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RESUMO

A resisténcia aos antimicrobianos é observada em grande parte das Pseudomonas spp. isoladas na
clinica veterindria, ndo apenas pela resisténcia intrinseca desse género a muitos antimicrobianos,
mas também em decorréncia do uso indiscriminado destes, o que torna cada vez mais dificil
encontrar uma alternativa de tratamento. Na rotina, a resisténcia aos antimicrobianos é detectada
pelo teste de sensibilidade aos antimicrobianos. Contudo, os padrdes fenotipicos encontrados nesse
teste nem sempre sinalizam precisamente os mecanismos moleculares envolvidos nessa resisténcia.
Isso se da pelo fato de que mesmo que uma bactéria possua um gene que confira a resisténcia, no
momento da realizacdo do antibiograma, esse gene pode ndo estar sendo expresso, dificultando
assim a identificacdo destes por meio das técnicas usadas na rotina microbiolégica. O objetivo desse
estudo foi realizar uma comparacdo fenotipica e genotipica do padrao de resisténcia em
Pseudomonas spp. de origem veterindaria na Grande Sdo Paulo. Foi realizado o teste de sensibilidade
aos antimicrobianos por disco-difusao e reacdo em cadeira de polimerase dos genes OXA50, parC,
oprD, mexB, mexT, aac(3)-la, ant(2”')-la, GES, nalD e gyrA para todos os isolados incluidos no
trabalho. O gene gyrA amplificou em 15 isolados, parC em 20, nalD em 32, mexT em 3, oprD em 5,
OXA50 em 24, GES em 29, mexB em 9, aac(3)-la em 1 e ant(2”)-la em nenhum desses isolados. A
classe de antimicrobianos testada que apresentou a maior resisténcia entre os isolados foi a das
fluoroquinolonas. Em contrapartida, a que apresentou a maior sensibilidade foi a da cefalosporina
de terceira geracdo antipseudomoénica, sendo que nenhum dos 35 isolados apresentaram fendtipo
resistente, porém, 29 amplificaram para pelo menos 1 dos 3 genes associado as cefalosporinas.
Discrepancias encontradas entre fendtipo e o gendtipo dos genes avaliados sugerem a participagao

de outros genes e a necessidade de ampliar as analises moleculares.
Palavras-chave: Resisténcia bacteriana, Pseudomonas spp., Veterinaria
ABSTRACT

Antimicrobial resistance is observed in most Pseudomonas spp. isolated in veterinary clinics, not
only due to the intrinsic resistance of this genus to many antimicrobials but also because of their
indiscriminate use, which makes finding treatment alternatives increasingly difficult. In practice,
antimicrobial resistance is detected through antimicrobial susceptibility testing. However, the
phenotypic patterns observed in this test do not always accurately indicate the molecular

mechanisms involved in resistance. This occurs because, even if a bacterium possesses a resistance-



conferring gene, that gene may not be expressed at the time of the antibiogram, complicating its

identification using routine microbiological techniques.

The objective of this study was to perform a phenotypic and genotypic comparison of resistance
patterns in Pseudomonas spp. of veterinary origin in the Greater Sao Paulo region. Antimicrobial
susceptibility testing was performed using the disk-diffusion method, and polymerase chain
reaction (PCR) was used to detect the following genes: OXA50, parC, oprD, mexB, mexT, aac(3)-la,

ant(2”)-la, GES, nalD, and gyrA in all isolates included in the study.

The gyrA gene was amplified in 15 isolates, parCin 20, nalD in 32, mexTin 3, oprD in 5, OXA50 in 24,
GES in 29, mexB in 9, aac(3)-la in 1, and ant(2”)-la in none of these isolates. The class of
antimicrobials showing the highest resistance among the isolates was fluoroquinolones, while the
third-generation antipseudomonal cephalosporins showed the highest sensitivity. None of the 35
isolates exhibited a resistant phenotype to this class, but 29 amplified at least one of the three genes

associated with cephalosporins.

Discrepancies between the phenotypic and genotypic profiles of the evaluated genes suggest the

involvement of other genes and highlight the need for broader molecular analyses.

Keyword: Bacterial resistence, Pseudomonas spp., Veterinary

INTRODUGCAO

A resisténcia aos agentes antimicrobianos é uma preocupacdo de grande relevancia global, sendo
destacada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma das dez principais ameacas a saude
publica enfrentadas pela humanidade (11,12). Em 2015, a OMS langou uma iniciativa destinada a
monitorar a resisténcia e o uso de agentes antimicrobianos em bactérias e fungos, através do
Sistema Global de Vigilancia da Resisténcia e Uso de Antimicrobianos (GLASS — Global Antimicrobial
Resistance and Use Surveillance System) (13). Em 2024, foi divulgada uma lista de patdgenos
prioritarios resistentes aos antimicrobianos, contendo 12 bactérias que representam os maiores
riscos a saude humana, sendo que uma das espécies que esta presente nessa lista é a Pseudomonas
aeruginosa, um patdgeno oportunista que tem se destacado quanto as infec¢des hospitalares (14,
34). Porém, isolados resistentes desse género ja estdo sendo identificados na comunidade, o que
mostra que o problema da resisténcia bacteriana ndo estd restrito aos pacientes

imunocomprometidos e ao ambiente hospitalar (35). Com o objetivo de identificar a resisténcia
4



antimicrobiana, a OMS estabelece como prioridade a deteccao de bactérias resistentes, bem como
de genes de resisténcia, com o intuito de rastrear e compreender a propagacao da resisténcia em

diferentes ambientes (15, 25).

