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“O mar salgado, quanto do teu sal

Sé&o lagrimas de Portugal!

Por te cruzarmos, quantas maes choraram,
Quantos filhos em vao rezaram!

Quantas noivas ficaram por casar

Para que fosses nosso, 6 mar!

Valeu a pena? Tudo vale a pena

Se a alma néo é pequena.

Quem quer passar além do Bojador
Tem que passar além da dor.

Deus ao mar o perigo e o abismo deu,
Mas nele € o que espelhou o céu.”

X — Mar Portugués. Fernando Pessoa
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RESUMO

SANTIAGO, Gabrielli Stefaninni. Compreensdo de Mecanismos Fenotipicos e
Genotipicos Relacionados a Producdo de p-lactamases do Tipo AmpC em
Enterobacteriaceae. 106p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

A producdo de B-lactamase tipo AmpC em Enterobacteriaceae é relatada em todo o
mundo e tem grande importancia clinica e epidemioldgica devido a restricdo terapéutica,
dificuldade de deteccdo, disseminacdo de AmpC plasmidiais e mutacdo do gene natural
ocasionando multirresisténcia aos antimicrobianos, no caso de produtores de ESAC (AmpC
de Espectro Estendido). Neste estudo, foi realizado um ensaio inicial de pesquisa da producgéo
de AmpC considerando dois grupos de enterobactérias, suspeitamente produtoras da enzima,
18 isoladas de amostras clinicas humanas (FFUP - Portugal) e 20 de leite mastitico bovino
(UFRRJ - Brasil), respectivamente. Posteriormente, 238 cepas de Escherichia coli,
provenientes de fazendas leiteiras brasileiras, foram investigadas quanto a producdo de AmpC
segundo as metodologias fenotipicas e bioquimicas previamente desenvolvidas, além da
pesquisa genotipica por PCR (ACC, AmpC universal, ampR, CIT, CMY, DHA, EBC, MOX e
FOX). O sequenciamento do promotor e do gene inteiro ampC foi realizado em 12 cepas para
avaliar mutagdes referentes a super producdo da enzima e producdo de ESAC. Todas as cepas
de origem humana se mostraram fenotipicamente produtoras de AmpC sendo confirmadas em
72,2% delas pelo teste de inibicdo com &cido bor6nico (AB) e pl 9 em 44,5%. A técnica de
PCR revelou: AmpC universal em 83,4% das cepas, CIT em 66,7%, CMY em 16,7% e DHA
em 55,6%. Apesar de 61,1% destas cepas apresentarem suspeita de ampC plasmidial, apenas
em 38,9% foi confirmada a presenca do elemento movel. Nao foi possivel observar a inibicao
completa pela cloxacilina nem nas doadoras nem nas receptoras. Dentre os 20 cepas de
enterobactérias de origem animal, apenas uma cepa de Proteus mirabilis demonstrou
caracteristicas fenotipicas de produtora de AmpC cuja transferéncia do gene foi confirmada
por conjugacdo. Possivelmente, as demais cepas tenham perdido o plasmideo de resisténcia
durante o transporte a FFUP, o que justificaria a suspeita inicial de producdo da enzima.
Dentre as 238 cepas de E. coli, 11,76% apresentou diminuida suscetibilidade a cefoxitina,
caracteristica de pAmpC ou super produtoras de AmpC ou ESAC. Nédo houve confirmacao da
producdo de AmpC por inibicdo com cloxacilina, por AB nem pela determinacdo de MIC. Foi
possivel confirmar a auséncia de pAmpC por PCR e também por conjugacdo. Frente a estes
resultados, 2 cepas suspeitas de super produzirem a enzima e 4 suspeitos de produzirem
ESAC foram analisadas quanto a mutacdes na regido promotora e verificou-se que 3 cepas (2
suspeitos) possuem mutacdes na regido promotora (-1, +58) sugerindo o mecanismo de super
producdo de AmpC. O sequenciamento do gene inteiro demonstrou mutagdes responsaveis
pelas variagdes de aminoacidos nas regides do Q loop (191, 209) e R2 (298, 300, 304). Todas
as cepas analisadas apresentaram variacOes nas regides responsaveis pela maior flexibilidade
da enzima propiciando a hidrdlise de outros B-lactdmicos, como o cefepime. Desta forma, o
estudo permitiu um importante levantamento de dados epidemiologicos sobre os genes de
resisténcia em enterobacterias circulantes no hospital portugués estudado e detectou-se, pela
primeira vez, mutacOes sugestivas de super producdo de AmpCe producdo de ESAC
em E. coli provenientes de amostras circulantes no rebanho bovino brasileiro.

Palavras-chave: ESAC, conjugacdo, pAmpC, ponto isoelétrico, promotor de AmpC.



ABSTRACT

SANTIAGO, Gabrielli Stefaninni. Comprehension of Phenotypic and Genotypic
Mechanisms Related to AmpC p-lactamase-producing Enterobacteriaceae. 106p. Thesis
(PhD in Veterinary Science). Veterinary Institute, Department of Animal Parasitology,
Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

The production of AmpC-type B-lactamase in Enterobacteriaceae is reported worldwide and
has great clinical and epidemiological importance due to the therapeutic restriction, detection
difficulty, dissemination of plasmid AmpC and mutation of the natural gene causing
multidrug resistance in the case of ESAC producers (Extended Spectrum AmpC). In this
study, AmpC production was carried out considering two groups of enterobacteria, suspected
of producing the enzyme: 18 strains from human clinical specimens (FFUP - Portugal) and 20
from bovine mastitic milk (UFRRJ - Brazil), respectively. After this, a total of 238
Escherichia coli from brazilian dairy farms were used to detect AmpC according to
previously developed phenotypic and biochemical methodologies, and by PCR (ACC, AmpC
universal, ampR, CIT, CMY, DHA, EBC , MOX and FOX). Sequencing of the promoter and
the entire ampC gene was performed on 12 strains to evaluate mutations related to AmpC
overproduction and ESAC production. All isolates of human origin were phenotypically
expressed as AmpC producers and were confirmed in 72.2% by the inhibition test with
boronic acid (AB) and pl 9 in 44.5%. The PCR technique revealed: AmpC universal in
83.4%, CIT in 66.7%, CMY in 16.7% and DHA in 55.6%. Although 61.1% of these isolates
suspected plasmidial ampC only 38.9% presented the mobile element. Complete inhibition by
cloxacillin could not be observed in either donor or recipient. Of the 20 animal enterobacteria
isolates, only one Proteus mirabilis demonstrated phenotypic characteristics of AmpC
producer whose gene transfer was confirmed by conjugation. Possibly, the other isolates lost
the resistance plasmid during transport to the FFUP, which would justify the initial suspicion
of enzyme production. Among the 238 E. coli, 11.76% presented decreased susceptibility to
cefoxitin, characteristic of pAmpC or super producers of AmpC or ESAC. There was no
confirmation of AmpC production by inhibition with cloxacillin and AB nor by MIC
determination. The absence of pAmpC was confirmed by PCR and also by conjugation. Two
isolates suspected of overproducing the enzyme and 4 ESAC suspects were analyzed for the
promoter region and entire gene. Three isolates (2 suspects) were found to have mutations at
the promoter region (-1, +58) confirming the overproduction of AmpC. Entire gene
sequencing demonstrated mutations responsible for amino acid variations in the Q loop
regions (191, 209) and R2 (298, 300, 304). All the analyzed strains presented variations in the
regions responsible for the greater flexibility of the enzyme, propitiating the hydrolysis of
other B-lactams, such as cefepime. Thus, the study allowed an important survey of
epidemiological data on resistance genes in circulating enterobacteria in the studied
portuguese hospital and it is the first report of mutations suggesting overproduction of AmpC
and ESAC detection in E. coli in brazilian cattle dairy samples.

Keywords: AmpC promoter, conjugation, ESAC, isoelectric point, pAmpC.
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1 INTRODUCAO

A familia Enterobacteriaceae contém 44 géneros e mais de 170 espécies de bacterias
Gram negativas que habitam diversos ambientes inclusive os de produgdo animal, e podem
ocasionar doencas em animais e em humanos (Koneman et al., 2010; Liebana et al., 2013).

O tratamento de infec¢Bes ocasionadas por estas bactérias é realizado administrando-
se, principalmente, antimicrobianos da classe pB-lactdmicos. No entanto, logo apds a
descoberta do primeiro antibiético desta classe, a penicilina, relatou-se a produgdo de enzimas
capazes de hidrolisar esta molécula, tornando-a inativa. A producéo de p-lactamases em Gram
negativos € o principal mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos devido ao seu
armazenamento no espaco periplasmatico (Fleming, 1929; Barlow e Hall, 2002; Marsik and
Nambiar, 2011; Zeng e Lin, 2013; Kateregga et al., 2015).

As B-lactamases foram estudadas e classificadas segundo a homologia de aminoacidos
da molécula (Ambler, 1980) e segundo a fungdo enzimatica (Bush, Jacoby e Medeiros, 1995).
As B-lactamases AmpC sdo cefalosporinases pertencentes a classe molecular C e ao grupo
funcional 1, e geralmente sdo resistentes a inibicdo pelo &cido clavulanico e confere
resisténcia as cefamicinas, como a cefoxitina (Bush et al., 1995; Bush e Jacoby, 2010). O
ponto isoelétrico ¢ o peso molecular também auxiliam na classificacdo das PB-lactamases
(Ambler, 1980; Jaurin e Grunsdtrom, 1981; Bush et al., 1995). Algumas enterobactérias sdo
naturalmente produtoras destas enzimas e sua producdo é induzida pelo uso de alguns
antimicrobianos, como o imipenem (Pérez-Pérez e Hanson, 2002). Dentro deste grupo, ha
bactérias que superexpressam constitutivamente esta enzima devido as mutacGes no gene
repressor do gene ampC (Dias, 2009). Um fator preocupante em todo 0 mundo €é a presenca
de enterobactérias produtoras de AmpC pela presenca de plasmideos contendo genes
codificantes destas enzimas e também de genes de resisténcia a outras classes antibioticas
(Pérez-Pérez e Hanson, 2002; David e Paterson, 2006; Pavez et al., 2008; Bortolaia et al.,
2014; Cottell et al., 2014).

Nos tltimos anos, a produgdo de B-lactamases do tipo AmpC tem contribuido com alto
indice de resisténcia aos B-lactdmicos principalmente devido a aquisicdo de plasmideos
contendo o gene codificante dessas enzimas (Pérez-Pérez e Hanson, 2002; Yagi et al., 2005).
A classificacdo das enzimas AmpC plasmidiais € baseada na codificacdo de origem
cromossémica, diferenciando-se em seis grupos com similaridade genética: ACC (originado
de Hafnia alvei), FOX (originado de Aeromonas spp.), MOX (originado de Aeromonas spp.),
DHA (originado de Morganella morganii), CIT (originado de Citrobacter freundii e de
Aeromonas spp.:), EBC/ENT (originado de Enterobacter cloacae) (Pérez-Pérez e Hanson,
2002; Livermore e Woodford, 2006; Rapoport et al., 2008; Pavez et al., 2008). Atualmente,
além das enterobactérias naturalmente produtoras de AmpC e as que adquiriram AmpC
plasmidias, relata-se a mutacdo do gene que colabora para a mudanca de atividade enzimatica,
as denominadas ESAC (Mammeri et al., 2008; Haenni et al., 2014; Pires et al., 2015).

A produgdo desta enzima ainda é subestimada em muitos laboratorios humanos e
animais, comparadamente aos dados referentes a producdo de ESBL (B-lactamases de
espectro estendido), e relacionam esta negligéncia a dificuldade de deteccdo da enzima e
auséncia de técnicas padronizadas para tal (Steward et al., 2000; Thomson, 2001; Shahid et
al., 2004; Husickova et al., 2012). Frente a esta realidade, a realizacdo de diversos testes
laboratoriais que confirmem esta producdo enzimatica confere maior fidedignidade dos
resultados e pode auxiliar na discriminacdo da técnica mais pratica e reprodutivel entre os
laboratorios de pesquisa.



O tratamento de infec¢fes causadas por cepas produtoras de AmpC é complicado
devido a multirresisténcia observada e acarreta grandes custos, tanto para humanos quanto
para o tratamento de animais (Carvalho, 2009; Garcia-Cobos et al., 2015; Sellera et al., 2015).
Muitos fatores sdo relacionados a este evento, como 0 uso incorreto e indiscriminado de
antimicrobianos na medicina humana e veterinaria, e a utilizacdo de antimicrobianos em
subdoses nas ragdes animais (Rayamajhi et al., 2008).

O presente trabalho teve como objetivo detectar fenotipica e genotipicamente a enzima
AmpC em cepas de origem animal provenientes de fazendas leiteiras brasileiras, apds a
padronizacdo de técnicas para a deteccdo desta enzima, realizada em cepas de origem clinica
humana, de modo a elucidar os mecanismos envolvidos na producao desta enzima e contribuir
para uma significativa compreensdo da circulacdo de enterobactérias resistentes no ambiente
de producéo leiteira.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producao de p-Lactamases

Em 1928, Alexander Fleming observou o efeito bactericida de Penicillium notatum
que levou a descoberta da penicilina, o primeiro antibiotico B-lactamico (Fleming, 1929). A
partir de entdo, outros antibidticos foram descobertos ou sintetizados a partir deste composto.
No entanto, Fleming ja observara a resisténcia de algumas bactérias a penicilina, e em alguns
anos observou-se a emergéncia da resisténcia aos p-lactamicos. Alteracbes em PBP
(transpeptidases, proteinas ligantes de penicilina), mutacdes em porinas e a producdo de f3-
lactamases foram descritas como responsaveis por este evento (Fleming, 1929; Zeng & Lin,
2013).

B-lactamases sd0 enzimas que acarretam a resisténcia das bactérias aos
antimicrobianos da classe dos B-lactamicos. Atualmente, sdo descritas quatro classes de [-
lactamases e mais de 1000 variedades destas enzimas descritas em bactérias Gram negativas,
dentre elas as mais comuns sdo da familia TEM e SHV, reportadas desde 1965 e CTX-M,
reportada mais recentemente (Barlow & Hall, 2002; Dias, 2009; Tolentino, 2009; Goncalves,
2010; Marsik & Nambiar, 2011).

As B-lactamases podem ser codificadas por genes cromossomais ou plasmidiais, sendo
encontradas em Gram positivos e Gram negativos, e uma vez produzidas, ficam armazenadas
no espaco periplasmatico das Gram negativas enquanto se dispersam no meio quando
produzidas pelas Gram positivas (Barlow & Hall, 2002; Zeng & Lin, 2013). Essas enzimas
sdo classificadas de acordo com suas propriedades de perfil do substrato sobre os quais agem,
estrutura molecular, ponto isoelétrico e peso molecular (Ambler, 1980; Jaurin & Grunsdtrom,
1981; Bush et al., 1995).

Dois esquemas para a classificacdo das p-lactamases sdo utilizados: um de acordo com
a homologia de aminoacidos da molécula, proposta por Ambler (1980) e outra baseada na sua
atividade enzimética proposta por Bush et. al. (1995). Em 2010, a classificacdo funcional das
B-lactamases foi atualizada por Bush e Jacoby (2010), no entanto, novas enzimas vém sendo
descritas e aos poucos sdo inseridas nos grupos ja existentes. As novas B-lactamases estdo
muitas vezes relacionadas as falhas terapéuticas observadas.

2.2 pB-Lactamase Tipo AmpC

Em 1940, uma B-lactamase capaz de hidrolisar a penicilina foi descrita em Escherichia
coli. Embora ndo tenha recebido a nomenclatura atual, esta foi a primeira vez que se relatou a
existéncia da AmpC (Abraham e Chain, 1940). A partir de 1965 iniciaram-se os estudos sobre
esta penicilinase. A sequéncia genética de ampC foi descrita somente em 1981 (Jaurin e
Grunsdtrom, 1981; Jacoby, 2009).

