et al., 2017). A auséncia do plasmideo
de viruléncia pYV esta associada a n&o patogenicidade em Y. colitica, uma vez que ele
codifica a adesina de Yersinia YadA. Esta adesina atua na mediacédo da adesao e invasao
as células do hospedeiro (GUILLIER et al., 2021).

Considerando o impacto causado por membros da ordem Enterobacterales na
saude publica, em especial devido as doencas transmitidas por alimentos, a resisténcia
a antimicrobianos nessas bactérias esta associada a significativa morbidez e mortalidade

em todo o mundo, possuindo sérias consequéncias clinicas e socioecondmicas.

2.3. A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos e sua interface no contexto da

saude Unica

Os antimicrobianos sao uma das formas de quimioterapia mais bem
sucedidas, e sua descoberta ha mais de 70 anos iniciou um periodo de inovagao e
implementacdo de drogas na medicina veterinaria, humana e na agricultura. Essas
descobertas vieram acompanhadas da emergéncia de microrganismos resistentes, o que
levou estudiosos a conclusdo de que a resisténcia em bactérias patogénicas era um
fendbmeno moderno (D'COSTA et al.,, 2011; LIVERMORE, 2009). No entanto, a
descoberta de tracos de tetraciclina em esqueletos humanos do fim do império romano
indica que ja naquela época havia a ingestao de materiais contendo esse antimicrobiano
(COOK et al., 1989). Ainda, estudos envolvendo reconstrugdes filogenéticas sugerem
que genes codificadores de metalobetalactamases, por exemplo, se originaram ha mais
de dois bilhdes de anos (GARAU et al., 2005). Estas e outras evidéncias apontam para o
fato de que a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € um fendmeno natural que
precede o inicio da aplicagdo em larga escala dessas drogas pelos seres humanos
(D'COSTA et al., 2011).

Atualmente, a resisténcia aos antimicrobianos é considerada pela OMS como

um problema global urgente e complexo que configura um dos maiores desafios da saude
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publica contemporéanea. O surgimento de microrganismos multirresistentes resulta em
infecgbes que respondem a poucos ou nenhum dos agentes antimicrobianos disponiveis
no mercado, o que leva alguns autores a acreditar na eminéncia de uma era poés-
antibiotica (TARIN-PELLO, SUAY-GARCIA e PEREZ-GRACIA, 2022). Ao longo dos
ultimos anos, a incidéncia de infecgdes por microrganismos resistentes tem aumentado
e no presente momento, em torno de 700.000 pessoas morrem a cada ano devido a
resisténcia a antimicrobianos em todo o mundo. Estimativas indicam que se o problema
nao for abordado, esse numero pode chegar a 10 milhées em 2050, ao custo de 100
trilndes de ddlares para a economia mundial (O'NEILL, 2014).

O baixo interesse da industria farmacéutica no desenvolvimento de novos
antimicrobianos € um dos fatores que contribuem para a ocorréncia de infecgdes
bacterianas de dificil tratamento (FAIR e TOR, 2014; SINGER et al., 2019). Novas drogas
devem passar pelo processo de provar ndo apenas sua eficacia, mas também seguranga,
farmacocinética favoravel e bom custo-beneficio. Esse € um processo longo e
dispendioso onde estima-se que cinco a cada dez mil moléculas com potencial
antimicrobiano chegam a estudos de fase 1, e em que apenas uma dessas recebe
aprovacgao para o uso em humanos (CHOFFNES et al., 2010; ALTAMIRANO e BARR,
2019). Antimicrobianos geralmente sdo administrados por periodos de tempo limitados,
0 que os torna menos lucrativos do que drogas utilizadas para doengas cronicas, e estao
sujeitos a emergéncia de resisténcia. Além disso, uma vez que um novo antimicrobiano
€ aprovado para uso comercial, ele € mantido como reserva e apenas prescrito para
infecgbes que antimicrobianos mais estabelecidos ndo conseguem tratar (FAIR e TOR,
2014). Todos esses fatores diminuem consideravelmente os lucros recebidos pelas
empresas e tornam o desenvolvimento de novas drogas menos atraente para e industria
farmacéutica. Sendo assim, esse cenario contribui para a escassez de novas drogas
antimicrobianas, agravando o problema da resisténcia por estagnar o arsenal disponivel
de opgdes terapéuticas (MARTENS e DEMAIN, 2017; NWOBODO et al., 2022).