Esse esforco se mostra alinhado ao conceito “One Health” (“Satde Unica”), também promovida pela
OMS, que defende a interligagdo entre a saude humana, animal e ambiental (25, 32). A resisténcia
antimicrobiana é um exemplo de como esses trés dominios de saude estdo interligados, uma vez
gue o uso incorreto de antimicrobianos, seja na saide humana ou na veterindria, assim como sua
presenca no meio ambiente, auxiliam no surgimento e na propagacao de linhagens resistentes.
Além disso, o interesse veterinario em animais de produc¢do, como bovinos e suinos, para fins
comerciais, ja é bem consolidado, entretanto, em relacdo aos animais de companhia, os estudos
considerando o conceito de salide Unica, ainda ndo estdo bem estabelecidos, tornando fundamental
a realizacdo de estudos nesse campo. Dessa forma, esse conceito evidencia a sinergia entre
diferentes aspectos, buscando uma resposta mais efetiva e integrada a essa ameaga global (17).

(Figura 1)
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Figura 1: Esquema do conceito “one health”. Figura autoral.

Tendo em vista o cendrio citado, é necessdrio realizar uma vigilancia de como a resisténcia
bacteriana circula em diversos campos da sociedade, em especial nos animais de companhia, que
ainda sdo pouco estudados. Para isso, selecionamos Pseudomonas sp. isoladas na pratica clinica
veterindria para a realizacdo de testes fenotipicos e genotipicos, a fim de avaliar a ocorréncia da

resisténcia aos antimicrobianos em animais de companhia na Grande Sao Paulo.



METODOS
Aprovagdo do Comité de Etica de Uso de Animais e Comité de Pesquisa

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais do centro Universitario Sdo
Camilo - CEUA (parecer consubstanciado n° 04/23) e pelo Comité de Pesquisa do Centro

Universitario Sdo Camilo - CPq (parecer 37/2021).

Obtencdo dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos utilizados nesse estudo foram cedidos pela Unidade Veterinaria
Especializada Dognostic, a qual possui filiais no bairro do Belém, outras duas nos bairros do Campo
Belo e Brooklin; outras duas no municipio de Barueri e uma quinta no municipio de Guarulhos.
Foram incluidas bactérias isoladas na rotina clinica, entre os meses de novembro de 2023 a margo
de 2024, provenientes de amostras de animais de companhia cuja analise microbiolégica isolou
espécies de Pseudomonas., além de que, no teste de sensibilidade aos antimicrobianos,

apresentaram diferentes fendtipos de resisténcia aos antimicrobianos.

Triagem microbiolégica

A andlise microbioldgica de triagem foi realizada pelo Setor de Microbiologia da empresa, localizado
no bairro do Belém. Os testes realizados para identificar o género da bactéria foram a
bacterioscopia, podendo observar a presenca de bacilos Gram-negativos, crescimento em agar
sangue e agar MacConkey, teste de oxidase com resultado positivo, e testes bioquimicos para
identificacdo de bactérias fermentadoras de aclcares de acordo com a fermentacdo de
carboidratos, chamado agar TSI (agar triplice agucar ferro, do inglés “triple sugar iron dgar”), sendo
gue o género Pseudomonas apresenta resultado negativo para fermentacdo da lactose, da glicose
e da sacarose, e negativo para H2S e producdo de gas. Em alguns casos, a presenca de pigmento nos
agares ou a coloracdo prateada metalizada em meio agar sangue, além do caracteristico cheiro
adocicado, de uva ou de plastico EVA podem auxiliar na identificacdo da Pseudomonas sp (Figura

2).



Figura 2: (A) Lamina de Pseudomonas sp. em coloragdao de Gram em aumento de 100X; (B) Teste de oxidase positivo ;
(C) Placa de antibiograma por disco difusdo em agar Muller-Hinton de Pseudomonas sp; (D) Colonias de Pseudomonas
sp. Em agar sangue; (E) Col6nias de Pseudomonas sp. em agar Mac Conkey; (F) Teste TSI, quarto tubo da esquerda para

a direita correspondente ao resultado de Pseudomonas sp. Figura autoral.

Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Apds a determinacdo do género Pseudomonas, os isolados foram submetidos ao teste de

sensibilidade por disco difusdo, de acordo com o BrCAST-EUCAST-2024/CLSI-VET (2024).
Extragao de DNA genomico

Para a obtengdo de DNA gendmico das amostras foi adaptado um método manual de extragdo de
DNA gendmico (Sambrook, J.; et al. Molecular cloning. 2003; Wilson, Kate. Preparation of Genomic

DNA from Bacteria. Current Protocols In Molecular Biology, 2001)
PCR dos genes de resisténcia

Para avaliar os mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia aos antimicrobianos dos isolados,
foram selecionados pares de primers para os seguintes genes, de acordo com os artigos “Resistance
mechanisms and molecular epidemiology of Pseudomonas aeruginosa strains from patients with
bronchiectasis” (Quadro 1). O produto da reagao foi submetido a eletroforese em gel de agarose

1% a 2%, TAE 1X.



AF AGTCCTATCTCGACTACGCGAT
oyrA il 341 57 2 56,6
QAR AGTCGACGGTTTCCTTTTCCAG
arC-F CGAGCAGGCCTATCTGAACTAT
parC P 235 53
parc-R GAAGGACTTGGGATCGTCCGGA
o nalD-F GCGGCTAAAATCGGTACACT o0 o
nalD-R ACGTCCAGGTGGATCTTGER
o mexT-F TGCATCACGGGGTGAATAAC 18 555
mexT-R GGTAGCGCCAGGAGAAGTG
oD oprD-F GGCAGAGATAATTTCAAAACCAA 10 By
OpID-R GTTGCCTGTCGGTCGATTAC
50 oxa50-F AATCCGGCGCTCATCCATC o10 e
oxa50-R GGTCGGCGACTGAGGCGG
cee ges-F GTTTTGCAATGTGCTCAACG . o
ges R TGCCATAGCAATAGGCGTAG
Ia-F CCCTGACCAAGTCCAATCCATGE
aac(3)-la aac3)la 435 53
aac(3)la-R GGTGGCGGTACTIGGGTCGATA
ant(2')la-F ATGAGCGAAATCTGCCGCTCTG
ant(2")-Ia (2) 150 53
ant(2'Jla-R GCCCGCCGAGCATTTCAACTAT
o mexB-F CAACATCCAGGACCCACTCT o 55
mexB-R AGGAAATCTGCACGTTCTGE

Quadro 1: Lista de genes amplificados, com seus respectivos primers foward, primers reverse, amplicons em pares de

base e temperatura de anelamento (TM (°C)). Quadro autoral.

RESULTADOS

Foram incluidos 35 isolados de Pseudomonas sp. que apresentaram diferentes fenétipos de
resisténcia aos antimicrobianos nos testes realizados pelo Setor de Microbiologia do laboratério
parceiro. Desses 35 isolados, o maior numero foi obtido em sitio otolédgico e cutaneo. Todas as

amostras foram armazenadas e congeladas em meio BHI+glicerol.

Apds o isolamento da bactéria e sua identificacdo como Pseudomonas sp., foi realizado o
antibiograma, onde, dependendo do tipo de amostra, separados em amostras otolégica, cutanea,
urinaria, secrecao ocular, secrecao nasal ou sem identificacdo, podem ter sido testados os seguintes
antimicrobianos: enrofloxacino (ENO 5), gentamicina (GEN 10), ceftazidima (CAZ 30), levofloxacino
(LEV 5), amicacina (AMI 30), aztreonam (ATM 30), ciprofloxacino (CIP 5), piperacilina + tazobactam
(PPT 30/6), tobramicina (TOB 10), imipenem (IPM 10) e meropenem (MER 10).

Quanto aos genes testados, houve amplificagdo na seguinte proporg¢ado: nalD em 32 isolados; oprD
em 5; mexB em 9; mexT em 3; OXA50 em 24; gyrA em 15; GES em 29; ant(2”')-la em 0; aac(3)-la em

1; e parC em 20 (anexos 1 a 6; Quadro 2 a 7).



De todos os isolados incluidos no estudo, nenhum apresentou fendtipo multidroga resistente
(resistente a pelo menos um antimicrobiano de trés classes testadas). Quanto as fluoroquinolonas,

oito apresentaram resisténcia as trés drogas testadas, uma a duas drogas testadas e 7 a 1 droga

testadas (anexo 1, quadro 2).

ENROFLOXACINO | LEVOFLOXACINO | CIPROFLOXACINO

o

a R:16 R:9 R: 8

=

o]

E 12 0 26

- S:7 S: 26 S:1
NalD mexT

2 +:32 3 c

ElS =P

g mexB gyrA 215

b 40 +15 '

© -1 26 - 20

Quadro 2: Resultados simplificados do teste fenotipico (superior) e genotipico (inferior) da resisténcia as

fluoroquinolonas. Quadro autoral.

Quanto as cefalosporinas, todos os isolados apresentaram fenétipo sensivel (anexo 2, quadro 3).