AmpC ¢é uma serina-B-lactamase pertencente ao grupo 1 de Bush-Jacoby-Medeiros
(1995; 2010) e a classe C de Ambler (1980; 1995). A classificagdo de B-lactamases mais
usada é a proposta por Bush-Jacoby-Medeiros (1995; 2010) que utiliza a fun¢do enzimatica
para separar 0s grupos (Quadro 1). O Grupo 1 é composto por enzimas que hidrolisam
cefamicinas (cefoxitina e cefotetan), oxi-imino-cefalosporinas (como ceftazidima, cefotaxima
e ceftriaxona), e monobactamicos (como o aztreonam), mas em menor nivel. AmpC é capaz
de hidrolisar aminopenicilinas associadas com inibidores de p-lactamases (amoxicilina com
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acido clavulanico, ampicilina com sulbactam) e ndo age sobre cefalosporinas de quarta
geragdo (cefepime), nem carbapenemas (Nordmann e Mammeri, 2007; Jacoby, 2009;
Martinez-Rojas 2009). AmpC foi distinguida das demais serina-B-lactamases porque apesar
de também conter este aminoacido em seu sitio ativo, tem origem diferente das demais e por
isso tem sido descrita como serina-p-lactamase de classe C (Ambler, 1980; Jaurin e
Grunsdtrom, 1981).

A enzima AmpC também pode ser caracterizada por suas propriedades fisicas
importantes na sua diferenciacdo dentre as outras serina-p-lactamases. Sua massa molecular
varia de 34 a 40kDa e seu ponto isoelétrico é 9, embora dentro do grupo AmpC exista
algumas variacgdes de 6,4 (FOX-4) a 9,4 (LAT) (Jaurin e Grunsdtrom, 1981; Philippon et al.,
2002; Jacoby, 2009).

Como dito anteriormente, as p-lactamases AmpC ndo sdo inibidas pelos inibidores de
B-Lactamases, como acido clavulanico, sulbactam e tazobactam, tampouco sdo inibidas por
EDTA (um inibidor de metalo-carbapenemase). Porém, alguns compostos conseguem inibir a
acao hidrolitica das enzimas AmpC: cloxacilina e oxacilina, e também o &cido bordnico e seus
derivados (Coudron, 2005; Jacoby, 2009; Rodriguez-Martinez et al., 2009; Tondi et al., 2010;
Suetal., 2012; Pires et al., 2015).

Muitas bactérias produzem naturalmente AmpC, sendo as pertecentes a familia
Enterobacteriaceae: Buttiauxella agrestis, Citrobacter braakii, Citrobacter freundii,
Citrobacter murlinae, Citrobacter youngae, Citrobacter werkmanii, Edwardsiela tarda,
Enterobacter spp., Erwinia rhapontici, Escherichia albertii, Escherichia fergusonii,
Escherichia coli, Hafnia alvei, Morganella morganii, Proteus rettgeri, Providencia spp.,
Serratia marcescen, Shigella spp. e Yersinia spp. (Jacoby, 2009). Estas bactérias possuem o
gene cromossomal induzivel e quando previamente expostas a agentes indutores - ampicilina,
cefepime, cefoxitina ou acido clavulanico - expressam o gene e consequentemente apresentam
caracteristicas de produtor de AmpC (Thomson, 2001; Barlow e Hall, 2002; Jacoby, 2009).

Em Escherichia coli e Shigella spp., 0 AmpC cromossomal ndo € induzivel, devido a
perda do gene regulador ampR (Jacoby, 2009; Martinez-Rojas, 2009; Al-Bayssari et al.,
2015). Proteus mirabilis e Klebsiella spp. perderam o gene AmpC cromossomal, mas
atualmente estas bactérias podem apresentar AmpC mediada por plasmideo. Além destas,
também ha relatos de pAmpC (AmpC plasmidial) em Escherichia coli, Salmonella spp.,
Citrobacter freundii e Enterobacter aerogenes. A presenca do gene plasmidial aumenta a
prevaléncia do mecanismo de resisténcia pela disseminacdo entre os Gram negativos
(Bauernfeind et al., 1996; Thomson, 2001; Philippon et al., 2002; Schmidtke and Hanson,
2006; Nordmann et al., 2007; Al-Bayssari et al., 2015). Observa-se que a enzima AmpC
mediada por plasmideo tem expressdo constitutiva (ndo induzivel) (Thomson, 2001).

A producdo desta enzima em bactérias naturalmente produtoras tem atividade na
manutencdo da parede bacteriana, porém a enzima também esta associada a hidrdlise de 7-
metoxicefalosporinas (por exemplo, cefoxitina) e pode ainda levar a resisténcia bacteriana a
outras cefalosporinas quando ha mutacdo genética acarretando a super producédo desta enzima
(Bauernfeind et al., 1996; Philippon et al., 2002).



Quadro 1. Classifica¢do de p-lactamases bacterianas, segundo Bush-Jacoby (2010)

Grupo segundo
Bush-Jacoby

Classe Molecular
Ambler (subclasse)

Substrato

Acdo de inibidores
(Ac. clavulanico,
sulbactam e tazobactam)

Caracteristicas

Exemplo de enzimas

1 C Cefalosporinas Néo Melhor hidrélise de cefalosporinas do que | E. coli AmpC, CMY-2,
de benzilpenicilinas; hidrolisa cefamicina. FOX-1, MIR-1, P99, ACT-
1.
1E C Cefalosporinas Néo Hidrolise aumentada de ceftazidima | GCI, CMY-37
frequentemente outras oxiimino-p-
lactamicos
2a A Penicilinas Sim Maior hidrélise de benzilpenicilinas do que | PCI
cefalosporinas
2b A Penicilinas e cefalosporinas de Sim Hidrélise similar de benzilpenicilinas e | TEM-1,TEM-2, SHV-1
menor espectro cefalosporinas
2be A Cefalosporinas  de  espectro Sim Hidrélise aumentada de oxiimino-p- | TEM-3, SHV-2, CTX-M-
estendido e monobactamicos lactamicos (cefotaxima, ceftazidima, | 15, PER-1, VEB-1
ceftriaxona, cefepime, aztreonam)
2br A Penicilinas Né&o Resisténcia a &cido clavulanico, sulbactam | TEM-30, SHV-10
e tazobactam
2ber A Cefalosporinas de  espectro Né&o Hidrolise aumentada de oxiimino-p- | TEM-50
estendido e monobactamicos lactamicos combinadas com a resisténcia a
acido clavulanico, sulbactam e tazobactam
2c A Carbenicilinas Sim Hidrélise aumentada de carbenicilina PSE-1, CARB-3
2ce A Carbenicilinas, cefepime Sim Hidrolise aumentada de carbenicilina, | RTG-4
cefepime e cefpiroma
2d D Cloxacilina Variavel Hidrélise aumentada de cloxacilina ou | OXA-1, OXA-10
oxacilina
2de D Cefalosporinas de  espectro Variavel Hidrolise de cloxacilina ou oxacilina e | OXA-11, OXA-15
estendido oxiimino-B-lactamicos
2df D Carbapenemas Variavel Hidrolise de cloxacilina ou oxacilina e | OXA-23, OXA-48
carbapenemas
2e A Cefalosporinas de  espectro Sim Hidrolise de cefalosporinas, inibida por | CepA
estendido acido clavulanico mas néo por aztreonam
2f A Carbapenemas Variavel Hidrolise aumentada de carbapenemas | KPC-2, IMI-1, SME-1
oxiimino-B-lactamicos, cefamicinas
3a B (Bl) Carbapenemas Né&o Hidrélise de amplo-espectro incluindo | IMP-1, VIM-1, CcrA, IND-
carbapenemas mas ndo monobactdmicos 1
B (B3) L1, CAU-1, GOB-1, FEZ-1
3b B (B2) Carbapenemas N&o Hidrolise preferencial de carbapenemas CphA, Sfh-1




A expressdo aumentada da enzima pode ser gerada devido a mutag@es no promotor de
ampC ou no seu atenuador levando a uma expressdo exagerada (Philippon et al., 2002). As
descricdes de insercdo ou delecdo mais frequentes no promotor de AmpC em Escherichia coli
que levam a esta superexpressdo sao nas posicoes: -88, -82, -42, -18, -1 e +58 (Olsson, 1983;
Caroff et al., 2000). Além destes fatores, mutagBes na hélice H-10 da B-lactamase AmpC
podem alterar a conformacdo do sitio ativo da enzima afetando assim a sua atividade
hidrolitica, aumentando o espectro de acdo para outras cefalosporinas (Figura 1) (Sohn et al.,
2008; Pires et al., 2015). A hiperproducdo de AmpC ndo acarreta resisténcia ao cefepime, mas
iIsso pode ser causado pela producdo de uma ESBL (B-lactamase de espectro estendido)
concomitante, ou de uma AmpC de espectro estendido (ESAC) (Thomson, 2001; Nasim et al.,
2004; Mammeri et al., 2006; Rodriguez-Martinez et al., 2012).

Wild type

H3 F12

P154L, F121L mutants
Figura 1. Representagdo da estrutura da enzima AmpC de Pseudomonas aeruginosa — modelo de produtor
natural de AmpC - ligada a um inibidor representado pela molécula em cor verde. As principais regies
possiveis de alteragcBes na atividade enzimatica estdo representadas pelas cores como a seguir: alca dmega —
amarelo; hélice H-10 — rosa; alca R2 — roxo; e YSN - laranja. Fonte: Berrazeg et al. 2015.

Em 1989, Bauernfeind e colaboradores relataram a primeira cefamicinase mediada por
plasmideo em uma Klebsiella pneumoniae isolada na Coréia do Sul. Esta cepa transferiu a
resisténcia as cefamicinas (cefoxitina e cefotetan) e também a penicilinas, oxi-
iminocefalosporinas e monobactamico para Escherichia coli. Esta cefamicinase foi
classificada pelo ponto isoelétrico (8,0) que sugeriu sua inclusdo na classe C das f-
lactamases, e foi denominada CMY-1 devido a sua atividade sobre as cefamicinas. Porém, a
primeira comprovacédo de B-lactamase de classe C plasmidial foi fornecida por Papanicolaou e
colaboradores (1990). Estes pesquisadores demonstraram a transmisséo da resisténcia a a-
metoxi e oxi-imino-B-lactdmicos mediada por uma enzima que denominaram MIR-1. Esta
enzima apresentou propriedades bioquimicas de p-lactamase de classe 1 e a similaridade entre
mir-1 e ampC de Enterobacter cloacae era de 90%. Anterior a estes relatos, outros
pesquisadores também observaram B-lactamase AmpC mediada por plasmideo mas com a
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perda do plasmideo ndo foi possivel aprofundar os estudos em Proteus mirabilis (Bobrowski
et al., 1976), em Proteus ou Salmonella spp. (Knothe et al., 1983).

Acredita-se que as AmpC plasmidiais tenham surgido pela transferéncia de genes
cromossomais induziveis para plasmideos. Segundo Olsson e colaboradores (1983), a
transferéncia de um ampC de Shigella sonnei para Escherichia coli de origem clinica ocorreu
por transferéncia horizontal, por um plasmideo ou por um fago.

O gene ampC possui 1370 pb e codifica uma enzima de 377 aminoé&cidos (Jaurin e
Grunsdtrom, 1981). As pequenas diferencas na sequéncia de aminodcidos deram origem as
familias de AmpC (Thomson, 2001; Jacoby, 2009). As enzimas mediadas por plasmideo
podem ser divididas em seis clusters, de acordo com sua origem bacteriana (Nordmann e
Mammeri, 2007). Algumas AmpC receberam seus nomes, de acordo com a resisténcia
produzida, como as AmpC conhecidas até hoje sdo: CMY que tem afinidade por cefamicinas,
FOX por cefoxitina, MOX por moxalactam, e LAT, por latamoxef (uma cefamicina de
terceira geracdo). Outra forma de nomear é pelo tipo de p-lactamase: ACT — AmpC type, e
Ambler class C que deu origem a ACC. O local ou 0 nome do paciente relacionado a enzima
também foram referéncias para a atribuicdo da nomenclatura: Miriam Hospital in Providence,
R.l. — MIR-1; Dhahran Hospital in Arabia Saudita — DHA,; Bilal paciente de onde isolaram a
cepa contendo a enzima BIL-1 (Philippon et al., 2002).

A enzima CMY, cujo pl varia de 8,0 a 9,2, possui seis variedades que estdo
relacionadas a AmpC cromossomal de Aeromonas spp.. CMY-1, -8, -9, -10, -11 e -19,
enquanto as demais, como CMY-2, estdo relacionadas com AmpC de Citrobacter freundii.
Esta Gltima é mediada por plasmideo e € comumente descrita em todo 0 mundo. A LAT tem
origem semelhante e seu pl € 9,4. O sequenciamento de algumas enzimas revelou que, apesar
de nomenclaturas diferentes, algumas sdo idénticas e que ndo deveriam ter recebido outro
nome quando relatadas (Bauernfeind et al., 1996; Philippon et al., 2002; Jacoby, 2009). BIL-
1, LAT-2 e CMY-2 foram ditas como a mesma enzima apos analise das sequéncias por
Barlow e Hall (2002), LAT-1 é idéntica a LAT-4 e LAT-3 idéntica a CMY-6. LAT e quase
todos os CMY sdo descendentes de um gene ampC de Citrobacter freundii. CMY-1, CMY-8,
CMY-9 e MOX também foram mobilizados de Aeromonadacaea (Barlow e Hall, 2002;
Livermore e Woodford, 2006; Nordmann e Mammeri, 2007).

ACT-1 e MIR-1 s&o descendentes de um ampC de Enterobacter cloacae e possuem pl
8,4. DHA-1 e DHA-2, com pl 7,6 e 7,8, respectivamente, s&o originados de ampC de
Morganella morganii. (Jacoby e Tran, 1999; Barlow e Hall, 2002; Power et al., 2006;
Nordmann e Mammeri, 2007). ACC-1 (pl 7,8) é descendente de ampC de Hafnei alvei, e
FOX (pl de 6,4 a 7,25) de um ampC de Aeromonas sobria (Barlow e Hall, 2002; Livermore e
Woodford, 2006; Nordmann e Mammeri, 2007).

Estas enzimas estdo frequentemente associadas as cepas multirresistentes visto que
carregam diversos genes de resisténcia em um mesmo plasmideo. Encontram-se descritas
cepas produtoras de AmpC que possuem genes de resisténcia a aminoglicosideos,
cloranfenicol, quinolonas, sulfonamidas, tetraciclina, trimetoprim e genes codificantes de
outras p-lactamases (Thomson, 2001; Philippon et al., 2002; Jacoby, 2009). Uma variedade de
elementos genéticos tém sido implicados na mobilizacdo do gene ampC em plasmideos
(Jacoby, 2009). Além disso, esta resisténcia tem-se disseminado com bastante rapidez dentre
Enterobacteriaceae humanas, animais e ambientais (Pires et al., 2015).



2.3 Regulacdo de AmpC

A regulacdo de AmpC é estudada desde sua descoberta, por Jaurin e Grundstrom
(1981) que descreveram a regido regulatéria que precede a regido codificante de ampC. A
regulacdo da expressdo de ampC pode diferir entre os microrganismos Gram negativos
(Schmidtke e Hanson, 2006). O mecanismo de expressao e repressao genética esta associado a
construcdo da parede celular e a possivel exposicdo da bactéria a um pB-lactamico, e a
regulagdo de ampC determina a diferenca entre as p-lactamases AmpC constitutivas e
induziveis (Jacoby, 2009; Martinez-Rojas, 2009).

A inducgdo de AmpC ocorre por meio de um sistema envolvendo ampD (uma amidase
citosélica), ampG (uma permease da membrana interna), ampR (um regulador transcricional
tipo Lis-R) e intermediarios de peptidoglicanos que séo reciclados (Figura 2) (Philippon et al.,
2002; Schemidtke e Hanson, 2006; Al-Bayssari et al., 2015).