As atividades antropogénicas, em especial as envolvidas na tentativa de
controle do crescimento bacteriano, juntamente com a habilidade das bactérias de
acumular genes de resisténcia contra tais tentativas também agravaram
consideravelmente o fendmeno da resisténcia (Figura 1) (ALTAMIRANO e BARR, 2019).
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A exposicdo a antimicrobianos, incluindo sua aplicagdo exagerada na pecuaria,
prescricdo excessiva por médicos e o mal uso por pacientes resultam na liberagao de
toneladas de drogas em efluentes e reservatorios (FINLEY et al., 2013; GILLINGS et al.,
2018). Somado a isso, a pandemia de COVID-19 (Doenca do Coronavirus 2019)
provocou o enfraquecimento mundial dos programas de controle do uso de
antimicrobianos, com consequente intensificagdo de sua aplicacdo e acentuadas
concentragcdes residuais dessas drogas nos efluentes provenientes de instalagdes
farmacéuticas, centros de saude e residéncias (RIZVlI e AHAMMAD, 2022). Os fatores
citados, aliados a falta de tratamento adequado da agua e redugao da distancia entre
fazendas e cidades, resultam na exposi¢cao continua de comunidades bacterianas a
drogas antimicrobianas. O acumulo dessas drogas em redes tréficas leva a aumento da
pressao seletiva e do repertério de marcadores moleculares de resisténcia (FINLEY et
al., 2013). Hoje, os genes de resisténcia aos antimicrobianos sdo considerados um tipo
emergente de poluente ambiental que ameacga a seguranga alimentar e a saude publica,
e por este motivo, essas drogas e seus efeitos no ambiente tornaram-se um importante
tema na ciéncia ambiental. (GILLINGS et al., 2018; SUI et al., 2019).
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Figura 3: Vias de exposicdo humanas e agdes antropogénicas que contribuem para os reservatoérios
ambientais de bactérias resistentes a antimicrobianos, residuos de drogas e genes de resisténcia
(NHI, 2019).

Apesar da intensificacdo do fendmeno da resisténcia ser principalmente
atribuida ao mal-uso de antimicrobianos, a exposi¢ao frequente de microrganismos a
biocidas e metais toxicos também é reconhecida como um fator agravante. Metais
téxicos, em especial, podem permanecer estaveis e ser persistentes no ambiente por
longos periodos, o que torna seu impacto ainda maior. O acumulo desses metais nos
ecossistemas é originario de residuos industriais e do emprego de aditivos alimentares,
pesticidas, fertilizantes e dentre outros defensivos nas atividades agropecuarias (CHENG
et al., 2019). Concentracdes inibitérias desses metais em ecossistemas podem resultar
selecdo de microrganismos tolerantes aos mesmos, um fendtipo frequentemente
relacionado a Co resisténcia, resisténcia cruzada e corregulagdo com a resisténcia a
antimicrobianos (LI, ZHEN et al., 2022). Estudos indicam a correlagado positiva entre a

expressao de resisténcia multipla a antimicrobianos e a metais e também relacionam a
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presenca do gene que confere tolerdncia ao mercurio merA ao transposon Tn21,
(CHENIA et al., 2020; JACOBS, 2017). Além disso, os genes de resisténcia a
sulfonamidas sulA e sullll foram fortemente correlacionados a niveis de cobre, zinco e
mercurio, e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é frequentemente
associado a tolerancia a zinco e cobre (AMACHAWADI et al., 2015; JI et al., 2012;
YAZDANKHAH, RUDI e BERNHOFT, 2014).