CEFTAZIDIMA
g R:0
o 0
=2
o S:35
2 mexB oprD GES
_l— +:0 +5 +:29
g -1 26 -1 30 -6
[N F]
(U]

Quadro 3: Resultados simplificados do teste fenotipico (superior) e genotipico (inferior) da resisténcia as cefalosporinas.

Quadro autoral.

Aos monobactamico, 4 apresentaram resisténcia, enquanto todos os demais apresentaram fenétipo

intermediario (anexo 3, quadro 4).




AZTREONAM
g R:4
o 31
=2
s S:0
g mexB oprD
- +:9 +:5
g . 26 - 30
(TN
C]

Quadro 4: Resultados simplificados do teste fenotipico (superior) e genotipico (inferior) da resisténcia ao

monobactamico. Quadro autoral.

Aos carbapenémicos, 1 isolado apresentou resisténcia a ambas as drogas testadas, enquanto outros

2 isolados apresentaram resisténcia a apenas uma dessas drogas. Todos os demais isolados

apresentaram sensibilidade a uma das drogas e fendtipo intermediario a outra (anexo 4, quadro 5).

IMIPENEM MEROPENEM
g R: 3 R: 1
o 32 0
Z
™ S:0 S:34
g mexB oprD  GES  OXAS50
‘S +:9 +:5 +:29 +:24
> - 26 =30 =6 =1
(1T}
(L]

Quadro 5: Resultados simplificados do teste fenotipico (superior) e genotipico (inferior) da resisténcia aos

carbapenémicos. Quadro autoral.

J4 ao beta-lactdmico em associacdo ao inibidor de beta-lactamase, todos os isolados apresentaram

fendtipo intermedidrio (anexo 5, quadro 6).
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PIPERACILINA + TAZOBACTAM
g R: 0
0 35
=
r S:0
S
:
2 =11
o

Quadro 6: Resultados simplificados do teste fenotipico (superior) e genotipico (inferior) da resisténcia ao beta-lactamico
em associagao ao inibidor de beta-lactamase. Quadro autoral.

E quantos aos aminoglicosideos, 2 isolados apresentaram a resisténcia a 1 droga testada, enquanto
2 apresentaram fendtipo intermediario a outra droga. Os demais apresentaram fendtipo sensivel

aos aminoglicosideos testados (anexo 6, quadro 7).

GENTAMICINA | AMICACINA | TOBRAMICINA
g R: 0 R:0 R: 2
o 0
Ne) 2 0
z S:32
- >33 5133 NS: 1%
g ant(2")-la aac(3)-la
= +0 +1
\g - 35 - 34
d
]

Quadro 7: Resultados simplificados do teste fenotipico (superior) e genotipico (inferior) da resisténcia ao beta-lactamico

em associagao aos aminoglicosideos. Quadro autoral.

** ndo suscetivel
DISCUSSAO
Identificagdao da espécie dos isolados

Os testes bioquimicos utilizados na rotina microbioldgica sé permitem identificar a nivel de género
os isolados, com excecdo da Pseudomonas aeruginosa, entretanto, o gene OXA50, como é possivel
encontrar em diversos trabalhos na literatura, € um gene cromossémico constitutivo do genoma de
Pseudomonas aeruginosa, porém nado é encontrado em outras espécies do género Pseudomonas.(1)
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Ao obter 24 isolados que amplificaram esse gene, é possivel sugerir que todos esses 24 isolados sdo
da espécie Pseudomonas aeruginosa, enquanto os isolados que ndao amplificaram esse gene

pertenceriam a outra espécie que ndo a Pseudomonas aeruginosa.

Comparagao fenotipica e genotipica
1. Fluoroquinolonas

Neste trabalho analisamos a presenca dos genes nalD, gyrA, parC, mexT e mexB, relacionados a
resisténcia as fluoroquinolonas, classe de antimicrobianos que atuam na inibicdo da DNA girase,

enzima que atua na sintese do DNA bacteriano (Figura 3).

fluoroguinolona

_

— M-—‘ morte

DNA girase inibicao celular
da DNA
girase

Figura 3: Modelo esquematico do mecanismo de ac¢do das fluoroquinolonas. Figura autoral.

O gene nalD é um regulador negativo do operon mexAB-oprM, e quando existem muta¢des nesse
regulador, ocorre uma superexpressdao da bomba de efluxo mexAB-oprM, aumentando a
capacidade dessa de bombear as fluoroquinolonas para fora da bactéria, reduzindo a concentracao
intracelular da droga, levando a apresentar o fenétipo resistente (2). Esse mecanismo estd envolvido
principalmente com as fluoroquinolonas de terceira geragao, como o levofloxacino. Ao comparar os
resultados da PCR com os testes fenotipicos, todos os isolados que apresentaram resisténcia ao

levofloxacino amplificaram para o gene nalD.