O processo pelo qual ha ativacdo de ampC inicia-se com a degradacdo da parede
bacteriana ap6s um dano, como o causado pelo antimicrobiano, ou pelo crescimento celular
bacteriano e assim as subunidades de peptidoglicano da parede séo liberadas e internalizadas
no citoplasma pela AmpG, uma permease transmembrana. No citoplasma, essas subunidades,
1,6-anidromuropeptideo ligam-se & ampR — um gene transcricional — induzindo a expressao
de ampC e consequentemente a sintese da enzima. Essas subunidades sdo clivadas pela
AmpD (uma N-acetilmuramil-L-alanina amidase) em acido 1,6-anidromuramico e peptideos.
O peptideo é transformado em tripeptideo, que é reutilizado pelas enzimas da via de
reciclagem da parede celular resultando na formacdo do precursor da parede celular, UDP-
MurNac-pentapeptideo. Quando ocorre a ligacdo de AmpR com UDP-MurNac-pentapeptideo,
ha repressdo de ampC. Nao se tem conhecimento sobre a atividade exata de AmpE além da
funcdo em conjunto com AmpD. O operon AmpDE executa a funcdo reguladora de AmpC
pela produgdo de uma molécula sensorial de membrana (Schemidtke e Hanson, 2006; Jacoby,
2009; Martinez-Rojas, 2009; Guérin et al., 2015).

Em células selvagens, a producdo de AmpC é expressa constitutivamente em baixos
niveis devido a ligacdo de UDP-MurNac-pentapeptidio a AmpR. A causa mais comum de
super producdo de AmpC estd associada a mutaces em AmpD, mas em menor escala se
relata mutacdo em AmpR acarretando cepas com caracteristicas de hiperproducdo da enzima;
estes fendmenos sdo denominados derepressdo da AmpC. As bactérias mutantes podem ser
fenotipicamente resistentes a cefalosporinas de espectro estendido pela hiperproducdo da
enzima (Schemidtke e Hanson, 2006; Nordmann e Mammeri, 2007; Jacoby, 2009).
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Figura 2. Modelo da inducdo transcricional de ampC pela exposicdo a cefoxitina ou cefotaxima, em
Enterobacter cloacae. EM — membrana externa, IM — membrana interna, GIcCNAC — N-acetilglicosamina,
MurNac — &cido N-acetilmurédmico, PG — peptidoglicano, FOX — cefoxitina, CTX — cefotaxima, NagZ — codifica

uma N-acetil-D-glucosaminidase. Ilustracdo e descrigdo retiradas de Guérin et al., 2015.

Muitos estudos para compreensdo do mecanismo de regulacdo de AmpC séo

realizados, em especial com Pseudomonas aeruginosa, e vem demonstrando a ligacdo de
outros genes e de proteinas ligantes de penicilinas (PBP) no complexo sistema de reciclagem

da parede celular bacteriana (Guérin et al., 2015).

O gene ampC de Escherichia coli é normalmente expresso em baixo nivel, regulado
por um mecanismo de atenuagdo dependente da taxa de crescimento mas ndo por inducéo,
uma vez que o regulador ampR foi perdido (Philippon et al., 2002; Schemidtke e Hanson,
2006; Al-Bayssari et al., 2015). Nesta espécie,, 0 gene bolA e o gene ftsZ também estdo
envolvidos na regulacdo de ampC uma vez que atuam no momento da divisdo celular (Hanson

e Sanders, 1999; Santos et al., 1999; 2002).

As AmpC mediadas por plasmideos ndo sdo induziveis, em sua maioria. Quatro das
mais de 20 pAmpC sdo induziveis: DHA-1, DHA-2, ACT-1, CMY-13, pois estdo ligadas ao
gene ampR. Apesar de CFE-1 também estar ligado ao ampR, aparentemente ndo € induzivel

(Schemidtke e Hanson, 2006; Jacoby, 2009).

2.4  Super producao de AmpC em Escherichia coli

Dentre as enterobactérias, Escherichia coli € um natural produtor de AmpC com
promotor e atenuador fracos e por isto ndo produz enzima em quantidade suficiente para
demonstrar fenotipicamente a caracteristica de produtor de AmpC: resisténcia a cefoxitina.
Cepas desta espécie, com resisténcia fenotipica a cefoxitina, sdo considerados super
produtores de AmpC, devido a uma das seguintes modifica¢des: aquisicdo de um promotor de
Shigella spp., mutacdo em promotor e/ou em atenuador, delecdo do atenuador, ou por

aquisicdo de AmpC plasmidial, como CMY (Olsson et al., 1983; Nelson e Elisha, 1999;
Philippon et al., 2002; Haenni et al., 2004; Siu et al., 2003; Jorgensen et al., 2010).



As descricdes de inser¢do ou delecdo mais frequentes no promotor e atenuador de
AmpC em Escherichia coli s&o nas posigOes: -88, -82, -42, -18, -1 e +58 (Olsson, 1983;
Caroff et al., 2000; Haenni et al., 2014).

Uma Unica mutacéo é suficiente para causar alta producdo da enzima, visto a alteracéo
de C para T em -42 descrita por Olsson e colaboradores (1983) que ocasionou um promotor
mais forte que o comumente existente nesta espécie. A alteracdo do nimero de pares de bases
entre -42 e -18 ocasiona mudanca nos boxes -35 e -10 e esta ligada a alta resisténcia a
cefoxitina bem como a mutacdo no atenuador, entre +17 e +37 (Olsson et al., 1983; Caroff et
al., 1999; Nelson e Elisha, 1999; Siu et al., 2003; Jorgensen et al., 2010). A posicdo +24 em
que se localiza o hairpin também ja foi descrita como regido importante para a transcricdo do
gene e consequentemente producdo da enzima (Caroff et al., 1999; Siu et al., 2003).

Segundo Haenni e colaboradores (2004), as mutacbes em -32, -11 e +6 sdo
possivelmente mais comuns em Escherichia coli dos filogrupos B2 e D.

A super produgdo de AmpC ndo acarreta resisténcia ao cefepime, isso pode ser
causado pela produgdo de uma ESBL (B-lactamase de espectro estendido) concomitante ou de
uma AmpC de espectro estendido (ESAC) (Thomson, 2001; Nasim et al., 2004; Mammeri et
al., 2006; Rodriguez-Martinez et al., 2012).

2.5 AmpC de Espectro Estendido (ESAC) — Um Novo Tipo de AmpC

Como caracteristica desse grupo enzimatico, a sensibilidade as cefalosporinas de
quarta geracao vem sendo bastante discutida, uma vez que estudos ja identificaram CMY cujo
espectro de acdo é estendido. Essa enzima foi denominada ESAC (Extended-spectrum AmpC)
e vem alarmando a comunidade cientifica e érgdos de salde pela dificuldade de terapia em
cepas produtoras destas AmpC (Pires et al., 2015).

A primeira AmpC de espectro estendido foi descrita em Enterobacter cloacae isolada
de origem humana em 1992, no Japdo, que conferia resisténcia também as
oxiiminocefalosporinas (Nukaga et al., 1995). O estudo desta cepa mostrou a duplicacdo de
trés aminoacidos responsaveis pela caracteristica de atividade estendida da AmpC e
experimentalmente demonstraram que qualquer insercdo ap0s o aminoacido Arg210 poderia
ser responsavel pela hidrolise estendida a outros B-lactdmicos. Em 2006, uma enzima CMY -
10 foi estudada apds apresentar espectro estendido, e foi visto que mutacdes na enzima
ocasionaram mudancas conformacionais na enzima e por isso o sitio ativo tornou-se menos
rigido (Kim et al., 2006). Uma cepa de Escherichia coli produtora de ESAC foi identificado
em um rebanho bovino na Franga, em 2014 (Haenni et al., 2014).

Em bactérias que possuem ESAC cromossomal tem sido observada resisténcia a
cefepime, ceftazidima, cefotaxima e aztreonam, e tem sido observada certa atividade
hidrolitica sobre imipenem. Isolados clinicos apresentando inser¢des, delecdes e substituicdes
de aminoacidos na alca H-10 (R-2) foram descritas em ampC cromossomais e plasmidiais.
Substituicdes ou inser¢des de aminoacidos na alca Q da molécula enzimatica conferem um
espectro estendido & enzima, atuando também sobre cefalosporinas de terceira geragdo bem
como substituigdes nas hélices H-2 e H-11 resultam em AmpC mais eficientes sobre as
cefalosporinas do que suas parentais (Barnaud et al., 2001; Mammeri et al., 2004; Nordmann
e Mammeri, 2007).

Pires e colaboradores (2015) descreveram o primeiro caso clinico em que uma
pAmMpC, CMY-2, evoluiu para uma pESAC, CMY-33 durante tratamento com cefepime. A -
lactamase CMY-33 demonstrou fenotipo semelhante ao de uma ESBL, com alta MIC

10



(Concentracao Inibitoria Minima) para cefepime mas baixa MIC para cefoxitina e ampicilina
guando comparada com CMY-2. Essa diferenca pode ser explicada pela delecdo de Leu293-
Ala294 na hélice H-10 de CMY-33.

Novas ESAC podem surgir a partir de mutacGes variaveis na estrutura da enzima
convencional, uma vez que ensaios laboratoriais ja demonstram atividade de ESAC em
enterobactérias modificadas in vitro (Nordmann e Mammeri, 2007).

2.6 Epidemiologia de Enterobacteriaceae Produtores de AmpC

Os membros da familia Enterobacteriaceae constituem o maior e mais heterogéneo
grupo de bactérias Gram negativas de importancia clinica e atualmente também estdo
presentes nas cepas provenientes de animais e seus produtos, além de estarem presentes na
agua e solo como contaminantes ambientais (Am et al., 2009; Vasques et al., 2011; Ghatak et
al., 2013; Liebana et al., 2013; Ferreira et al., 2014; Medhanie et al., 2014; Randall et al.,
2014; Waltemyer et al., 2014; Garcia-Cobos et al., 2015; Sanz et al., 2015).

Este grupo de bactérias € um problema crescente na assisténcia hospitalar devido a
multirresisténcia observada (Zhang et al., 2013; Liebana et al., 2013; Hogardt et al., 2015). A
taxa de resisténcia aos antimicrobianos entre enterobactérias acelerou dramaticamente nos
ultimos anos e atingiu escala de pandemia, devido a uma grande diversidade de mecanismos
de resisténcia aos antimicrobianos existentes (Luna et al., 2014; Mehrad et al., 2015; Russotto
et al., 2015; Silva et al., 2015). A literatura relata também diversos alimentos de origem
animal contaminados com estas enterobactérias, inclusive na cadeia produtiva de leite
(Nébrega et al., 2013; Mazurek et al., 2013; Bianchini et al., 2014; Ferreira et al., 2014;
Hoffmann et al., 2014; Randall et al., 2014; Duse et al., 2015). Nos ultimos anos, novos tipos
de p-lactamases tém emergido, incluindo ESBL, AmpC e metalo-B-lactamases (Maleki,
2015).

Enterobacteriaceae produtoras de AmpC vem sendo descritas em isolados nosocomiais
e ndo nosocomiais, em todo o mundo. A disseminacdo deste mecanismo de resisténcia é
devido a transferéncia de elementos mdveis dentre as diferentes espécies de Gram negativos
(Jacoby, 2009; Pires et al., 2015).

Atualmente, existem 27 pAmpC descritas sendo CMY a prevalente (Quadro 2). Esta
enzima pertence ao grupo LAT-BIL-CMY, e esta disseminada mundialmente, principalmente
em Escherichia coli. As demais enzimas sdo pouco relatadas em Enterobacteriaceae. Dentre
todos os genes plasmidiais, o mais relatado em todo o mundo é o CMY descrito em cepas
humanos, animais, produtos de origem animal e ambiente, embora ndo haja dados na
literatura referentes a E. coli produtoras de pAmpC em leite bovino (Philippon et al., 2002). A
CMY-2 ¢ a prevalente, no entanto mutacGes ocasionaram a criacdo de novas CMY inclusive
de espectro estendido (Bret et al., 1998; Haldorsen et al., 2008; Mata et al., 2012; Pires et al.,
2015).

Embora Escherichia coli seja naturalmente produtora de AmpC nao induzivel, séo
descritas diversas pAmpC nesta espécie. Klebsiella spp. ndo possui AmpC cromossomal mas
é descrita como produtora de AmpC plasmidiais. DHA é a enzima mais descrita neste género,
porém também foi descrita em Proteus mirabilis, Escherichia coli, Enterobacter spp. (Leiza
et al., 1994; Alvarez et al., 2004; Li et al., 2008; Rayamakhi et al., 2008; Roche et al., 2008;
Jones et al., 2009; Kang et al., 2009; Mata et al., 2009 e 2012; Cejas et al., 2012; lliaquere et
al., 2012; Miro et al., 2012; Voets et al., 2012; Freitas et al., 2014; Jones-Dias et al., 2014;
Gharout-Sait et al., 2015; Hsieh et al., 2015; Husickova et al., 2015).

A pAmpC FOX foi encontrado em Escherichia coli e Klebsiella spp. nos EUA,
Canada, India, Portugal e Espanha, sendo isoladas de amostras clinicas humanas e agua
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(Portugal) (Leiza et al., 1994; Alvarez et al., 2004; Simner et al., 2011; Manoharan et al.,
2012; Mir6 et al., 2012; Amador et al., 2015). Estas cepas estdo circulando em ambientes
hospitalares e talvez por este motivo também tenham sido isolados na 4gua de uma estagéo de
tratamento em Coimbra, Portugal, que recebe agua do hospital universitario da cidade
(Amador et al.,2015).

Proteus mirabilis j& foi descrito como espécie naturalmente produtora de AmpC, mas
perdeu o gene cromossomal e atualmente estdo descritas pAmpC de diferentes grupos nesta
espécie, como visto na tabela 1: ACC, ACT, CIT, CMY, DHA e MIR (Leiza et al., 1994; Bret
et al., 1998; Adler et al., 2008; Jones et al., 2009; Mata et al., 2009, 2011 e 2012; Mir¢ et al.,
2012; Trevifio et al., 2012). As enzimas EBC e MOX ndo foram descritas em Proteus spp.,
mas foram encontradas noutras enterobactérias, inclusive em cepas produtoras de AmpC
induzivel como Enterobacter cloacae (Husickova et al., 2012; Manoharan et al., 2012; Wu et
al., 2013).

No continente europeu, é possivel encontrar todos os tipos de AmpC circulando nos
diferentes ambientes: hospitalar, comunidade, animais, carnes e agua (Bret et al., 1998; Mata
et al., 2012; Mir¢ et al., 2012; Trevifio et al., 2012; Wu et al., 2013; Amador et al., 2015). Na
América do Sul, foram descritas CMY-2, DHA-1, ACT-1 e MIR-1 em Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis (Pavez et al., 2008; Jones et al., 2009; Cejas et al.,
2012; Egervérn et al. 2013; Botelho et al., 2015). Atualmente, mais de 30 pAmpC estao
circulando entre as enterobactérias patogénicas, como pode ser constatado no quadro 2.