A transferéncia de DNA (acido desoxirribonucleico) entre bactérias e sua
transposicdo dentro do genoma também desempenham papéis consideraveis na
propagacao de marcadores moleculares de resisténcia. Essa propagagao pode ocorrer
entre individuos da mesma espécie ou de espécies diferentes através dos processos de
conjugagao, transformacao e/ou transdugao. A transferéncia horizontal € importante na
evolugao e transmiss&o de genes de resisténcia entre espécies bacterianas, pois inclui o
movimento desses genes de microrganismos do TGI de animais e seres humanos para
microrganismos ambientais e vice-versa (FAIR e TOR, 2014; MANAIA, 2017). Somado a
iss0, apos a transferéncia, esses genes de resisténcia podem se reunir em agrupamentos
juntamente a elementos de insercdo e transposons em regides do DNA que
frequentemente sdo moveis devido a sua localizagao em plasmideos ou outros elementos
conjugativos (GILLINGS, 2018; WOZNIAK e WALDOR, 2010). Isto leva ao surgimento
de novas moléculas de DNA moveis que contém uma variedade de genes de resisténcia,
cada um com diferentes origens filogenéticas (GILLINGS et al., 2018; WOZNIAK e
WALDOR, 2010). Desta forma, este processo resulta na emergéncia de novos
mecanismos de resisténcia adquirida em patdégenos, genes que originalmente estariam
presentes em microrganismos inofensivos (FINLEY et al., 2013).

O combate a resisténcia a antimicrobianos tem sido discutido pela comunidade
cientifica e por organizagdes internacionais como a OMS, FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations) e OIE (World Organization for Animal Health)
adotando a abordagem Salde Unica. Ela reconhece a inter-relacdo entre a saude
humana, animal, vegetal e do meio ambiente, e incentiva a adog&o de politicas publicas
eficazes na prevencgao e controle de doengas. Por conseguinte, s&do necessarios esforgos
coordenados para a implementar novas politicas, intensificar pesquisas e elaborar planos

de acdo para a abordagem do problema de forma eficaz. A resisténcia a drogas
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antimicrobianas € uma ameaga a saude publica mundial, em especial em patdgenos
Gram-negativos, o que limita as opgbes clinicas de tratamento para infecgbes

bacterianas.

2.3.1. Resisténcia a antimicrobianos em Enterobacterales

A resisténcia a drogas antimicrobianas € uma caracteristica cada vez mais
comum entre membros da ordem Enterobacterales. Devido a habilidade de adquirir e
disseminar uma ampla variedade de marcadores moleculares de resisténcia a
antimicrobianos, somado a crescente pressao seletiva causada pelo uso indiscriminado
de antimicrobianos, a resisténcia em Enterobacterales tem se agravado rapidamente
(THEURETZBACHER et al., 2020). Atualmente, ndo séo raras linhagens consideradas
multirresistentes a drogas (MDR — multi drug-resistant), capazes de expressar resisténcia
a trés ou mais classes antimicrobianos (BINSKER; KASBOHRER; HAMMERL, 2022).
Ainda, ha rapida disseminacao de linhagens extensivamente resistentes a drogas (XRD
— extensively drug-resistant; susceptiveis a apenas duas classes de antimicrobianos), e
pan-resistentes (PDR — pan drug-resistant; resistente a todas as classes de
antimicrobianos) (MAGIORAKOS et al., 2012).

Ja nas décadas de 80 e 90, estudos citavam a existéncia de B-lactamases de
espectro estendido (ESBLs — Extended Spectrum B-Lactamases) em Enterobacterales,
configurando a resisténcia a classe de drogas mais importantes disponiveis na terapia
antimicrobiana contemporanea, os B-lactamicos (DE ANGELIS et al., 2020). E comum
que a producdo de ESBLs ocorra juntamente a mecanismos de resisténcia a outros
antimicrobianos, tornando os microrganismos multirresistentes. Com a rapida
emergéncia e disseminacdo de isolados capazes de produzir essas enzimas, opgoes
adequadas para a antibioticoterapia se tornaram limitadas e a comunidade médica foi
pressionada a utilizar carbapenémicos como tratamento empirico de primeira linha
(SHEU et al., 2019). No entanto, a maior utilizagdo dessa classe de antimicrobianos para
possiveis infeccdes causadas por Enterobacterales produtoras de ESBL resultou na
emergéncia de Enterobacterales resistentes a carbapenémicos (ERCs). Essas linhagens