O gene gyrA codifica a subunidade A da DNA girase, uma topoisomerase tipo Il. O par de primer foi
desenhado de forma a identificar mutacGes nesse gene que podem alterar o sitio alvo, reduzindo a
afinidade da subunidade A da DNA girase entre as fluoroquinolonas, promovendo assim a
resisténcia (3). Ao comparar o resultado da PCR com os testes fenotipicos, em alguns pontos, foram
encontradas divergéncias, como é o caso de 7 isolados que apresentaram fendtipo intermediario

(sensivel em exposicdo aumentada) para enrofloxacino, embora tenham amplificado para o gene
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na PCR. Esses resultados abrem para a discussao da possibilidade desses isolados apresentarem
algum outro gene associado no mecanismo da resisténcia que ndo foi incluido nesse estudo ou

guestdes ligadas a expressao génica.

Para o gene parC, que codifica para a subunidade C da topoisomerase Il, assim como o que ocorre
em mutagbes na gyrA, mutacdes podem alterar o sitio alvo, impedindo que o antimicrobiano se
ligue, e o par de primers foi desenhado de modo a detectar a mutacdo em questdo (3). Dos 35
isolados, 20 apresentaram a mutacdo, sendo que, 5 apresentaram fendtipo resistente as 3

fluoroquinolonas testadas.

O gene mexB é responsdvel por expressar a membrana externa do exportador multidroga do
complexo de bomba de efluxo mexAB-oprM. Na sua presenca, as drogas sdo bombeadas para fora
da célula bacteriana, promovendo assim a resisténcia (4). O gene foi amplificado em 9 dos 35
isolados, sendo que 5 desses isolados apresentaram fendtipo resistente as 3 fluoroquinolonas
testadas, 1 resistente a 2 fluoroquinolonas testadas, 1 resistente a apenas 1 fluoroquinolona, e os
demais, apresentaram fenétipo sensivel e intermediario, o que pode ser explicado pela presenca

dos demais genes de resisténcia estudados.

Por fim, o gene mexT, que codifica para o ativador transcricional que regula positivamente a bomba
de efluxo mexEF-oprN, obteve amplificacdo em 3 dos 35 isolados, sendo que todos esses 3 isolados
apresentaram fendtipo sensivel ou intermediario, portanto, esse gene nao teve ter relevancia no

mecanismo de resisténcia das fluoroquinolonas nos isolados selecionados para esse estudo (2).

2. Cefalosporinas de terceira geragao antipseudomonicas

O mecanismo de acao das cefalosporinas, assim como os demais beta-lactamicos, esta envolvido no
comprometimento da sintese da parede celular bacteriana. A droga tem capacidade de se ligar as
proteinas ligadoras de penicilina (PBP), que sdo essenciais no processo da construcdo da parede. Ao
bloquear a acdao das PBPs, ocorre a interrupg¢ao da formacao das ligagdes cruzadas entre as cadeias

de peptideoglicano (33).

Para analisar a resisténcia as cefalosporinas, os genes que foram selecionados para esse trabalho
gue estdo associados a esses antimicrobianos sdo oprD, mexB, e GES, e a cefalosporina utilizada na
rotina microbiolégica para tratar infeccGes de origem veterindrio de Pseudomonas sp. é a

ceftazidima, uma cefalosporina de terceira geracao.
13



O gene OprD codifica uma porina de membrana externa que permite a entrada de antimicrobianos,
porém na sua auséncia, na sua sintese reduzida ou até na sintese da porina mutante, pode levar a
uma maior dificuldade de entrada da droga dentro da célula, levando assim a resisténcia (5). Além
das fluoroquinolonas, o gene mexB também pode estar envolvido na resisténcia as cefalosporinas,
uma vez que seu mecanismo nao é droga-especifico (4).0 outro gene selecionado para avaliar a
resisténcia as cefalosporinas foi o GES (Guiana Extended Spectrum), um gene que codifica uma
enzima beta-lactamase de classe A, sendo que essa é classificada como uma beta-lactamase de
espectro estendido (ESBL), conferindo assim a resisténcia aos beta-lactamicos de amplo espectro,

gue é o caso da ceftazidima (5).

Embora todos os isolados tenham apresentado fenétipo sensivel a esse antimicrobiano, 5 isolados
amplificaram para o gene oprD, 28 para o GES e 9 para o mexB, o que abre para a discussdo da
possibilidade de se tratar de casos em que a resisténcia possa ser apresentada in vivo, ja que existe
a presenca do gene, ndo condizendo com o teste de sensibilidade in vitro, levando assim a uma falha

terapéutica e reduzindo as alternativas de tratamento.

3. Monobactamico

Para estudar a resisténcia aos monobactamicos, os genes selecionados foram o oprD e o mexB, e a
droga testada na clinica veterinaria para Pseudomonas sp. é o Aztreonam, cujo mecanismo é o
mesmo que os demais beta-lactdmicos, com a diferencia de que possuem apenas um anel beta-
lactdmico em sua estrutura. Todos os isolados que apresentaram fendtipo resistente ndo
amplificaram o gene oprD, o que justificaria a resisténcia, ja que, como explicado anteriormente, o
desenho do primer foi realizado a detectar as muta¢des que ndo permitem que a droga entre na

célula bacteriana (5).