A disseminacdo destas cepas carreadoras de genes pAmpC ocorre por animais e
humanos, por transmissdo direta entre pessoas e animais, ou via cadeia alimentar, e é
considerada uma zoonose (Liebana et al., 2006; Dierikx et al., 2013; Hammerum et al., 2014;
Garcia-Cobos et al., 2015; Wohlwend et al., 2015).
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Quadro 2. Enzimas AmpC plasmidiais descritas em Enterobacteriaceae, no mundo

ESPECIE ISOLADA ENZIMA ISOLAMENTO ORIGEM PAIS REFERENCIA
CIT sangue 2003-2007 Taiwan Kao et al., 2010
Citrobacter freundii
CIT individuos da comunidade 2010 Republica Tcheca Husickova et al., 2012
CMY-2, DHA-1 amostras clinicas (humana) 2009 Espanha Miré et al., 2012
Citrobacter koseri
EBC agua 2015 Portugal Amador et al., 2015
Citrobacter werkmanii CIT individuos da comunidade 2010 Republica Tcheca Husickova et al., 2012
DHA sangue 2003-2007 Taiwan Kao et al., 2010
EBC sangue 2003-2007 Taiwan Kao et al., 2010
EBC individuos da comunidade 2010 Republica Tcheca Husickova et al., 2012
Enterobacter cloacae -
grupo CIT carcaga de frangos de corte e suabe cloacal 2010 Alemanha Reich et al., 2013
FOX agua 2015 Portugal Amador et al., 2015
EBC agua 2015 Portugal Amador et al., 2015
Enterobacter sakazakii EBC agua 2015 Portugal Amador et al., 2015
FOX, CIT amostras clinicas (humana) 1989 EUA Leizaetal., 1994
CMY-1 amostras clinicas (humana) 1999 Coreia do Sul Yong et al., 2002
ACT-1 amostras clinicas (humana) 1994-1995 EUA Alvarez et al., 2004
FOX-5 amostras clinicas (humana) 1994-1995 EUA Alvarez et al., 2004
CMY-2 amostras clinicas (humana) 1994-1995 EUA Alvarez et al., 2004
Escherichia coli
CMY-2 amostras de suinos necropsiados 1999-2006 Coreia Rayamajhi et al., 2008
ACC-1 amostras clinicas (humana) 1999-2007 Espanha Mata et al., 2012
CMY-2 amostras clinicas (humana) 1999-2007 Espanha Mata et al., 2012
CMY-4, CMY-27 amostras clinicas (humana) 1999-2007 Espanha Mata et al., 2012
DHA-1 amostras clinicas (humana) 1999-2007 Espanha Mata et al., 2012

13




ESPECIE ISOLADA ENZIMA ISOLAMENTO ORIGEM PAIS REFERENCIA
CMY-2 amostras clinicas (humana) 1999-2007 Espanha Mata et al., 2009

DHA-1 amostras clinicas (humana) 2002-2006 China, Ucrania, México Jones et al., 2009

CMY-2 amostras clinicas (humana) 2002-2006 Taiwan, México Jones et al., 2009

ACT-1 amostras clinicas (humana) 2002-2006 Hu?g”;;?'ﬁ&gﬂgﬁf& iZ,U:j:;ico Jones et al., 2009

MIR amostras clinicas (humana) 2002-2006 india Jones et al., 2009

CMY-2 amostras C'i”igg‘;fjhn‘;fg’riitg)' ¢ laboratorio 2002-2008 Portugal Freitas et al., 2014

DHA-1 amostras clinicas (hospital ¢ laborat6rio 2002-2008 Portugal Freitas et al., 2014

comunitario)
CMY-2, CMY-7 amostras clinicas (humana) 2003-2005 Noruega Haldorsen et al., 2008
CMY-2, DHA-1 amostras clinicas (humana) 2003-2005 China Li et al., 2008

Escherichia coli CMY-2, DHA-1, CMY-7 amostras clinicas (humana) 2003-2007 Noruega Naseer et al, 2009

ACC-1 amostras clinicas (humana) 2004, 2007 Espanha Mata et al., 2009
CMY-2 amostras clinicas (humana) 2004-2008 Portugal Jones-Dias et al., 2014

CMY-40 amostras clinicas (humana) 2005 Espanha Mata et al., 2009
CMY-4 amostras clinicas (humana) 2005, 2007 Espanha Mata et al., 2009

CMY-2 amostras clinicas (hospital infantil) 2005-2006 China Ding et al., 2008

DHA-1 amostras clinicas (hospital infantil) 2005-2006 China Ding et al., 2008

DHA-1 amostras clinicas (humana) 2005-2007 Espanha Mata et al., 2009
CM\I\(A'gi(l_‘C?nM_g'll’ amostras clinicas (humana) 2005-2009 Alemanha Wu et al., 2013

Yy

CMY-11, MOX-cmy-9 amostras clinicas (humana) 2005-2009 Reino Unido Wu et al., 2013
CMY-611, MOX-cmy-9 amostras clinicas (humana) 2005-2009 Holanda Wu et al., 2013
CMY-611, CMY-11 amostras de frango 2005-2009 Alemanha Wu et al., 2013
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ESPECIE ISOLADA ENZIMA ISOLAMENTO ORIGEM PAIS REFERENCIA
CMY-611, CMY-11 amostras rebanho bovino 2005-2009 Reino Unido, Holanda Wu et al., 2013
MOX-cmy-9 amostras rebanho bovino 2005-2009 Alemanha Wu et al., 2013
CMY-27 amostras clinicas (humana) 2006 Espanha Mata et al., 2009
DHA-1 amostras clinicas (humana) 2006-2007 Suica Adler et al., 2008
CMY-2 amostras clinicas (humana) 2006-2007 Suica Adler et al., 2008
CMY-2 amostras clinicas (humana) 2007 Brasil Pavez et al., 2008
DHA'llélccl\cht_zl‘f MY- amostras clinicas (humana) 2007 Coreia Song et al., 2009
CIT-FOX amostras clinicas (humana) 2007-2008 india Manoharan et al., 2012
CMY-2, FOX-5 amostras clinicas (humana) 2007-2009 Canada Samner et al., 2011
CMY-2 amostras clinicas de caes 2008-2010 Europa Bogaerts et al., 2015
CMY-2 amostras clinicas (humana) 2009 Bélgica Bogaerts et al., 2009
Escherichia coli CMY-2 amostras clinicas (humana) 2009 Holanda Voets et al., 2012
MIR amostras clinicas (humana) 2009 Holanda Voets et al., 2012
CMY-2, DHA-1, ACC-1,
FOX-3, FOX-8, CMY-4,
C4|\3/>IYCK/|$'Z|§( éK/I$'\éI4Y amostras clinicas (humana) 2009 Espanha Mir6 et al., 2012
CMY-55, CMY-57,
DHA-6
ACT amostras clinicas (humana) 2009 Holanda Voets et al., 2012
CMY-2 amostras clinicas (humana) 2009 Argentina Cejasetal., 2012
CMY-2 vitelos 2009 Holanda Hordijk et al., 2013
CMY-2 frangos de corte e manipuladores da granja 2009 Holanda Dierikx et al., 2013
CMY-2, ACT, MIR amostras clinicas (humana) 2009 Holanda Voets et al., 2013
DHA-23 amostras clinicas (humana) 2009-2012 Taiwan Hsieh et al., 2015
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ESPECIE ISOLADA ENZIMA ISOLAMENTO ORIGEM PAIS REFERENCIA
CIT individuos da comunidade 2010 Republica Tcheca Husickova et al., 2012
CMY-2 carne de frango 2010 Suica Borjesson et al., 2013
CMY-2 carne de frango 2010 Holanda Voets et al., 2013
CMY-2 carne suina 2010-2011 Europa Egervérn et al., 2013
CMY-2 carne de frango 2010-2011 Argentina e Chile Egervérn et al., 2013
grupo CIT carcaga de frangos de corte e suabe cloacal 2010 Alemanha Reich et al., 2013
CMY-2 carne de frango 2010-2011 Brasil Botelho et al., 2015
CMY-2, pAmpC fezes de cées e gatos 2011-2012 Holanda Hordijk et al., 2013
CMY-2 agua (residual) 2011-2012 Tunisia Said et al., 2016
Escherichia coli CMY-2 frangos de corte e carne de frango 2011-2014 Noruega Manoharan et al., 2012
CMY-2 frangos de corte e carne de frango 2011-2014 Noruega Mo et al., 2016
CMY-42 isolado clinico 2012 China Feng et al., 2015
CMY-2 gado, suino, galinha, frango, peru 2012 Pol6nia Lalak et al., 2016
grupo CIT carne de frango, suina e bovina 2012-2014 Vietna Nguyen et al., 2016
DHA carne de frango e de pescado 2012-2014 Vietnd Nguyen et al., 2016
CMY-2 fezes frescas de corvos 2013 Austria Loncaric et al., 2013
CMY-2 suino 2013 Alemanha Garcia-Cobos et al., 2015
CMY-2 galinha poedeira, frango de corte, galinha - Portugal Jones-Dias et al., 2015
CMY-1 amostra clinica (ferida infeccionada) 1989 Coreia do Sul Bauernfeind et al., 1989
FOX amostras clinicas (humana) 1989 EUA Leizaetal., 1994
CMY-2 amostra clinica (pielonefrite) 1990 Grécia Bauernfeind et al., 1996
Klebsiella pneumoniae ACT-1 amostras clinicas (humana) 1994 EUA Bradford et al., 1997
ACT-1 amostras clinicas (humana) 1994-1995 EUA Alvarez et al., 2004
FOX-5 amostras clinicas (humana) 1994-1995 EUA Alvarez et al., 2004
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ESPECIE ISOLADA ENZIMA ISOLAMENTO ORIGEM PAIS REFERENCIA
CMY-1 amostras clinicas (humana) 1999 Coreia do Sul Yong et al., 2002
DHA-1 amostras clinicas (humana) 1994-1995 EUA Alvarez et al., 2004
DHA-1 amostras clinicas (humana) 1995-2005 Coreia Kang et al., 2009
CMY-2 amostras de suinos necropsiados 1999-2006 Coreia Rayamajhi et al., 2008
DHA-1 amostras de suinos necropsiados 1999-2006 Coreia Rayamajhi et al., 2008
ACC-1 amostras clinicas (humana) 1999-2007 Espanha Mata et al., 2012
CMY-2 amostras clinicas (humana) 1999-2007 Espanha Mata et al., 2012

CMY-25 amostras clinicas (humana) 1999-2007 Espanha Mata et al., 2012
DHA-1 amostras clinicas (humana) 1999-2007 Espanha Mata et al., 2012
CMY-2 amostras clinicas (humana) 2001-2005 Espanha Mata et al., 2009
DHA-1 amostras clinicas (humana) 2002-2006 Coréia, TaiwanI,EE?L\ménia, Ucrania, Jones et al., 2009

Klebsiella pneumoniae ACT-1 amostras clinicas (humana) 2002-2006 Africa do Sul Jones et al., 2009
DHA-1 amostras C"'”igg;ﬁm‘;ts;iitg)' ¢ laboratorio 2002-2008 Portugal Freitas et al., 2014
DHA-1 amostras clinicas (humana) 2003-2005 China Li et al., 2008
CMY-2 amostras clinicas (humana) 2004 China Lietal., 2008
ACC-1 amostras clinicas (humana) 2005 Espanha Mata et al., 2009
DHA-1 amostras clinicas (hospital infantil) 2005-2006 China Ding et al., 2008
DHA-1 amostras clinicas (humana) 2005-2007 Espanha Mata et al., 2009
CMY-2 amostras clinicas (humana) 2006-2007 Suica Adler et al., 2008
ACC-1 amostras clinicas (humana) 2005-2007 Irlanda Roche et al., 2008
DHA-1 amostras clinicas (humana) 2005-2007 Irlanda Roche et al., 2008
CMY-4 pacientes hospitalizados e ndo hospitalizados 2005-2010 Algéria Gharout-Sait et al., 2015
DHA-1 pacientes hospitalizados e néo hospitalizados 2005-2010 Algéria Gharout-Sait et al., 2015
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ESPECIE ISOLADA ENZIMA ISOLAMENTO ORIGEM PAIS REFERENCIA
CMY-25 amostras clinicas (humana) 2006 Espanha Mata et al., 2009
CMY-31 amostras clinicas (humana) 2006-2007 Suica Adler et al., 2008
EBC amostras clinicas (humana) 2007-2008 india Manoharan et al., 2012
DHA-1 amostras clinicas (humana) 2007-2009 Franca Illiaquere et al., 2012
CMY-2 amostras clinicas de caes 2008-2010 Europa Bogaerts et al., 2015
DHA-1 amostras clinicas (humana) 2009 Argentina Cejas et al., 2012
Klebsiella pneumoniae MIR amostras clinicas (humana) 2009 Holanda Voets et al., 2012
CMY-2 amostras clinicas (humana) 2009 Holanda Voets et al., 2012
DH?|\/|1YC5'\5/|\E;|%/|¢%(631 amostras clinicas (humana) 2009 Espanha Miro6 et al., 2012
DHA-1 amostras clinicas (humana) 2009 Holanda Voets et al., 2012
DHA-23 amostras clinicas (humana) 2009-2012 Taiwan Hsieh et al., 2015
AmpC amostras clinicas (humana) 2013 Ird Azimi et al., 2015
CMH-2 amostras clinicas (humana, urina) 2013 india Ingti et al., 2017
FOX amostras clinicas (humana) 1989 EUA Leizaetal., 1994
DHA-1 amostras clinicas (humana) 2003 China Lietal., 2008
DHA-1 amostras clinicas (hqsp i_tal ¢ laboratdrio 2002-2008 Portugal Freitas et al., 2014
comunitario)
Klebsiella oxytoca DHA-1 amostras clinicas (humana) 2004-2008 Portugal Jones-Dias et al., 2014
DHA-1 amostras clinicas (humana) 2006-2007 Espanha Mata et al., 2009
CMY-2, DHA-1 amostras clinicas (humana) 2009 Espanha Mir6 et al., 2012
DHA-1 amostras clinicas (humana) 1999-2007 Espanha Mata et al., 2012
DHA individuos hospitalizados 2010 Republica Tcheca Husickova et al., 2012
Morganella morganii DHA individuos da comunidade 2010 Republica Tcheca Husickova et al., 2012
Proteus mirabilis CIT,DHA amostras clinicas (humana) 1989 EUA Leizaetal., 1994
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ESPECIE ISOLADA ENZIMA ISOLAMENTO ORIGEM PAIS REFERENCIA
CMY-3 amostra urina humana - Franca Bret et al., 1998
CMY-2 amostras clinicas (humana) 2000, 2004-2007 Espanha Mata et al., 2009
CMY-2 amostras clinicas (humana) 2000-2007 Espanha Mata et al., 2011
DHA amostras clinicas (humana) 2002-2006 india, Roménia Jones et al., 2009
ACT-1, MIR-1 amostras clinicas (humana) 2002-2006 Letonia, Brasil Jones et al., 2009
CMY-2 amostras clinicas (humana) 2002-2006 Roménia Jones et al., 2009
DHA-1 amostras clinicas (humana) 2006 Espanha Mata et al., 2009
CMY-2 amostras clinicas (humana) 2006-2007 Suica Adler et al., 2008
S LAT (11'3)”? 'YIY 7). amostras clinicas (humana) 2006-2009 Espanha Trevino et al., 2012
Proteus mirabilis
CMY-2 amostras clinicas de caes 2008-2010 Europa Bogaerts et al., 2015
DHA-1 amostras clinicas (humana) 2009 Argentina Cejas et al., 2012
CMY-2 amostras clinicas (humana) 2009 Holanda Voets et al., 2012
CMY-2, ACC-1, DHA-1 amostras clinicas (humana) 2009 Espanha Mir6 et al., 2012
CMY-2 amostras clinicas (humana) 1999-2007 Espanha Mata et al., 2012
DHA-1 amostras clinicas (humana) 1999-2007 Espanha Mata et al., 2012
CMY-99 urina de individuos hospitalizados 2011-2012 Bulgaria Schneider et al., 2013
CMY-2 fezes de gatos 2011-2012 Holanda Hordijk et al., 2013
grupo CIT carcaca de frangos de corte e suabe cloacal 2010 Alemanha Reich et al., 2013
Proteus penneri CMY-2 amostras clinicas (humana) 2009 Espanha Mir6 et al., 2012
CMY-2 amostras clinicas (humana) 1999, 2006 Espanha Mata et al., 2009
Salmonella enterica CMY-2 amostras clinicas (humana) 1999-2007 Espanha Mata et al., 2012
DHA-1 amostras clinicas (humana) 2009 Espanha Mir6 et al., 2012
Serratia liquefaciens EBC agua 2015 Portugal Amador et al., 2015
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2.7 Fatores de Risco que Contribuem para a Disseminacdo de
Enterobacteriaceae Produtoras de AmpC e Medidas de Controle

A resisténcia das enterobactérias aos agentes antimicrobianos vem crescendo em cepas
de origem animal, e as cefalosporinas sdo comumente prescritas para tratamento de infeccdes
entéricas em animais de producdo e de companhia (Rayamajhi et al., 2008). Outra pratica
bastante comum € o uso de antimicrobianos em subdoses adicionados a racdo animal como
fatores de crescimento na producdo de bovinos, suinos e frangos (Kim e Wei, 2007; Herrero-
Fresno et al., 2015).