causam infec¢des de dificil ou nenhum tratamento disponivel devido ao fato de que
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carbapenémicos constituem uma das ultimas linhas de defesa possiveis na atualidade
(LYNCH; CLARK; ZHANEL, 2021). Por esse motivo, a OMS considera esses
microrganismos e outros membros da ordem Enterobacterales como “patdgenos
prioritarios” que constituem uma das maiores ameagas a saude humana mundial na
atualidade (OMS, 2017)

A falta de novos antimicrobianos ativos contra essas linhagens bacterianas
exige o uso cada vez mais frequente de antimicrobianos considerados como ultimo
recurso, como a colistina. No entanto, isso resultou na descricdo cada vez mais frequente
de resisténcia a essa droga em microrganismos provenientes de animais e humanos
(HOMEIER-BACHMANN et al., 2021; MONACO et al., 2014). Inicialmente, pensava-se
que a resisténcia a colistina era associada apenas ao cromossomo bacteriano, porém,
em 2015, o primeiro gene de resisténcia movel a droga, (mcr— mobile colistin resistance)
foi descoberto em um plasmideo, fator agravante para o cenario a resisténcia em
Enterobacterales como um todo (LIU, YI YUN et al., 2016).

2.3.1.1. Aresisténcia aos B-Lactamicos

Os pB-lactdmicos sdo os mais frequentemente prescritos agentes
antimicrobianos devido a sua seguranca, eficacia e amplitude de espectro de agéao
(BUSH e BRADFORD, 2019). As principais classes de B-lactamicos incluem penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos, e todos possuem em sua estrutura
um anel azetidinona de quatro membros ou B-lactamico (Figura 4). Eles agem ligando-se
de forma irreversivel as proteinas ligadoras de penicilina (PBP) necessarias para a etapa
final de transpeptidacdo da sintese de peptideoglicano, o que impede a construgao da

parede celular.
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Figura 4. Principais antimicrobianos da classe dos B-lactamicos (PANDEY; CASCELLA, 2022).

O maior desafio para o uso de B-lactdmicos sédo as B-lactamases, enzimas
hidroliticas que facilitam a adi¢cao rapida de uma molécula de agua a ligagdo amida do
anel B-lactdmico, neutralizando a droga. Muitos diferentes tipos de [B-lactamases
conferem resisténcia a esses antimicrobianos, e elas diferem entre si pelo perfil de
substrato, perfil de inibidor e homologia de sequéncia (BONOMO, 2017). Com base
nessas caracteristicas, elas podem ser divididas nas classes A, B, C e D de Amber
(PEIRANO e PITOUT, 2019).

A Classe A possui 0 maior numero de enzimas com um amplo espectro de
atividade. TEM-1 (em referéncia ao nome da paciente da qual foi descoberta, Temonieta)
e SHV-1 (sulfhydryl reagent variable, ou sulfidrila reagente variavel) foram as primeiras
enzimas detectadas como responsaveis por conferir resisténcia as primeiras penicilinas
e cefalosporinas aprovadas para uso na pratica clinica (BUSH e BRADFORD, 2019). A

enzima TEM-1 foi a causa primaria de resisténcia a ampicilina em E. coli e ainda é a mais
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frequentemente encontrada em Neisseria gonorhoeae resistentes a penicilina
(LIVERMORE et al., 2011). J4 em Klebsiella pneumoniae, a resisténcia a ampicilina esta
mais comumente associada a SHV-1 (SILVA, YONE et al., 2019).