Por outro lado, dos isolados que amplificaram para o gene mexB, apenas 3 apresentaram fendtipo
resistente, enquanto os demais apresentaram fendtipo intermediario (4). Essa classificacdo,
segundo o BrCAST, define intermedidrio como sendo “sensivel com exposi¢do aumentada”, que
existe altas chances de sucesso terapéutico quando for ajustada a dosagem da droga usada,
aumentando a sua concentragdao. Sendo assim, a diferenca entre o fendtipo “sensivel” e

“intermediario” estd na concentracao da droga usada (53).
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4. Carbapenémicos

Os genes envolvidos nos mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos, que foram incluidos nesse
estudo, sdo o oprD, mexB, OXA50 e GES. Na rotina microbioldgica veterindria, os carbapenémicos
testados sdo o Imipenem e o Meropenem, sendo que esses antimicrobianos também sdo beta-
lactamicos, porém, devido a diferencas quimicas na estrutura da molécula, como a presenca do anel
ciclopentano, confere uma acdo mais ampla contra bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e

anaerdbias, além de serem resistentes a maior parte das beta-lactamases, inclusive as ESBL.

O gene OXA50, também chamado de blaOXA50, é uma beta-lactamase de Pseudomonas sp. que
codifica uma oxacilinase (7). A eficiéncia desta enzima contra carbapenémicos é geralmente baixa,
mas a presenca de outros mecanismos de resisténcia na bactéria pode contribuir para uma
resisténcia significativa a multiplas classes de beta-lactamicos, embora ela tenha atividade

principalmente sobre o meropenem e pela piperacilina + tazobactam.

J4 o gene GES, também chamado de Guiana Extended Spectrum, também é uma beta-lactamase,
porém de classe A, logo, funciona como uma ESBL (beta-lactamase de espectro estendido), e como
todas as demais beta-lactamaeses, atua na inativacdo de beta-lactamicos. Sua atividade se da

principalmente sobre os carbapenémicos e as cefalosporinas (5).

Quanto ao imipenem, apenas foram obtidos fendétipos “intermediario” e “resistente”, sendo que,
dos “resistentes” (3 isolados), 2 ndo apresentaram amplificacdo para o gene oprD, e 1 apresentou
amplificacdo. Quanto ao meropenem, apenas 1 apresentou fendtipo “resistente”, inclusive esse
mesmo isolado apresentou resisténcia ao imipenem e ndo amplificou para o gene oprD, enquanto

todos os outros isolados apresentaram fenétipo “sensivel”.

Focando no isolado que apresentou resisténcia aos 2 carbapenémicos, esse amplificou para o gene
mexB, OXA50 e GES. Os outros dois isolados que apresentaram resisténcia (apenas ao imipenem),

ambos amplificaram apenas para os genes OXA50 e GES.

5. Beta-lactamico em associa¢do com inibidor de beta-lactamase

O gene associado a resisténcia a piperacilina com tazobactam é o OXA50 (7), e uma das alternativas
terapéuticas em casos de infec¢cdes por Pseudomonas sp. é a piperacilina com tazobactam, uma
associacao entre beta-lactamico e inibidor de beta-lactamase, respectivamente.
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A piperacilina, assim como os demais beta-lactamicos, atua na inibi¢cdo da sintese da parede celular
da bactéria. Ja o tazobactam, por ser um inibidor de beta-lactamase, atua inibindo a acdo de alguma
beta-lactamase, caso a bactéria a produza, potencializando assim o efeito do beta-lactamico em
guestdo, a piperacilina, levando ao sucesso do tratamento.

Para esse gene, 24 isolados amplificaram, porém, todos os isolados incluidos apresentaram fenétipo
intermediario, o que pode indicar a necessidade de utilizar uma dosagem maior da droga caso essa

seja a alternativa terapéutica de escolha.

6. Aminoglicosideos

Os genes envolvidos nos mecanismos de resisténcia aos aminoglicosideos incluidos no estudo foram
os ant(2"")-la e o aac(3)-la. Essa classe de antimicrobianos atuam na inibicdo da sintese proteica nas
bactérias, ligando-se a subunidade 30S do ribossomo bacteriano. Quando sdo usados para tratar
infec¢des por Pseudomonas sp., os aminoglicosideos de escolha sdao gentamicina, amicacina ou

tobramicina (Figura 4).

inibicdo da
sintese
proteica

Z

subunidade
50s

aminoglicosideo
se ligando a
subunidade 30s

subunidade
30s

Figura 4: Modelo esquematico do mecanismo de a¢do dos aminoglicosideos. Figura autoral.

O gene ant(2”)-la codifica uma enzima chamada aminoglicosideo-2"-O-nucleotidiltransferase, que
catalisa a reacdo de transfréncia de um grupo AMP de um substrato ATP, processo chamado
adenilagdo. Quando esse processo ocorre, a inativagdao do aminoglicosideo é estabelecida, levando

a resisténcia (8).