Muitos autores afirmam que a utilizacdo de antimicrobianos como fatores de
crescimento na produgdo animal e o uso frequente de antimicrobianos no tratamento de
infeccbes em animais sdo responsaveis pela selecdo de bactérias humanas e animais
resistentes a multiplos antimicrobianos. Além disso, bactérias resistentes oriundas de animais
podem ser transmitidas aos humanos via cadeia alimentar, sendo consideradas por isso
zoonoses (Liebana et al., 2006; Kim e Wei, 2007; Dias et al., 2008; Dierikx et al., 2013;
Liebana et al., 2013; Zhang et al., 2013; Bortolaia et al., 2014; Garcia-Cobos et al., 2015).

Em contrapartida, Borolaia e colaboradores (2014) estudaram isolados provenientes de
cdes, de gatos e de humanos e encontraram alta heterogeneidade entre as cepas sugerindo uma
limitada ligagéo entre isolados de origem animal e humana. No mesmo ano, Albrechtova e
colaboradores (2014) relataram a presenca de genes de resisténcia em bactérias encontradas
em todos os ecossistemas incluindo aqueles em que ndo ha uso de antimicrobianos. O estudo
de Cottell e colaboradores (2014) também sugere que o uso de antimicrobianos nao influencia
a disseminacdo de plasmideos contendo genes de resisténcia aos antimicrobianos.

Contudo, sdo necessarios mais estudos em enterobactérias produtoras de B-lactamases
oriundas de animais de producdo, para que se possa afirmar se estas sdo patdgenos em
potencial para humanos, ou se 0s animais de producdo sdo reservatorios de bactérias
produtoras destas enzimas (Rayamajhi et al., 2008; Garcia-Cobos et al., 2015).

Um fator de risco importante neste contexto é a transmissdo destas cepas em hospitais
e na comunidade, uma forte evidéncia da colonizacdo intestinal humana por estes micro-
organismos resistentes, servindo como reservatorio. Além disso, a importacdo de carnes
também esta relacionada a disseminacdo de cepas resistentes aos antimicrobianos (Liebana et
al., 2013; Reich et al., 2013; Voets et al., 2013; Wu et al., 2013). O intimo contato entre
homem e animal também possibilita a transmissdo destas bactérias: uma cepa produtora de
CMY-2 foi identificado em uma crianca de 12 anos, filha de um fazendeiro proprietario de
um rebanho infectado pela mesma cepa (Jacoby, 2009).

Estes trabalhos salientam a importancia da implementacdo de diagnéstico especifico
para enterobactérias produtoras de AmpC, métodos de monitoramento, assim como métodos
de controle de enterobactérias produtoras de AmpC oriundas de animais de producdo e em
hospitais veterinarios (Rayamajhi et al., 2008; Liebana et al., 2013; Wohlwend et al., 2015).

2.8 Quimioterapia antimicrobiana para Infeccdes Causadas por
Enterobacteriaceae Produtores de AmpC

Em 1986, observou-se a emergéncia de enterobactérias resistentes em infeccGes
causadas por estas bactérias devido ao uso de cefalosporinas de terceira geragdo (Honoreé et
al., 1986). Com a evolugdo dos mecanismos de resisténcia, as terapias antimicrobianas
precisaram ser modificadas ou ajustadas, e no caso de enterobactérias produtoras de AmpC
isso deveu-se as mudancas estruturais desta enzima como 0 aumento de seu espectro de agdo
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(ESAC) (Nordmann e Mammeri, 2007). Atualmente, nos deparamos com o complexo quadro
de multirresisténcia antimicrobiana pelas mais diversas espécies bacterianas apesar da noticia
declarada em 1969, por um orgdo estadunidense, de que a problematica sobre as doencas
infecciosas estaria resolvida ap6s o advento dos antimicrobianos (Rasko e Sperandio, 2010).

Cepas produtoras de AmpC normalmente tém apresentado resisténcia a maultiplos
antimicrobianos, ndo sendo possivel a administracdo de antimicrobianos comumente
indicados no tratamento de infeccBes por enterobactérias e levando ao aumento da
mortalidade (Philippon et al., 2002; Jacoby, 2009; Martinez-Rojas, 2009). Muitas bactérias
multirresistentes produzem madltiplas B-lactamases, incluindo a combinacdo de ESBL e
carbapenemases, bem como outros mecanismos independentes de enzimas como € o caso de
alteragcbes em porinas e bomba de efluxo (Marsik e Nambiar, 2011). A utilizagdo de
antimicrobianos sem estudo prévio do isolado preocupa pelo fato de ser possivel o
desenvolvimento de multirresisténcia e de ocasionar falha terapéutica em casos severos de
infeccdo (Thomson, 2001; Martinez-Rojas, 2009).

O nudmero de agentes antimicrobianos seguramente efetivos contra essas cepas
bacterianas é muito limitado. O cefepime é um fraco indutor de AmpC e até alguns anos este
antimicrobiano era uma escolha terapéutica na auséncia da producdo de ESBL. No entanto,
com a produgdo de ESAC por algumas cepas ndo se pode assegurar um tratamento seguro
com esta cefalosporina de quarta geracdo (Marsik e Nambiar, 2011; Pires et al., 2015).

Segundo Jacoby (2009), amdinocilina e temocilina (derivado da 6-a-metoxi-
ticarcilina) tém tido bons resultados in vitro e este composto pode ser utilizado em infecgdes
causadas por bactérias produtoras de AmpC cromossomal e plasmidial. No Brasil, no entanto,
estes antimicrobianos ndo séo comercializados. Em cepas produtoras de AmpC pode-se fazer
uso de carbapenemas e fluoroquinolonas, mas esta escolha deve ser baseada em avaliacédo de
suscetibilidade do isolado a estes agentes. A piperacilina e ticarcilina sdo recomendadas em
casos de enterobactérias produtoras de ESAC porém pode ocorrer falha terapéutica quando se
tratar de cepas super produtoras de AmpC (Nordmann e Mammeri, 2007).

Na Nigéria, isolou-se Klebsiella pneumoniae de amostra clinica coproduzindo ESBL,
AmpC e carbapenemase. Esta cepa também foi resistente a colistina, antimicrobiano de Gltima
escolha para tratamento de infec¢bes causadas por bactérias multirresistentes (Yusuf et al.,
2015). Ha relatos de enterobactérias resistentes a colistina em todo o mundo e oriundas de
diferentes tipos de infecgdo e disseminadas dentre animais de producgdo e seus produtos
(Gaspar et al., 2015; Liu et al., 2015; Fernandes et al., 2016; McGann et al., 2016; Suzuki et
al., 2016). Este fato revela mais um problema do ponto de vista da saude publica uma vez que
a disseminacdo desta resisténcia vem sendo apontada como consequiéncia do uso de aditivos
na alimentacdo de animais de producdo (Amador et al., 2015).

Os inibidores de AmpC néo sdo utilizados comercialmente como os inibidores acido
clavulanico, tazobactam e sulbactam, mas alguns estudos ja apontam para testes de eficacia
dos compostos derivados do acido borénico como potenciais farmacos inibidores enzimaticos
(Yang et al., 2003). Futuramente, estes podem ser algumas op¢6es no tratamento de infecgdes
causadas por enterobactérias produtoras de AmpC.

Recentemente, descobriu-se uma nova substancia com atividade antimicrobiana: o
teixobactin. Outros grupos de pesquisa conseguiram sintetizar moléculas analogas e também
observou-se atividade biologica contra Gram positivos e Gram negativos. O uso deste
antimicrobiano, quando disponivel para o uso terapéutico, auxiliara no tratamento das
infeccbes causadas por bactérias multidroga resistentes e ainda diminuird as chances de
desenvolvimento de resisténcia durante o tratamento (Homma et al., 2016; Jing et al., 2016;
Ling et al., 2015; Parmar et al., 2016).
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A terapia antiviruléncia pode ser uma opcao visto que algumas moléculas podem ser
utilizadas como inibidoras de quorum sensing, de adesinas, da ligacdo da toxina ao receptor
hospedeiro, de sistemas secretdrios e até mesmo da expressao génica de fatores de viruléncia
(Rasko e Sperandio, 2010; Schuster et al., 2013). A seguran¢a dessas novas terapias ainda
precisa ser bem estudada para evitar interacdo com a microbiota do individuo, além de que
deve ser mantido um controle e vigilancia sobre 0 uso desses agentes a fim de evitar pressao
sobre as bactérias, levando ao desenvolvimento de novos mecanismos de viruléncia
(Clatworthy et al., 2007; Rasko e Sperandio, 2010; Schuster et al., 2013). O uso concomitante
de antimicrobianos e drogas antiviruléncia também pode ser feito, assegurando uma melhor
eficacia do tratamento (Clatworthy et al., 2007; Schuster et al., 2013).

Até que isso se torne uma realidade pratica, a prescricdo de antimicrobianos ndo deve
ser feita sem a realizacdo de um estudo aprofundado do isolado a fim de permitir uma melhor
escolha de antimicrobiano e, assim, possibilitar um tratamento eficaz visto as individualidades
encontradas nas cepas de Enterobacteriaceae clinicas e ambientais.

2.9 Meétodos de Deteccdo de AmpC

E muito importante diferenciar a producio de AmpC de outras enzimas bem como de
outros mecanismos de resisténcia, como alteracdo em porinas ou bombas de efluxo. AmpC
tem sido descrita em todo o mundo porém em menor frequéncia que outras -lactamases, por
exemplo as carbapenemases.

Poucos relatos de AmpC em enterobactérias pode estar relacionado a dificuldade na
deteccdo desta enzima, embora em estudo realizado por Jacoby e colaboradores (1995),
pAmpC foi mais detectada do que TEM, B-lactamase mais comum em Enterobacteriaceae em
20 hospitais dos Estados Unidos (Barlow et al., 2002). A auséncia de métodos preconizados
nos manuais internacionais dificulta a identificacdo da enzima (CLSI, EUCAST, BrCAST) e
assim, muitos autores realizam técnicas fenotipicas individuais para detec¢do de AmpC (Yong
et al., 2002; Thomson, 2001; Jacoby, 2009; Martinez-Rojas, 2009). No aspecto genotipico, a
técnica de PCR (Polymerase Chain Reacion) é largamente difundida e utilizada para detectar
0 gene AmpC e os subgrupos enzimaticos: DHA, CIT, CMY, FOX e outras (Pérez-Pérez e
Hanson, 2002; Shahid et al., 2004; D’ Andrea et al., 2006).

A suscetibilidade do isolado as cefamicinas (cefoxitina e cefotetan) é o teste de
triagem para suspeita da producéo de p-lactamase tipo AmpC e a observagao da resisténcia do
isolado aos inibidores de B-lactamase também é um importante dado (Thomson, 2001).
Técnicas de avaliagdo do sinergismo entre o substrato e um inibidor seletivo em diluicdo em
caldo, difusdo em agar ou sistemas comerciais sdo outras metodologias utilizadas. O sistema
mais confiavel para detectar a habilidade de producdo de AmpC ¢é a amplificacdo do gene por
PCR, porém este método ndo estd disponivel em todos os laboratorios clinicos de rotina,
dificultando a notificacdo de isolados potencialmente produtores da enzima (Nordmann e
Mammori, 2007; Marsik and Nambiar, 2011). O PCR multiplex também vem sendo usado
para detectar ao mesmo tempo diferentes genes que codificam resisténcia aos antimicrobianos
(Pérez-Pérez e Hanson, 2002; Dallene et al., 2010).

Outras técnicas eficientes na deteccdo da enzima vem sendo relatadas, como ELISA
para deteccdo da enzima a partir da ligacdo desta com antigenos especificos e como MALDI
TOF-MS (lonizagdo e dessorgcdo a laser assistida por matriz) que pode ser utilizada na
deteccdo dos fragmentos do antimicrobiano degradado ou ainda usado como uma técnica
complementar, apesar de ndo ser aconselhdvel em caso de deteccdo de AmpC em Proteus
mirabilis (Hujer et al., 2002; Papagiannitsis et al., 2014).
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A deteccdo da enzima pode ser feita atraveés da técnica de extracdo enzimatica
tridimensional e vem sendo utilizada ha muitos anos para confirmacdo deste mecanismo de
resisténcia, embora também ndo seja reconhecida pelos manuais internacionais de
padronizacdo de técnicas laboratoriais (Sobia et al., 2011). Esta técnica foi comparada a um
meio especifico para deteccdo de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae produtoras de
AmpC: o agar cefoxitina (CAM — cefoxitin-agar medium). Este método, proposto por Nasim
e colaboradores (2004), é realizado adicionando cefoxitina em diferentes concentragcdes ao
agar Muller Hinton, onde é estriada a cepa padrdo Escherichia coli ATCC 25922 e os extratos
das cepas sdo inoculados nas placas para avaliacdo da inativacdo do antimicrobiano pelo
extrato e consequente crescimento da cepa padrdo. Um terceiro método utilizando extrato
enzimatico é a focagem isoelétrica, pela qual é possivel identificar as enzimas presentes pelo
seu ponto isoelétrico (pl) (Bauernfeind et al., 1996; Power et al., 2006; Kim e Wei, 2007,
Haldorsen et al., 2008; Rodriguez et al., 2009).

A deteccdo de AmpC plasmidial em bactérias naturalmente produtoras desta enzima é
mais dificil, pois, a expressdo cromossomal ndo e necessaria neste caso. Esta diferenciacéo de
AmpC plasmidial e cromossomal esta além das capacidades de deteccdo da maioria dos
laboratdrios. N&o existe teste fenotipico para distinguir dentre as AmpC plasmidiais. A
técnica considerada “padrdo ouro” para detectar AmpC plasmidial ¢ através de PCR multiplex
(Jacoby, 2009).

Seguindo a mesma idéia de andlise do Teste de Hodge modificado para deteccdo de
carbapenemase, descrito pelo CLSI, Yong e colaboradores (2002) substituiram o disco de
imipenem pelo disco de cefoxitina — o marcador de producdo de AmpC. Esta técnica foi
descrita para detectar a producdo de CMY-1, devendo ser ajustada para deteccdo de outras
AmpC.

Outra técnica que pode ser empregada para deteccdo da AmpC é a MIC através de E-
test, que se baseia na utilizacdo de uma fita contendo de um lado cefotetan ou cefoxitina e do
outro lado o mesmo composto combinado com cloxacilina (Jacoby, 2009; Polsfuss et al.,
2011).

A confirmagdo fenotipica deste mecanismo de resisténcia pode ser feito utilizando
inibidores de AmpC: &cido bor6nico e seus derivados, ou cloxacilina (Yang et al., 2003;
Coudron, 2005; Jiang et al., 2006; Jacoby, 2009; Rodriguez-Martinez et al., 2009; Tondi et
al., 2010; Peter-Getzlaff et al., 2011; Su et al., 2012). O sinergismo de cloxacilina/oxacilina e
acido borénico observado na presenca de AmpC tipo selvagem também pode ser visto em
ESAC (Nordmann e Mammeri, 2007). Ruppé e colaboradores (2006) descreveram a técnica
de duplo sinergismo utilizando o disco de cefoxitina proximo ao de ceftazidima ou de
cefotaxima, e assim confirmar a producdo da enzima AmpC pela cepa.

Segundo Thomson (2001), é possivel diferenciar a producdo de AmpC da perda de
porinas pelo teste enzimatico tridimensional, no qual é utilizado um extrato contendo as
enzimas produzidas pela cepa. Black e colaboradores (2005) também descrevem uma técnica
utilizando um disco de EDTA préximo ao disco de cefoxitina para confirmacdo da producéo
de AmpC e ndo a perda de porinas. Isto pode ser observado porque o EDTA aumenta a
permeabilidade da parede bacteriana e libera as enzimas para atuarem sobre 0 antimicrobiano,
cefoxitina. As cepas suspeitas de produzirem ESAC devem ser confirmadas para esta enzima,
excluindo-se a possibilidade de producdo de outras B-lactamases e também associacdo deste
mecanismo de resisténcia a diminuicdo de porinas de membrana (Nordmann e Mammeri,
2007).