As [B-lactamases de espectro estendido, enzimas com 1 a 3 aminoacidos
diferentes em posi¢des-chave, surgiram apos a introdugao de cefalosporinas de terceira
geragao e inibidores de B-lactamases (PARTRIDGE, 2009). As primeiras a surgir eram
derivadas de TEM e SHV, tornando-se comuns em K. pneumoniae responsaveis por
infecgbes nosocomiais na década de 90 (PITOUT et al., 2005). No entanto, a importancia
dessas enzimas diminuiu devido a disseminacdo mundial de isolados produtores de
ESBL do tipo CTX-M (referéncia a atividade preferencial contra cefotaxima e a cidade
Monique, onde foi descoberta). Desde 2000, E. coli produtoras de CTX-M se tornaram
importantes causadoras de infecgbes de origem comunitaria, e hoje sdo as ESBLs mais
comuns mundialmente (PARTRIDGE, 2015). Em geral, as enzimas do tipo CTX-M
degradam as cefalosporinas de terceira geracéo e sao inibidas por tazobactam e outros
inibidores de B-lactamases mais novos, como avibactam, relebactam e vaborbactam
(PEIRANO e PITOUT, 2019).

Algumas enzimas da classe A sdo classificadas como carbapenemases, e
incluem SME, NMC-A, IMI, variantes de GES e a mais proeminente, KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase) (NORDMANN e POIREL, 2014). Apesar da possibilidade
da resisténcia a carbapenémicos envolver modificagdes na permeabilidade da membrana
externa e regulacgao positiva de sistemas de efluxo, a emergéncia de Enterobacterales
resistentes a carbapenémicos se deve principalmente a producao de carbapenemases
(PATERSON e DOI, 2017). Ja foi demonstrado que linhagens produtoras de KPC exibem
multirresisténcia a antimicrobianos, incluindo cefalosporinas de terceira e quarta geragao,
fluoroquinolonas, aminoglicosideos e, € claro, a carbapenémicos (PATERSON e DOI,
2017). Essas enzimas ndo sao inibidas por clavulanato ou tazobactam, porém sao
potencialmente inibidas por avibactam e vaborbactam (KAZMIERCZAK et al., 2016;
LOMOVSKAYA et al., 2017).

B-lactamases pertencentes a classe B sdo também denominadas metalo-3-
lactamases por apresentarem atividade dependente da presenca de ions de zinco. Elas

conferem resisténcia a maioria dos antimicrobianos [B-lactamicos, inclusive
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carbapenémicos, e a inibidores de [(-lactamases clinicos, mas n&o hidrolisam
monobactamicos (CORNAGLIA, GIAMARELLOU e ROSSOLINI, 2011). As enzimas
dessa classe mais comuns em Enterobacterales sao do tipo VIM-1 (Verona Integron-
encoded metallo- B-lactamase, ou metalo-B-lactamase codificada no integron Verona) (
(PARTRIDGE, 2015).

A classe C compreende [B-lactamases do tipo AmpC (ampicillin-resistance
gene group C, ou gene de resisténcia a ampicilina tipo C), enzimas que podem ser
encontradas em muitas espécies de Enterobacterales (BUSH e BRADFORD, 2019). Os
genes ampC que as codificam geralmente estdo associados com genes regulatorios que
controlam sua expressao e desrepressao. A expressao basal de AmpC cromossomais &
geralmente baixa, mas altos niveis de expressdo podem ser induzidos em resposta a -
lactamicos (JACOBY, 2009). Essas enzimas sao responsaveis por resisténcia a maioria
das cefalosporinas, algumas penicilinas e a monobactamicos (BUSH e BRADFORD,
2019).

A classe D compreende enzimas do tipo OXA (em referéncia ao seu substrato
preferencial, oxacilina), ou , um grupo amplo que exibe variabilidade em seus substratos
e sequéncias. Elas frequentemente possuem mais atividade contra oxacilina do que
penicilina G, e alguns membros do grupo podem degradar cefalosporinas e
carbapenémicos (PARTRIDGE, 2015; BUSH e BRADFORD 2019). Essas enzimas se
tornaram importantes nos ultimos anos devido a atividade de carbapenemase de alguns
membros do grupo. OXA-48 e suas variantes e OXA-181 se disseminaram entre varias
espécies de Enterobacterales e ja foram amplamente documentadas na Europa e no
Mediterraneo (POIREL, POTRON e NORDMANN, 2012).