J4 o gene aac(3)-la codifica uma enzima modificadora de aminoglicosideos (em especial a

gentamicina), a 3-N-aminoglicosideo acetiltransferase, que atua na acetilacdo de grupos hidroxila
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do aminoglicosideo, levando assim a sua modificacdo, e consequentemente, dificultando a sua

ligacdo a subunidade 30S do ribossomo, o que gera a resisténcia (8).

De todos os isolados, nenhum obteve amplificacdo de nenhum dos dois genes, com excecdo de um
isolado, que apresentou amplificacdo para o gene aac(3)-la, entretanto, esse isolado apresentou
fendtipo sensivel para os trés aminoglicosideos testados. E possivel que, mesmo que esse isolado
tenha apresentado o fendtipo sensivel, a resisténcia se apresente apds uma exposicdo prolongada

adroga

Embora quase todos os isolados tenham apresentado fenétipo “sensivel” ou “intermediario” aos 3
aminoglicosideos testados, 2 isolados apresentaram fendtipo “resistente” a tobramicina, enquanto

III

1 isolado apresentou o fendtipo “ndo suscetivel”, que indica a possibilidade de falha terapéutica ao
utilizar essa droga, podendo apresentar a resposta “resistente” ou “intermedidrio” em doses usuais
da droga, mas que nao foi utilizado o termo “resistente” apds realizado o teste de sensibilidade por

ndo haver a certeza de que ndo é uma alternativa terapéutica.

Conclusao

Realizar o controle e vigilancia da circulagcdao dos genes de resisténcia em Pseudomonas spp. de
origem veterindria na comunidade, além de estudar os seus mecanismos moleculares, é
fundamental para criar medidas de controle da disseminacdo dessa resisténcia; E discrepancias
encontradas entre fendtipo e gendtipo da resisténcia nos isolados avaliados sugerem a participagdo
de outros genes e mecanismos, além da possibilidade da falha terapéutica ocorrer devido a
diferenga entre a expressao génica in vitro e in vivo, evidenciando assim a necessidade de ampliar
as analises moleculares. Além disso, considerando a abordagem “one health”, esse controle é
fundamental para garantir que os genes de resisténcia tenham a sua circulagao dificultada em
humanos, animais e no meio ambiente, promovendo assim a saude de todos esses sistemas como

um so.
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Anexo

ANTIMICROBIANO S GENES ANTIMICROBIANO S GENES
ENO | LEV [ CIP |nalD|mexT|mexB| gyrA | parC ENO | LEV CIP | nalD| mexT|mexB| gyrA| parC

P1-® - F - + - + + P20-C + + + + - + - -
P2-© + + + + + + + P21-U x - £ + - + +
P3-C + + + + + + P22-C + - * + - -
P4-© k4 + + + + + P23-8 + + + + - + +
P5-© + + + + + + + P24-® z - £ + N + -
P6-© + - + + - - - P25-6 * - * + - + +
P7-8 * - i + - + P26-© - - £ + - +
P8-© + + + + + + P27-© * - * + - -
P9-0 T - T | + - + | P2o | - - T [+ ] - +
P10-C + - I + - + P29-N B - £ + + +
P11-8 - - - + + + P30-8 + + + + - -
P12-6 + - 1 + + N P31-6 + + + + +
P13-C - - + - + P32-6 - - * + -
P14-® + - + + + P33-N + * + +
P15-C + - + - + N + P34-C + + + N
P16-N - - * + |+ + - + | P35-TR | % * +

P17-8 * - * + . +

P18-8 + - * + - +

P19-6 + + + + + N

Anexo 1: Dados do fenodtipo de resisténcia as fluoroquinolonas dos isolados, sendo: ENO (enrofloxacino), LEV

(levofloxacino), CIP (ciprofloxacino), - (sensivel), + (intermediario), + (resistente); E dados da presenca dos genes de

resisténcia nos isolados, sendo: + (presenca), - (auséncia)

ANTIMICROBIANO GENES NTIMICROBIANOQ| GENES
- CAZ oprD| mexB | GES CAZ oprD [ mexB| GES

P1-® - - - - P20-C - - + +
P2-8 - + + + | P21-U - - - +
P3-C - + + + P22-C - - - +
P4-© - - + + P23-8 - + - +
P5-8 - - + + P24-© - - +
P6-© - - - - P25-0 - - - -
P7-8 - - - - P26-8 - - - +
P8-© - - + + P27-6 - - - +
P9-© - - + P28-© - - - +
P10-C - + - + P29-N - - - -
P11-© - + - + P30-8 - - - +
P12-8 - - - - P31-8 - - - +
P13-C - - - + P32-8 - - - +
P14-® - - - + P33-N - - - +
P15-C - - + + P34-C - - - +
P16-N - - + + P35-TR - - - +
P17-8 - - - +

P18-8 - - - +

P19-8 - - + +

Anexo 2: Dados do fendtipo de resisténcia a cefalosporina, sendo: CAZ (ceftazidima), - (sensivel), £ (intermediario), +