Outras técnicas ainda podem ser descritas e sugeridas na tentativa de auxiliar na
deteccdo e confirmacgdo de AmpC em isolados clinicos e de interesse na saude publica.
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3 OBJETIVO

Caracterizar a enzima AmpC em Enterobacteriaceae provenientes de amostras clinicas
humanas de Portugal e de rebanhos leiteiros do Brasil.

3.1 Objetivos Especificos

e Analisar, fenotipicamente, por diferentes metodologias, a producdo de AmpC
nestas cepas;

e Analisar a producdo de AmpC a partir da caracterizacdo do ponto isoelétrico
enzimatico;

e Analisar, genotipicamente, a producdo de AmpC bem como caracterizar o
grupo pertencente (ACC, CIT, CMY, DHA, EBC, FOX, MOX);

e Analisar a presenga de AmpC plasmidial, por conjugacéo;

e Analisar, por sequenciamento, mutacGes que ocasionam aumento do espectro
de atividade da enzima e superexpressao de AmpC.
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4 METODOLOGIA

Amostrashumanas e animais
v
Isolamento e identificacio
v
Armazenamento (congelamento) dos suspeitos de
prodnzirem de AmpC
Repique e confirmagio da identificacio por CHROMagar
Orientation $ bioquimismo
Confirmacio da produgiio de AmpC por difusiio em dgar e
avaliagiio de antagonismo
I’ Ny - - =
Sensivel i cefoxitina _s'm—b'l’ldade Conyugagcio
N Suscetibilidade imtermediidria on .j \,
PCR em Ercffrichia coli intermediiria ou resisténciad Sle[?I NA‘LO
Sequenciamentol resisténciad oefox:tm_a Difusioem Outro
OefOXl‘l:IBfl sem antafonlsmo . e m ismo
5 © CIM e inibicéiio por avalim;a’io de
AmpC cromossomal CIM e inibigio por cloxacilinaedcido < Mag%nlsmo
cloxacilina e acido borfnico PCR.
bordmnico N N
e \y pI Sequenciamento %4
pL P\l(JIR
Sequenciamento %3
AmpC plasmidial
AmpC cromossomal com
mutacio

Figura 3. Fluxograma resumido da metodologia adotada para deteccéo e confirmagdo de AmpC. Legenda: 1- Sequenciamento para confirmacéo do gene AmpC. O pl néo foi
determinado devido ao uso de cefoxitina para obtengdo do extrato bruto. 2- Sequenciamento para deteccdo de pontos de mutagdo no gene transcrito, compativeis com ESAC.
3- Sequenciamento para detec¢do de pontos de mutagdo no promotor do gene AmpC identificando super produtores de AmpC. 4- Sequenciamento para determinacdo do

grupo AmpC.
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4.1 Amostragem

A amostragem de enterobactérias utilizadas neste estudo é composta por 18
enterobactérias isoladas de amostras clinicas humanas de Portugal, 20 enterobactérias isoladas
de leite bovino mastitico do Rio de Janeiro e 238 cepas de Escherichia coli isoladas de
amostras de rebanho bovino brasileiro.

4.1.1 Cepas estudadas na FFUP: enterobactérias isoladas de casos clinicos
humanos de Portugal e enterobactérias isoladas de leite mastitico
bovino brasileiro

Foram utilizadas 18 enterobactérias isoladas de diferentes amostras clinicas coletadas
em um hospital na regido norte de Portugal. Estas cepas foram selecionados aleatoriamente de
uma lista de 116 cepas previamente identificadas e classificadas como produtoras de AmpC
por testes fenotipicos. A descri¢do das cepas produtoras de AmpC esté descrita no quadro 3.

Quadro 3. Caracteristicas das enterobactérias provenientes de amostras clinicas humanas

Cepa Amostra Espécie Enzima produzida
FFUP1 urina Klebsiella pneumoniae AmpC
FFUP2 urina Klebsiella pneumoniae AmpC
FFUP3 urina Klebsiella pneumoniae AmpC
FFUP4 urina Enterobacter agglomerans AmpC
FFUP5 pus Klebsiella pneumoniae AmpC
FFUP6 urina Klebsiella pneumoniae AmpC
FFUP7 urina Klebsiella pneumoniae AmpC
FFUPS8 urina Klebsiella pneumoniae AmpC
FFUP9 urina Escherichia coli AmpC
FFUP10 catater Proteus mirabilis AmpC
FFUP11 urina Escherichia coli AmpC
FFUP12 urina Klebsiella pneumoniae AmpC
FFUP13 urina Klebsiella pneumoniae AmpC
FFUP14 urina Klebsiella pneumoniae AmpC
FFUP15 urina Klebsiella pneumoniae AmpC
FFUP16 urina Klebsiella pneumoniae AmpC
FFUP17 urina Klebsiella pneumoniae AmpC
FFUP18 urina Klebsiella pneumoniae AmpC

Apos congelamento a -80°C as cepas foram repicadas em agar infusdo de coracdo e
cerebro (ABHI) (Liofilchem) e incubados a 35°C por 24h. Apds esse periodo, foram repicados
em agar MacConkey (AMC) (Liofilchem) e incubados em mesmas condi¢des para posterior
confirmagdo fenotipica das caracteristicas da col6nia. A partir desse crescimento, as cepas
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foram inoculadas em caldo tripticase de soja (TSB) (Liofilchem) para utilizacdo na
experimentacdo (Gongalves, 2013).

Selecionou-se também 20 enterobactérias, suspeitas de producdo de AmpC,
provenientes de fazendas da regido Sul Fluminense, do Rio de Janeiro (Figura 4) (Santiago,
2013). Estas cepas foram enviadas resfriadas para a Faculdade de Farmécia da Universidade
do Porto (FFUP), Portugal, sendo submetidos aos testes realizados e padronizados sob
orientacdo da professora Dra. Helena Neto Ferreira. As cepas foram previamente reativadas
em ABHI (Merck) e em seguida isoladas em AMC (HiMedia) para posterior identificacéo e
analise da producéo de AmpC.

Figura 4. Mapa da regido Sul Fluminense do estado do Rio de Janeiro. A regido é composta pelos municipios:
Angra dos Reis, Barra do Pirai, Barra Mansa, lItatiaia, Paraty, Pinheiral, Pirai, Porto Real, Quatis, Resende,
Rio Claro, Rio das Flores, Valenga e Volta Redonda. Fonte: Google.

4.1.2 Cepas estudadas na UFRRJ: Escherichia coli isoladas de leite mastitico
e de fezes de rebanhos bovinos leiteiros do Brasil

Foram utilizadas 53 Escherichia coli previamente identificadas provenientes de leite
bovino mastitico das regioes: Sul Fluminense (Figura 4), no periodo de 2009 a 2011
(Santiago, 2013), em Barra do Pirai nos anos de 2014 e 2015 (Figura 5-a), e em nove cidades
no norte gaucho: Aratiba, Centenario, Erechim, Gaurama, Getulio Vargas, Ipiranga do Sul,
Vila Langaro, Sertdo, Santa Cecilia do Sul, em 2015 (Figura 5-b). Provenientes de fezes
foram estudados 185 cepas de E. coli de fazendas leiteiras de Barra do Pirai (Figura 5-a) e
regido rural de Sinop, Mato Grosso (Figura 5-c).

Todas as cepas foram congeladas em caldo BHI (Merck) com glicerol (15%) a -20°C,
e foram reativadas em &gar BHI (Merck) e posteriormente confirmadas suas caracteristicas
coloniais em &gar seletivo Mac Conkey (HiMedia) para serem utilizadas neste estudo.
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Figura 5. Mapas das regides onde foram coletadas as amostras de leite e fezes para o estudo. a- Mapa do Rio de
Janeiro: em destaque a cidade de Barra do Pirai onde coletou-se leite e fezes de rebanho bovino mastitico. b-
Mapa do Rio Grande do Sul, em destaque as nove cidades ao norte do estado onde foram realizadas as coletas de
leite mastitico bovino. c- Mapa do estado de Mato Grosso: em destaque a cidade de Sinop onde foram coletadas
as amostras de fezes de rebanho bovino leiteiro. Fonte: Google.

4.2 Cepas Controle

Como padrdo de comparagdo e de confirmacdo para os meios de cultura, testes
fenotipicos, focagem isoelétrica, conjugacdo e PCR realizados neste estudo fez-se necessario
a utilizacdo das cepas controle:

e Escherichia coli CMY-2 — produtora da enzima CMY -2 foi gentilmente cedida
pelo pesquisador Andrade (Andrade et al., 2015);

e Escherichia coli NCTC 13451 — cepa padréo — produtora de OXA-1, TEM-1 e
CTX-M-15;

e Escherichia coli ATCC 25922 — cepa padréo — ndo produtora de -lactamases;

e Escherichia coli HB101 — cepa padrdo — nao fermentadora de lactose,
resistente a estreptomicina e azida, sensivel aos -lactamicos;

o Kilebsiella pneumoniae ATCC 700603 — cepa padrdo — produtora de SHV,
controle para ESBL.
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4.3 Confirmacéao da Identificacédo das Cepas

4.3.1 CHROMagar orientation

As cepas de enterobactérias humanas e animais utilizados durante o treinamento e
desenvolvimento das técnicas na Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto (FFUP)
formam repicadas em CHROMagar orientation (CHROMagar) para confirmagdo de espécie e
apos incubacdo por 24h a 35°C, pdde-se classificar os isolados pela aparéncia tipica da
coldnia crescida no meio:

e Colobnia rosa ou avermelhada — Escherichia coli
Coldnia azul turqueza — Enterococcus spp.
Coldnia azul metalica — Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Serratia
Coldnia amarela com halo marrom — Proteus spp.
Coldnia cremosa e translicida — Pseudomonas spp.
Colonia branca — Stenotrophomonas spp.

4.3.2 ldentificacdo bioquimica

Para as cepas de enterobactérias enviadas a FFUP, apos estriamento em agar Mac
Conkey, foi realizada a confirmacdo por CHROMagar orientation e por kit bioguimico
ID32GN(Biomérieux) (Figura 6), seguindo as orienta¢des do fabricante.

A identificacdo bioquimica dos isolados de Escherichia coli utilizados para pesquisa
de AmpC na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) foi realizada segundo
Koneman e colaboradores (2012). Para a realizacdo deste trabalho, as cepas foram reativadas,
ndo passando novamente por identificacdo apenas confirmacdo de caracteristicas fenotipicas
em agar Mc Conkey e EMB.

Figura 6. Identificacdo bioquimica de enterobactérias pelo kit ID32GN (Biomérieux). Fonte: acervo pessoal.

4.4 Confirmacdo Fenotipica de p-lactamase AmpC

4.4.1 Difusdo em agar e avaliacdo de antagonismo

O teste de difusdo em agar Muller Hinton (AMH) (Liofilchem) foi efetuado segundo a
metodologia recomendada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute humano e
veterinario (CLSI, 2013; 2014), utilizando-se os antimicrobianos das classes dos p-lactamicos
(Oxoid; Sensidisc) a fim de confirmar a producdo de p-lactamase AmpC, como descritos no
quadro abaixo (quadro 4).
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Quadro 4. Antimicrobianos utilizados e seus respectivos pontos de corte, segundo o CLSI (2013; 2014)

Antibidticos ug Resistente Intermediario SDD Sensivel
Amox+Ac.cla’? 20/10 <13 14-17 - >18
Amoxicilina® 10 <13 14-16 - 217
Aztreonam! 30 <17 18-20 - 221
Cefepime? 30 <18 - 19-24 >25
Cefoxitinal 30 <14 15-17 - >18
Ceftazidimal 30 <17 18-20 - 221
Cefotaxima! 30 <22 23-25 - >26
Imipenem®? 10 <19 20-22 - >23

Legenda: 1- CLSI 2014; 2- CLSI Vet 2013; 3- parametros segundo tabela do fabricante do antimicrobiano
utilizado. SDD — Susceptible-Dose Dependent.

A leitura interpretativa do teste foi realizada a fim de sugerir a produgdo de p-
lactamases pela cepa avaliada de acordo com a localizagdo dos discos de -lactamicos no agar
(Figura 7) (Gongalves, 2008). A formagao dos halos em torno dos discos de antimicrobianos é
influenciada pela proximidade destes com agentes indutores ou inibidores do mecanismo de
resisténcia. Dessa forma, foi avaliado o antagonismo entre os discos de cefoxitina,
ceftazidima e cefotaxima, e entre imipenem e cefepime, que sdo as caracteristicas observadas
em cepas produtoras de AmpC induziveis.

Figura 7. Localizacdo dos discos de antimicrobianos na placa de dgar Miller Hinton para leitura interpretativa.
AMO- amoxicilina, AMC — amoxicilina com &cido clavulanico, CAZ — ceftazidima, CFO — cefoxitina, CTX —
cefotaxima, ATM — aztreonam, CPM — cefepime, IMI — imipenem. A avaliacdo interpretativa em teste de
difusdo em 4gar € realizada a partir da observagdo de antagonismo e sinergismo entre os discos de B-lactamicos e
o0 indutor de AmpC (imipenem, cefoxitina) ou inibidor de B-lactamases (&cido clavulanico), respectivamente,
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como demonstrados na segunda e terceira figura. A presenga de antagonismo (formagdo de “zona D) entre 0S
discos de cefotaxima e/ou ceftazidima e cefoxitina (indutor), e/ou entre os discos de imipenem (indutor) e
cefepime demonstra que a cepa estudada é suspeita de produzir AmpC induzivel, como observado na segunda
figura. Em caso de cepas que apresentam sinergismo entre os discos de p-lactdmicos e de amoxicilina com &cido
clavulanico (inibidor) ha suspeita da producdo de ESBL pela formacdo de uma juncdo entre os halos de
suscetibilidade, como visto na terceira figura. Em cepas suspeitas de produzirem AmpC codificada por gene de
origem plasmidial, pode-se observar resisténcia a cefoxitina sem antagonismo entre os discos de B-lactamicos,
como demonstrado na quarta figura.

4.4.2 Inibicéo pela cloxacilina

Ap0s a confirmacdo das caracteristicas fenotipicas de resisténcia ao teste de difusao
em agar em AMH, foi feito o mesmo procedimento do teste com os antimicrobianos:
amoxicilina, amoxicilina com &cido clavuléanico, aztreonam, cefepime, cefoxitina, cefotaxima,
ceftazidima e imipenem, adicionados ao AMH com 200ug/mL cloxacilina (Sigma-Aldrich)
(Rodriguez-Martinez et al., 2009; Pires et al., 2015). A leitura deu-se pela observacdo do
aumento da suscetibilidade dos isolados aos antimicrobianos (CLSI, 2014) e da ndo expressao
de antagonismo, demonstrando a inibi¢cdo da enzima AmpC pela cloxacilina adicionada ao
meio.

4.4.3 Inibicéo pelo acido boronico

Em AMH, inoculou-se os isolados com suabe, e sobre 0 meio de cultura foram
colocados um disco de cefoxitina e um disco de cefoxitina com 400ug de acido bordnico
(AB) (anexo 1). Ap6s 24h a 35°C, foram considerados produtores de AmpC os isolados para
0s quais o disco contendo acido borénico apresentou um aumento no diametro do halo de
valor igual ou maior que 5mm com relagdo ao disco contendo apenas cefoxitina (Coudron,
2005). Uma cepa de Escherichia coli previamente caracterizada como produtora de CMY-2 e
a cepa padrdo E. coli ATCC 25922 foram os controles positivo e negativo, respectivamente.

4.4.4 Concentracdo inibitéria minima (MIC) com cefoxitina

Os isolados resistentes a cefoxitina foram submetidos a determinacdo de MIC
seguindo as orientagdes do CLSI (2014). O teste foi realizado em microplaca de ELISA,
inoculando em cada poco o caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo (CBHI) (Himedia) os
isolados ajustados para a escala 0,5 de MacFarland com as seguintes concentracdes de
cefoxitina (Labesfal): 4, 8, 16, 32ug/mL. Apo6s 20h de incubacdo a 35°C, foi realizada a
leitura do teste adicionando-se 10pL de resazurina 0,01% que em presenca de células viaveis
é reduzida da cor azul para rosa, facilitando a leitura da MIC (Mann e Markham, 1998; Silva,
2009).