2.3.1.2. Resisténcia as Quinolonas

As quinolonas sdo amplamente utilizadas no tratamento de infecgdes do trato
urinario causadas por E. coli e no tratamento de outras infecgdes causadas por
Enterobacterales (VAN et al., 2019). Elas s&do divididas em quatro geragdes, sendo a
primeira de quinolonas, que contém um nucleo biciclico relacionado ao composto 4-

quinolona, e as restantes de fluoroquinolonas, que contém a adigdo de um atomo de fllor
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na posigao Rs (Figura 5). Sao drogas de amplo espectro que inibem a sintese do DNA

bacteriano interferindo com as enzimas DNA girasse e topoisomerase V.

Quinolonas
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Acida Enoxacino = Esparfloxacino « Gamifloxacino
pipamidico Ofloxacino
Lomefloxacino
Fleroxacino

Quinolonas Fluoroquinolonas Fluoroquinolonas Fluoroquinolonas

Figura 5. Antimicrobianos da classe das quinolonas (PHAM; ZIORA; BLASKOVICH, 2019).

Em Enterobacterales, a resisténcia a fluoroquinolonas ocorre geralmente por
alteragdes nas enzimas alvo ou menor acumulo da droga na célula devido a mudangas
na expressao de porinas ou por mecanismos de efluxo (HOOPER, 2001). Ambas sao
formas de resisténcia causadas por mutagdes cromossomais, porém a resisténcia a
fluoroquinolonas mediada por plasmideos também existe (PATERSON e DOI, 2017). Ela
esta associada com o gene gnr e plasmideos que o contém ja emergiram em E. coli e K.
pneumoniae (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011; WANG et al., 2003).

2.3.1.3. Resisténcia as Tetraciclinas

As tetraciclinas (doxiciclina, metaciclina, tetraciclina, demeclociclina,
oxitetraciclina, entre outras) sdo drogas antimicrobianas conhecidas por seu amplo
espectro de atividade que engloba uma vasta gama de microrganismos Gram-positivos
e negativos. Por esse motivo, sdo amplamente utilizadas na agricultura, aquicultura,
veterinaria e na pratica clinica. Elas inibem a sintese proteica bacteriana ligando-se aos

ribossomos e interagindo com a subunidade 30S, o que interfere na sua associagao ao
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aminoacil-tRNA e impede o alongamento da cadeia peptidica (CHOPRA e ROBERTS,
2001). As tetraciclinas sao produtos naturais do metabolismo secundéario de
actinobactérias, e por isso espera-se que a resisténcia a elas seja uma caracteristica
antiga de bactérias ambientais (BALTZ, 2007).

A resisténcia pode ocorrer devido a aquisigao de genes que codificam o efluxo
da droga, geralmente do tipo MFS (major facilitator superfamily — superfamilia de
facilitadores), incluindo tet(A), tet(B), tet(K), tet(L), entre outros (ROBERTS e SCHWARZ,
2017). Proteinas de protecgao ribossomal (RPPs — ribosomal protection proteins) também
podem atuar na resisténcia contra as tetraciclinas impedindo seu acesso ao ribossomo
bacteriano, sendo as RPPs mais comuns Tet(O) e Tet(M), que contém 75% de
similaridade de sequéncia entre si (ONTONG et al., 2021). A inativagdo enzimatica de
tetraciclinas também pode ocorrer em Enterobacterales, sendo principalmente mediada
por tetraciclina destrutases codificadas pelo gene tef(X) (SUN et al., 2019). Finalmente,
mutagdes na subunidade ribossomal 30S em Enterobacterales também podem ocorrer e
resultar em resisténcia as tetraciclinas (VILLA et al., 2014).

Em patégenos humanos, incluindo Enterobacterales, a resisténcia
frequentemente ocorre por transferéncia horizontal e advém quase exclusivamente de
protecao ribossomal ou efluxo (CHOPRA e ROBERTS, 2001; GROSSMAN, 2016).
Ambos 0s mecanismos possuem origens evolucionarias ambientais, porém agora estao

amplamente distribuidos em muitos microrganismos comensais e patogénicos.