(resistente); E dados da presenga dos genes de resisténcia nos isolados, sendo: + (presenca), - (auséncia), NA (ndo

avaliado)

ANTIMICROBIANO GENES ANTIMICROBIANO GENES
AZTREONAM oprD | mexB AZTREONAM oprD | mexB

P1-© + - - P20-C + - +
P2-© NA + P21-U t - R
P3-C t * P22-C t - -
P4-© + - + P23-6 + + -
P5-© + - + P24-@ * - -
PE-© t - - P25-8 t - -
P7-© t - - P26-© t - -
PB-© t - * P27-8 t - -
P9-© + - - P28-6 * - .
P10-C t - P29-N t - -
P11-8 t - P30-© t - -
P12-8 t - - P31-8 t - -
P13-C + - - P32-6 + - -
P14-@ + - - P33-N t - -
P15-C t - + P34-C t - -
P16-N t - * P35-TR t - -
P17-8 t - -

P18-8 + - -

P19-8 + - +
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Anexo 3: Dados do fenétipo de resisténcia ao monobactdmico dos isolados, sendo: ATM (aztreonam), ), - (sensivel),

* (intermediario), + (resistente); E dados da presenca dos genes de resisténcia nos isolados, sendo: + (presenca), -

(auséncia), NA (ndo avaliado)

ANTIMICROBIANOS GENES ANTIMICROBIANOS GENES
1PM MER | oprD | mexB [OXA50| GES IPM MER | oprD | mexB [OXA50] GES

P1-0 + - - f + - P20-C t - - + - +
P28 + + + + + P21-U t - + +
P3-C + - + + + + P22-C t - + +
P4-® + + + + + P23-8 + + + +
P58 + + + + P24-0 t - +
P68 + B P25-6 t + -
P78 + - + - P26-6 t + +
P88 + + + + P27-6 t B +
PI-O + - + + P28-8 t + +
P10-C + + + + P29-N t + -
P118 + + + + P30-8 t - +
P12-6 + - P31-8 + + +
P13-C + + P32-6 t +
P14-0 + - - + P33-N t - +
P15-C + + + + P34-C t + +
P16-N + + + + | P35-TR t + +
P17-6 + - +

P18-6 + . A +

P19-6 + + + +

Anexo 4: Dados do fendtipo de resisténcia as carbapenemicos, sendo: IMI (imipenem), MER (meropenem), -

(sensivel), * (intermedidrio), + (resistente); E dados da presenca dos genes de resisténcia nos isolados, sendo: +

(presenga), - (auséncia)

ANTIMICROBIANO GENE ANTIMICROBIANO GENE
- PPT OXA50 - PPT OXA50
P1-® + + P20-C i -
P2-© t + P21-U + +
P3-C * + P22-C t +
P4-@ * + P23-© t +
P5-6 * + P24-0 *
P6-6 * - P25-© t +
P7-© * + P26-6 * +
P8-© * + P27-© t -
P9-@ * + P28-© t +
P10-C + + P29-N t +
P11-6 * + P30-6 * -
P12-6 * - P31-6 * +
P13-C * - P32-© *
P14-0 * - P33-N t -
P15-C * + P34-C t +
P16-N * + P35-TR * +
P17-6 * -
P18-6 * +
P19-© * +

Anexo 5: Dados do fenétipo de resisténcia ao beta-lactamico em associagdo com inibidor de beta-lactamase, sendo:,

PPT (piperacilina + tazobactam), - (sensivel), * (intermediario), + (resistente); E dados da presenca dos genes de

resisténcia nos isolados, sendo: + (presenca), - (auséncia)
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ANTIMICROBIANOS GENES ANTIMICROBIANOS GENES
GEN | AMI | TOB |ant(2")-A[ aac(3)1A GEN | AMI | TOB | ant(2")JA | aac(3)1A

P1-@ - - + - - P20-C - - - - -
P28 * - NS - - P21-U

P3-C - - - - - P22-C

P4-© - - - - - P23-6

P5-© - - - - - P24-0

P69 - - - - - P25-©6

P7-© - - - - - P26-©

P8-© - - - - - P27-6

PS-® - - + - - P28-6

P10-C - - - - - P29-N

P11-8 B - B - - P30-8
P12-8 t - P31-8

P13-C - - - - + P32-8
P14-© - - - - - P33-N

P15-C - - - - - P34-C

P16-N - - - - - P35-TR

P16-N - - - - - P34-C
P17-6 - - - - - P35-TR
P18-©
P19-6

Anexo 6: Dados do fendtipo de resisténcia aos aminoglicosideos dos isolados, sendo: GEN (gentamicina), AMI
(amicacina), TOB (tobramicina), - (sensivel), £ (intermediario), + (resistente); E dados da presenga dos genes de

resisténcia nos isolados, sendo: + (presenca), - (auséncia), NS (ndo suscetivel)
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