4.4.5 Concentracao inibitoria minima (MIC) com cefoxitina e cloxacilina

Os isolados com concentracédo inibitoria maior ou igual a 4 foram testados para a
inibicdo de AmpC pela MIC com cefoxitina (Labesfal) e cloxacilina (Sigma-Aldrich). O teste
foi realizado em microplaca de ELISA, inoculando em cada pogo o CBHI os isolados
ajustados para a escala 0,5 de MacFarland com as seguintes concentrag0es de cefoxitina em
po: 0, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024ug/mL; e concentracdo de 200 pg/mL de
cloxacilina. Ap6s 20h de incubagdo a 35°C, foi realizada a leitura do teste adicionando-se
10pL de resazurina 0,01% (Mann e Markham, 1998).
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4.5 Caracterizacdo Bioquimica de p-lactamase Tipo AmpC

4.5.1 Preparacado do extrato bruto

Quatro ensaios foram realizados para a obtencdo do extrato bruto, durante a
padronizacédo da técnica, na FFUP:

1°. Ensaio sem presséo - os isolados foram inoculados em 20 mL de TSB e incubados por
24h a 35°C. Apds essa incubacdo foram realizadas as técnicas de centrifugacéo,
choque térmico e sonicacao, explicadas posteriormente (Gongalves, 2008).

2°. Ensaio com pressdo com cefoxitina - os isolados foram inoculados em 20 mL de TSB
com um disco de cefoxitina (30ug) e em seguida foram incubados por 24h a 35°C. Em
seguida, deu-se a retirada do disco de antimicrobiano dos meios e as etapas de
centrifugacgdo, choque térmico e sonicagé&o.

3°. Ensaio com dupla pressdo (cefoxitina e cefotaxima) - os isolados bacterianos foram
inoculados em 20mL de meio TSB com um disco de cefoxitina (30pg) e um disco de
cefotaxima (30pg). Apds incubacdo a 35°C por 24h, os discos de antimicrobianos
foram retirados do meio e a cultura foi centrifugada, submetida a choque térmico e
sonicacao.

4°, Ensaio com dupla pressdo por 3 dias - os isolados bacterianos foram inoculados em
20mL de meio TSB com um disco de cefoxitina (30ug) e um disco de cefotaxima
(30pug). Apds incubacdo a 35°C por 24h, os discos de antimicrobianos foram retirados
do meio, a cultura centrifugada a 15509, durante 10 minutos, a 4°C (SIGMA 6K15,
Sigma-Aldrich, Osterode am Harz, Alemanha) e o sobrenadante descartado. Vinte
mililitros de TSB foram adicionados ao precipitado e um disco de cefoxitina (30ug) e
um disco de cefotaxima (30ug) foi adicionado ao meio de cultura e incubou-se a 35°C
por 24h. Realizou-se esse procedimento ap6s a incubacdo. No quarto dia, foi realizada
a extracao da enzima submetendo o meio as técnicas de centrifugacdo, choque térmico
e sonicacdao.

Em todos os ensaios, a centrifugacdo das amostras, o choque térmico e a sonicacao
foram realizados seguindo o mesmo protocolo: ap6s o referido periodo de incubacdo, os
meios foram centrifugados a 1550g, durante 10 minutos, a 4°C (SIGMA 6K15, Sigma-
Aldrich, Osterode am Harz, Alemanha). O sobrenadante foi descartado e se adicionou ao
precipitado 20mL de agua destilada estéril, para lavagem das células. Centrifugou-se o meio
novamente sob as condicdes especificadas anteriormente. Este procedimento de lavagem e
centrifugacdo foi realizado por trés vezes. Na ultima centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado juntamente a agua residual constituiram o extrato bruto da amostra,
que foi transferido para um microtubo de 1,5mL. O extrato bruto foi submetido ao choque
térmico obedecendo a sequéncia de congelamento (-20°C) e descongelamento em banho-
maria (37°C). O procedimento foi ser repetido por cinco vezes, a fim de proporcionar a
liberagdo das B-lactamases presentes no espaco periplasmatico. Os microtubos contendo
extrato bruto foram submetidos a sonicacdo (Sonics VibraCell VC130PB, Nestown, U.S.A.):
colocou-se 0 microtubo em uma caixa de isopor com gelo e o transdutor foi inserido em
contato com o extrato bruto. A frequéncia utilizada foi de 80Hz durante 4 segundos por 8
vezes, com intervalos de 5 minutos entre uma sonicacao e outra.

Os extratos brutos foram congelados a -80°C até avaliagdo prévia e foram conservados
sob essas condicdes para utilizacdo na focagem isoelétrica.
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4.5.2 Avaliacéo prévia do extrato bruto

Com o propdsito de avaliar a atividade de AmpC no extrato bruto da amostra, foi
realizado um ensaio prévio com solucdo de cefalosporina cromogénica, Nitrocefin (Img/mL)
(Oxoid; Sigma).

Os extratos brutos foram descongelados e centrifugados por 1 minuto a 9724g. Em
uma placa de petri estéril, colocou-se 5uL do sobrenadante de extrato bruto com igual
quantidade da solucdo de nitrocefin (Img/mL). Na presenca de isolados produtores de f-
lactamases, o anel B-lactamico da cefalosporina cromogénica € hidrolisado pela enzima. O
resultado é visualizado pela mudanca de cor da solugdo, de amarelo para laranja/vermelho,
num periodo de tempo igual ou inferior a 10 segundos — evidéncia da atividade p-lactamasica
do extrato (Gongalves, 2008).

45.3 Determinagao do ponto isoelétrico da p-lactamase

A determinagdo do ponto isoelétrico (pl) das B-lactamases foi realizada no sistema
Phast System (Pharmacia, Uppsala, Suécia), através da utilizacdo de gel comercial de
poliacrilamida contendo anfélitos com gradiente de pH entre 3 e 9 (PhastGel IEF 3-9, GE
Healthcare). O gel de poliacrilamida com anfélitos foi colocado na placa do aparelho, aderido
por uma gota de &gua destilada estéril. Os extratos brutos foram descongelados e
centrifugados. Sobre a superficie limpa da placa acesséria para as amostras, colocou-se 5uL
do sobrenadante de cada extrato bruto, fez-se isso para todos o0s extratos testados e encostou-
se 0 pente de focagem nos volumes colocados na placa acessoria. Encaixou-se o pente no
aparelho de focagem e deu-se seguimento o programa selecionado para a focagem isoelétrica.
Ao fim do tempo de corrida, retirou-se o gel do aparelho e o colocou em uma placa de petri
estéril para revelacdo das bandas por adicdo de aproximadamente 6 mL de solucdo de
nitrocefin (Img/mL). Apos alguns segundos, pode-se observar as bandas em cor résea no gel
de poliacrilamida (Gongalves, 2008).

45.4 Identificacio da p-lactamase por focagem isoelétrica

A identificagdo das B-lactamases foi feita por comparacdo com as bandas encontradas
nas cepas padrdo Escherichia coli NCTC13451 e Escherichia coli CMY-2 com enzimas
previamente conhecidas: OXA-1 (pl7,4), TEM-1 (pl5,4) e CTX-M-15 (pl8.9), e CMY-2
(p19,0), respectivamente (Verdet et al., 1998; Philippon et al., 2002; Haldorsen et al., 2008;
Rodriguez et al., 2009; Vingoupoulow et al., 2014).

4.6 Avaliacdo da Origem Plasmidial do Gene por Conjugacao

4.6.1 Selecdo das espécies doadoras de plasmidio conjugativo

Os isolados suspeitos de produzirem AmpC foram submetidos ao teste de
suscetibilidade a estreptomicina (10ug) (Oxoid; Sensidisc) para confirmacéo da sensibilidade
a este antimicrobiano, segundo CLSI (2014). A cepa receptora de plasmideos conjugativos
utilizada foi Escherichia coli HB101, resistente a estreptomicina, ndo fermentadora de
lactose.
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4.6.2 Preparo dos isolados para conjugacao

Os isolados foram inoculados em &gar CLED (Liofilchem; Himedia), a 35°C por 24h.
A partir desse crescimento inoculou-se uma coldnia da bactéria doadora em 2mL de meio de
cultura TSB (Liofilchem; Himedia) contendo um disco de cefoxitina (30ug) e incubou-se a
suspensdo a 35° por 24h. Retirou-se 200uL dessa suspensdo contendo a cepa doadora e
inoculou-se 0 volume em 2mL de TSB sem antimicrobiano, e em paralelo, inoculou-se uma
colbnia da cepa receptora, Escherichia coli HB101, para 5mL de TSB, os caldos foram
incubados na estufa a 35°C por 24h. As suspens@es obtidas foram utilizadas no método de
conjugacdo em meio liquido.

4.6.3 Conjugacéao bacteriana

4.6.3.1 Conjugacdo em meio sélido

No centro de uma placa de meio de AMH, colocou-se 200uL da suspensé@o contendo o
isolado doador e sobre esse liquido adicionou-se igual volume da suspensdo contendo a cepa
receptora, e incubados a 35°C. Esse procedimento foi realizado em duplicata para cada
isolado, pois uma placa foi avaliada ap6s 6h de incubacdo e a outra apos 24h. Em seguida, a
massa crescida no meio foi ressuspendida em 1mL de soro fisioldgico estéril e desta
suspensdo avaliou-se a presenca de transconjugantes (Gongalves, 2008). Esta metodologia foi
realizada durante a padronizacdo das técnicas na FFUP, por isso foi realizada apenas nos
isolados de enterobactérias oriundas de amostras clinicas, devido aos resultados obtidos.

4.6.3.2 Conjugacédo em meio liquido

Retirou-se 200uL do meio TSB contendo a bactéria doadora e adicionou-se a 2mL de
TSB. Nesta suspensdo foram acrescentados 400uL do meio contendo a cepa receptora e
incubou-se a 35°C (Gongalves, 2008). Avaliou-se a conjugacdo ap0os 6h e 24h de incubacéo.
Esta metodologia foi realizada na FFUP durante a padronizacdo das técnicas e,
posteriormente, na UFRRJ apenas com incubacao de 6 horas devido aos resultados obtidos.

4.6.4  Selecdo das transconjugantes

Apobs o periodo estabelecido, retirou-se 200uL da suspensdo ap0s a conjugacao em
meio solido e em meio liquido e espalhou-se em AMC com marcador de selecdo (cefoxitina
10ug/mL - Labesfal e estreptomicina 100ug/mL - Sigma-Aldrich) e incubou a 35°C por 24h
(Goncalves, 2008). Apds a incubacdo pelo tempo descrito acima, verificou-se o crescimento
de transconjugantes: isolados ndo fermentadores de lactose resistentes a estreptomicina e a
cefoxitina.

A partir desse crescimento bacteriano no meio seletivo para transconjugantes, foram
selecionadas cinco colonias para serem reisoladas em nova placa de AMC com marcador de
selecdo (cefoxitina - 10pg/mL, estreptomicina - 100ug/mL) para confirmacdo das
caracteristicas de transconjugantes. Apos incubacdo a 35°C por 24h, observaram-se as
caracteristicas das coldnias que cresceram no meio e selecionaram-se 2 para serem utilizadas
nas proximas etapas de confirmacgéo da transferéncia do plasmideo conjugativo. No caso das
cepas pertencentes a espécies ndo fermentadoras de lactose, a confirmacdo também foi
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realizada semeando-se estas cepas crescidas no meio seletivo em: CHROMagar orientation,
nos isolados estudados na FFUP, e meio Kligler nas cepas estudadas na UFRRJ (Quadro 5).

Quadro 5 . ReacOes no meio de triagem Kligler Iron Agar (FIOCRUZ, 2006)

Leitura Interpretacgdo Diagnostico presuntivo
Reacdo 4cida (amarelo) e gas na Fermentacdo da glicose e Escherichia, Klebsiella,
profundidade. Reacéo acidana  [fermentacéo da lactose, inclusive| Enterobacter, Providencia,
superficie. Auséncia de H,S. com producdo de gés. Serratia

Reacdo acida e gas na profundidade.

.. . Fermentacdo da glicose sem Salmonella, Edwardsiella,
Superficie alcalina (vermelha). . .
ataque a lactose. Citrobacter, Proteus
Presenga de H,S.
Reacdo acida sem gas na Glicose fermentada apenas .
. o . . - Shigella, Salmonella, Proteus,
profundidade, superficie alcalina. | formando &cido; nenhuma acéo - - . L
. Providencia, Serratia, Yersinia
Auséncia de H,S. sobre a lactose.
Meio inteiramente 4cido com gés. |Fermentacdo da glicose com gas; .
9 ¢ - 9 g Citrobacter, Proteus
Presenca de H,S. fermentacdo da lactose.

Fermentacdo da glicose com
formacéo de 4cido; fermentagdo Escherichia coli, Serratia
da lactose.

Meio inteiramente acido sem gas.
Auséncia de H,S.

4.6.5 Confirmacao da transferéncia de AmpC

A confirmacéo fenotipica da transferéncia foi avaliada pelo teste de suscetibilidade ao
antimicrobiano em meio sélido (Teste de Difusdo em Agar — CLSI, 2014) como realizado
para as células doadoras. O estudo molecular para confirmacdo da transferéncia dos genes
codificantes de PB-lactamase AmpC foi feito por PCR, seguindo a mesma metodologia
utilizada nas células doadoras, assim como para a focagem isoelétrica cuja extracdo da enzima
foi realizada apenas pelo ensaio de inoculacdo das transconjugantes em TSB com dupla
pressdo por 3 dias.

4.6.6 Avaliacdo de transferéncia de resisténcia associada

A presenca de resisténcias associadas a de B-lactdmicos pode ocorrer caso 0s genes
estejam contidos no mesmo plasmideo conjugativo. Para avaliar tal caracteristica, foi
realizado o teste de suscetibilidade antimicrobiana com outras classes antimicrobianas, tanto
para as transconjugantes quanto para as bactérias doadoras. Os antimicrobianos utilizados,
suas concentracdes e zonas de inibicdo (CLSI, 2013 e 2014) estdo descritos no quadro 6.
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Quadro 6. Antimicrobianos utilizados na avaliacdo de resisténcia associada, nos transconjugantes e bactérias
doadoras, e seus respectivos pontos de corte

Antimicrobianos Mg Resistente Intermediario Sensivel
Amicacinal/? 30 <14 15-16 >17
Cefalotina'/ 30 <14 15-17 >18
Cefuroxima! 30 <14 15-22 >23

Ciprofloxacina® 5 <15 16-20 >21
Cloranfenicol* 30 <12 13-17 >18
Doripenem? 10 <19 20-22 >23
Ertapenem? 10 <18 19-21 >22
Fosfomicinal 200 <12 13-15 >16
Gentamicina? * 10 <12 13-15 >16
Meropenem? 10 <19 20-22 >23
Nitrofurantoina®’ 300 <14 15-16 >17
Norfloxacina® * 10 <12 13-16 >17
Piperacilinat 100 <17 18-20 >21
Piperaciclina+Tazobactam?® 100/10 <14 15-20 >21
Tigeciclina® 15 <14 15-18 >19
Tetraciclina? 30 <11 dez/14 >15
Tobramicina? 10 <12 13-14 >15
Sulfa-trimetoprim®2 * 1,25/23,75 <10 nov/15 >16

Legenda: 1- CLSI 2014; 2- CLSI Vet 2013; 3 - EUCAST (2014). * Utilizados nas cepas estudadas em ambas as
institui¢des, os demais foram avaliados apenas nas cepas de origem clinica.