2.3.1.4. Resisténcia as Sulfonamidas

Sulfonamidas sao antimicrobianos bacteriostaticos de amplo espectro
utilizados no tratamento de ITUs, prostatites, uretrites, otites, entre outras doencgas. Elas
atuam competindo com o &acido para-aminobenzodico pela enzima dihidropteroato
sintetase (DHPS), impedindo reagcdes necessarias para a producao de acido folico nas
bactérias (PARTRIDGE, 2015). Algumas das drogas da classe sao a sulfanilamida,
sulfametazina, sulfadiazina, sulfametoxazol, sulfasalazina, sulfisoxazol, sulfamerazina,
sulfadimetoxina e sulfafurazol. No passado, essas drogas foram amplamente utilizadas

na pratica clinica, porém seu uso em paises desenvolvidos hoje em dia esta limitado



43

devido ao aumento da resisténcia, potenciais efeitos colaterais e disponibilidade de
antimicrobianos mais ativos (VILA-COSTA et al., 2017).

Em Enterobacterales, a resisténcia a essa classe de antimicrobianos esta
associada dois mecanismos: (1) mutagdes no gene cromossomal folP que codifica a
DHPS; (2) aquisicdo de genes do tipo sul (sul1, sul2 e sul3), responsaveis por codificar
DHPSs com menor afinidade a sulfonamidas (PARTRIDGE, 2015; VILA-COSTA et al.,
2017). O segundo mecanismo de resisténcia € mais difundido entre os microrganismos,
havendo 50% de homologia entre os trés genes (SHRIVASTAVA; SHRIVASTAVA,
RAMASAMY, 2018).

Genes do tipo sul sdo frequentemente isolados na agropecuaria, e supde-se
que sua presencga seja sustentada pelo acentuado uso de sulfonamidas nos setores
veterinarios (BEN et al., 2017; CARD et al., 2016). Eles podem ser encontrados em
cromossomos, porém também sdo muito comuns em elementos genéticos moveis. sull
faz parte da regiao 3’-CS do tipo mais comum de integron classe 1, e sul2 esta associado
ao elemento movel ISCR2. O gene sul3 esta associado a um tipo de integron classe 1
que nao possui 3’-CS (PARTRIDGE, 2015; JIANG et al., 2019).

2.3.1.5. Resisténcia aos Anfenicois

Anfenicois sdo drogas antimicrobianas bacteriostaticas utilizadas no
tratamento de salmoneloses, infecgdes graves no sistema nervoso central, osteomielite,
artrite séptica, entre outras doengas (DRAGO, 2019). Exemplos da familia incluem o
cloranfenicol, tianfenicol, azidanfenicol e florfenicol. Eles possuem uma estrutura
fenilpropanoide que atua bloqueando a enzima peptidil transferase na subunidade 50S
do ribossomo bacteriano (BARREIRO et al, 2013). O cloranfenicol, droga mais popular
da classe, € um antimicrobiano barato e eficaz de amplo espectro muito popular nos
primeiros anos apoés sua introdugao no mercado. Apesar disso, efeitos colaterais graves
foram observados em advento do seu uso, incluindo anemia aplastica irreversivel
independente da dose (SCHWARZ; KEHRENBERG e CLOECKAERT, 2004). Por esse
motivo e pela disponibilidade de drogas com espectro de agao similar no mercado, o

cloranfenicol caiu em desuso (NITZAN et al., 2010). No entanto, a emergéncia de
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patdgenos multirresistentes nos ultimos anos renovou o interesse da comunidade médica
no antimicrobiano em questao.

A resisténcia ao cloranfenicol pode acontecer primariamente através de
cloranfenicol acetiltransferases (CAT, codificadas pelo gene caf), enzimas sem relagao
genética divididas em Tipo A e B que atuam inativando a droga (ROBERTS; SCHWARZ,
2017b). O efluxo por transportadores especificos associados a membrana também pode
ser responsavel pela resistén