4.7 Confirmaciao Genotipica de p-lactamase AmpC

4.7.1 Extracédo de DNA por lise térmica

Apbs crescimento dos isolados em agar CLED (Liofilchem), retirou-se uma coldnia do
isolado e ressuspendeu-a em 100uL de agua ultrapura estéril. A seguir, foi realizada a lise
térmica em termociclador T100™ Thermal Cycler (BioRad) por 10 minutos a 100°C. A
suspensdo foi centrifugada (ScanSpeed Mini, Labogene) a 9.724g por 5 minutos e ao fim o
sobrenadante, contendo o DNA, foi transferido para outro microtubo. O DNA extraido foi
congelado a -20°C para posterior amplificacdo por PCR (Féria et al., 2002).

4.7.2 Técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) e eletroforese em gel
de agarose
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O primers utilizados na detec¢ao de B-lactamases tipo AmpC, o tamanho molecular dos produtos amplificados, as condigdes e referéncias

estdo descritas no quadro 7.

Quadro 7. Primers para pesquisa de B-lactamases AmpC

Enzima/Alvo

Primer

Amplicon (pb)

Sequéncia

Condicdes de PCR

Referéncia

AmpC / gene universal AmpC

ampC F
ampC R

634

CCC CGC TTATAG AGC AAC AA
TCA ATG GTC GACTTC ACACC

95°C 15min., (94°C 1 min., 58°C
2min., 72°C 3min.)x35, 72°C
10min.

Sobiaetal., 2011

AmpC / gene inteiro AmpC

IntB2
IntHN

1315

TTC CTG ATGATCGTTCTG CC
AAA AGC GGA GAA AAG GTC CG

95°C 5 min., (95°C 1 min., 60°C

1min., 72°C 1min.)x30, 72°C 5min.

Mammeri et al., 2006; 2007; 2008

AmpC / gene promotor AmpC

AB1
AmpC2

271

GAT CGT TCT GCC GCT GTG
GGG CAG CAAATG TGG AGC AA

95°C 5 min., (95°C 1 min., 58°C
1min., 72°C 30s.)x30, 72°C 5min.

Caroff et al., 2000; Corvec et al.,
2002

CMY / grupo CMY

CMY F
CMY R

1256

GGG CCCGGACACCYTTTT GC
TAA GTG TAG ATG ACA RCA GG

(94°C 1min., 54°C 1min., 72°C 1
min.)x 35

D’Andrea et al., 2006

DHA-1, DHA-2 / grupo DHA

AmpR / regulador DHA

DHAM F
DHAM R
AmpR (F)

1043

1738

ACACTGATTTCC GCT CTGCT
ACAATCGCCACCTGTTTTTC
CAG GGT AAAGCG GTG AAC AT

94°C 3min., (94°C 30s, 64°C 30s,
72°C 1 min.)x25, 72°C 7 min.

Pérez-Pérez e Hanson, 2002; Roche et
al., 2008

ACC / grupo ACC

ACCM F
ACCM R

346

AAC AGC CTC AGC AGC CGG TTA
TTC GCC GCA ATC ATC CCT AGC

94°C 3min., (94°C 30s, 64°C 30s,
72°C 1 min.)x25, 72°C 7 min.

Pérez-Pérez e Hanson, 2002

LAT-1 a0 LAT-4, CMY-2 ao CMY-
7, BIL-1/ grupo CIT

CITMF
CITMR

462

TGG CCA GAACTG ACA GGC AAA
TTTCTC CTG AAC GTG GCT GGC

94°C 3min., (94°C 30s, 64°C 30s,
72°C 1 min.)x25, 72°C 7 min.

Pérez-Pérez e Hanson, 2002

MIR-1T ACT-1/ grupo EBC

EBCM F
EBCM R

302

TCG GTA AAG CCGATG TTG CGG
CTTCCACTGCGGCTG CCAGTT

94°C 3min., (94°C 30s, 64°C 30s,
72°C 1 min.)x25, 72°C 7 min.

Pérez-Pérez e Hanson, 2002

FOX-1 ao FOX-5b / grupo FOX

FOXM F
FOXMR

190

AAC ATG GGG TAT CAG GGA GAT G
CAA AGC GCG TAA CCG GAT TGG

94°C 3min., (94°C 30s, 64°C 30s,
72°C 1 min.)x25, 72°C 7 min.

Pérez-Pérez e Hanson, 2002

MOX-1, MOX-2, CMY-1, CMY-8 ao
CMY-11/ grupo MOX

MOXM F
MOXM R

520

GCT GCT CAA GGA GCA CAG GAT
CAC ATT GAC ATAGGT GTG GTG C

94°C 3min., (94°C 30s, 64°C 30s,
72°C 1 min.)x25, 72°C 7 min.

Pérez-Pérez e Hanson, 2002
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Cada reacao de PCR para ampC e CMY continha 20 mM Tris_HCI, pH 8.4; 50 mM
KCI, 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM MgCl;; 0,6 UM de cada primer; e 1.25 U de Taqg DNA
polimerase (Kapa Biosystems; Fermentas) em um volume total de reacdo de 25ul contendo
2ul do DNA extraido. As concentraces dos primers utilizados para os multiplex seguiram o
descrito por Pérez-Pérez e Hanson (2002) e por Roche e colaboradores (2008). Utilizou-se o
termociclador T100™ Thermal Cycler (BioRad) para as reagdes de PCR e os produtos foram
avaliados através de eletroforese em gel de agarose (2%), revelado com Midori Green
Advance DNA Stain (Nippon Genetics) (FFUP) e com SYBER Green (Invitrogen)(UFRRJ),
e utilizados os marcadores de peso molecular de 100pb (GRISP; Fermentas) e de 1000pb
(Bioron; Fermentas). A revelacdo dos géis foi feita em fotodocumentador BioRad (Molecular
Imager Gel Doc ™ XR+ System with Image Lab™ Software, BIO RAD) (FFUP) e em
fotodocumentador L-PIX EX (Loccus Biotecnologia) (UFRRJ).

Foram utilizadas cepas controle para as reacdes de PCR: Escherichia coli CMY-2 —
controle positivo para AmpC, CMY, CIT, e Escherichia coli ATCC25922 — controle negativo
para todos os primers utilizados.

4.8 Sequenciamento de ampC

Doze cepas de Escherichia coli (Quadro 8) com e sem perfil de resisténcia a
cefoxitina, marcador para 0 mecanismo de resisténcia em estudo, foram selecionadas para
analise do gene ampC, por sequenciamento. Com base nos resultados do sequenciamento,
foram avaliadas as mutacGes nestes genes e a consequéncia na atividade de AmpC. Destas
amostras, seis sdo suspeitas de produzirem ESAC, trés de super produzirem AmpC e trés de
produzirem AmpC cromossomal natural da espécie.

Quadro 8 — Cepas selecionadas para sequenciamento da regido promotora e gene inteiro AmpC e suas
caracteristicas feno e genotipicas bem como a suspeita de enzima produzida

Isolado | Perfil Fenotipico | Perfil Genotipico | Suspeita Principal | Outro Mecanismo
F1 - AmpC AmpC cromossomall -
F6 CFO, CPM AmpC ESAC cromossomal -
F8 AMO, CFO, CPM AmpC ESAC cromossomal -

F11 CFO, CPM AmpC ESAC cromossomal ESBL
F21 CFO, CPM AmpC ESAC cromossomal -
F25 AMO, CFO, CPM AmpC ESAC cromossomal ESBL
G18 AMO, AMC, CFO AmpC superprod de AmpC -
G27 AMO, AMC, CFO AmpC superprod de AmpC -
30A AMC AmpC AmpC cromossomal -
N18 AMO, AMC, CFO, CPM AmpC ESAC cromossomal ESBL
S10 AMO, AMC, CFO AmpC superprod de AmpC -
S100 AMO, AMC AmpC AmpC cromossomal -

Legenda: AMO — amoxicilina, AMC — amoxicilina com &cido clavulanico, CFO — cefoxitina, COM — cefepime;
ESAC — AmpC de Espectro Estendido; ESBL — B-lactamase de Espectro Estendido.

Para o sequenciamento da regido promotora do gene, o0 DNA total foi amplificado com

os primers AB1 e AmpC2 e para o sequenciamento da regido codificadora, foram utilizados
os primers IntB2 e IntHN. Os produtos de PCR foram purificados utilizando a Exo-Sap (USB
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Corporation, Cleveland, Ohio), conforme recomendacdo do fabricante e, em seguida,
submetido ao sequenciador ABI 3130xI da Applied Biosystems.

As sequéncias foram editadas utilizando o programa DNA Sequence Assembler v4
(2013) Heracle BioSoft (www.DnaBaser.com), e posteriormente foram alinhadas com outras
sequéncias  depositadas  no banco de dados do NCBI (GenBank:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (ALTSCHUL et al, 1997) no programa Mega V7
(Caspermeyer, 2016).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cepas Estudadas na FFUP: Enterobactérias Isoladas de Casos Clinicos
Humanos de Portugal e Enterobactérias Isoladas de Leite Mastitico Bovino
Brasileiro

As enterobactérais oriundas de diferentes setores e amostras clinicas coletadas em um
hospital na regido norte de Portugal em 2009, foram estudadas acerca da producdo de [3-
lactamases. Tais isolados foram identificados ao nivel de espécie e classificados como
produtores de ESBL, carbapenemases e de AmpC (Gongalves, 2013).

As enterobactérias produtoras de AmpC, congeladas a -80°C, foram cedidas para o
experimento de padronizacdo das técnicas de conjugacdo e focagem isoelétrica que foram
posteriormente utilizadas em isolados de origem animal de importancia nessa tese. Além da
padronizacdo das técnicas pode-se aprofundar os conhecimentos sobre a enzima AmpC bem
como confirmar a producdo da enzima e a origem dos genes codificantes de AmpC nos
isolados oriundos de humanos.

A partir de 116 enterobactérias provenientes de amostras clinicas humanas,
previamente identificadas como produtoras de AmpC, selecionaram-se aleatoriamente 18
cepas, a maioria obtidos a partir de amostra urinaria: Klebsiella pneumoniae (n=14),
Escherichia coli (n=2), Enterobacter cloacae (n=1), 1 Proteus mirabilis (n=1). Essas
espécies sdo comumente encontradas em amostras clinicas e dentre os Gram negativos, a
espéecie Klebsiella spp. é prevalente. K. pneumoniae € um agente comum de infeccOes
nosocomiais podendo causar pneumonias, infeccdo do trato urinario e também septicemia
(Daef e Elsherbiny, 2012; Azimi et al., 2015).

Apobs o reisolamento, as espécies bacterianas foram confirmadas por CHROMagar
orientation (Figura 8). Naqueles isolados pertencentes ao grupo KESC (Klebsiella,
Enterobacter, Serratia, Citrobacter) realizou-se o teste bioquimico pelo kit ID32GN. Ao
final, todas as cepas tiveram sua espécie confirmada.

Figura 8. CHROMagar orientation. Os isolados que apresentaram colora¢do azul foram classificados como
pertencentes ao grupo KESC, sendo portanto necessario o uso de métodos bioquimicos para identificagdo a nivel
de espécie. O isolado cujas colbnias apresentaram a coloragdo amarela com bordas marrons foi identificado
como Proteus spp. e confirmada sua espécie por teste bioquimico. O isolado que apresentou coloragdo vermelha
foi classificado como Escherichia coli.
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A producao da B-lactamase AmpC confere a bactéria resisténcia as cefalosporinas com
excegdo ao cefepime, e a hidrdlise do anel B-lactdmico ocorre de maneira mais especifica nas
cefamicinas, cujo representante utilizado na deteccdo dessa caracteristica foi a cefoxitina.
Além disso, essas enzimas ndo sofrem agdo dos inibidores de B-lactamases, como o acido
clavulanico. A fim de confirmar esse fenotipo foi realizado o teste de suscetibilidade
antimicrobiana com os [B-lactdmicos: amoxicilina, amoxicilina com acido clavulanico,
cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima, imipenem e cefepime (Figura 9).

Figura 9. Teste de suscetibilidade antimicrobiana realizado para confirmacdo do fendtipo de resisténcia
codificado por enzimas AmpC. Observa-se a resisténcia a cefoxitina, a amoxicilina e a amoxicilina combinada
ao inibidor de B-lactamase, acido clavulanico. Os demais halos formados foram avaliados seguindo os critérios
do CLSI (2013,2014). Nessa placa, as setas em branco indicam as regides de ligeiro achatamento nos halos,
também denominado “zona em D”, ocasionado pelos indutores de AmpC: o imipenem (IMI) e a cefoxitina
(FOX). A distancia entre os halos é de 20mm. O &cido nalidixico (NA) foi incluido nesse teste para avaliar a
suscetibilidade das cepas a este antimicrobiano, para posterior sele¢cdo da cepa padrdo utilizada na técnica de
conjugacao.

Muitas espécies incluindo Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae e Serratia
marcescens, sao produtoras naturais de AmpC e sua expressdo € baixa porém induzivel. Essa
inducdo é percebida pela exposicdo da bactéria a alguns B-lactdmicos como amoxicilina,
ampicilina, imipenem e 4cido clavulanico (Martinez-Rojas, 2009; Bush e Jacoby, 2010). Em
trabalho realizado por Dunne e Hardin (2005), os autores sugerem a utilizacdo do disco de
imipenem na pesquisa desta inducdo que é frequentemente cromossomal, como podemos
observar na figura 4, ao contrario do gene plasmidial que é sempre expresso e nao causa tal
deformacdo no halo. Esta avaliacdo é subjetiva e em algumas situacbes ndo se consegue
observar a inibicdo pelo antimicrobiano. Outro fator importante é a discordancia entre autores
sobre a utilizacdo desta metodologia para determinacdo da origem do gene responsavel pela
producédo da enzima, pois 0 gene DHA plasmidial codifica uma AmpC induzivel como ocorre
no de origem cromossdmica (Reisbig e Hanson, 2004). Em nosso estudo 61,1% das cepas ndo
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apresentaram antagonismo, ou seja, foram consideradas produtoras de ampC de origem
plasmidial. A tabela 1 mostra os perfis de suscetibilidade aos B-lactdmicos e a avaliagdo do
antagonismo, nas cepas estudadas.

Tabela 1. Avaliacdo e confirmacdo das caracteristicas fenotipicas de resisténcia AmpC nas enterobactérias
estudadas e nas cepas controle dos ensaios

Cepa Espécie Perfil de Resisténcia Antagonismo
FFUP1 Klebsiella pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ-CTX NAO
FFUP2 Klebsiella pneumoniae AML - AUG - FOX SIM
FFUP3 Klebsiella pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ-CTX SIM
FFUP4 Enterobacter agglomerans AML - AUG - FOX - CAZ - CTX NAO
FFUP5 Klebsiella pneumoniae AML - AUG - FOX — CAZ SIM
FFUP6 Klebsiella pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ-CTX NAO
FFUP7 Klebsiella pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ - CTX SIM
FFUP8 Klebsiella pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ SIM
FFUP9 Escherichia coli AML - AUG - FOX - CAZ NAO
FFUP10 Proteus mirabilis AML - AUG - FOX - CAZ - CTX - FEP - IMI NAO
FFUP11 Escherichia coli AML - AUG - FOX - CAZ-CTX NAO
FFUP12 Klebsiella pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ SIM
FFUP13 Klebsiella pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ SIM
FFUP14 Klebsiella pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ - CTX NAO
FFUP15 Klebsiella pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ SIM
FFUP16 Klebsiella pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ SIM
FFUP17 Klebsiella pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ NAO
FFUP18 Klebsiella pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ SIM
NCTC13451 Escherichia coli AML - AUG - CAZ NAO
CMY-2 Escherichia coli AML - AUG - FOX - CAZ - CTX NAO
HB101 Escherichia coli S NAO

Legenda: AML - amoxicilina, AUG — amoxicilina com 4&cido clavulanico, FOX - cefoxitina, CTX -
cefotaxima, FEP — cefepime, IMI — imipenem, S — estreptomicina. A presenca de antagonismo sugere a presenca
de AmpC de origem cromossomal e a auséncia, de plasmidial.

Como testes confirmatérios para producdo de AmpC foram realizados: teste de
inibicdo da AmpC pela cloxacilina e inibicdo da AmpC pelo acido bor6nico (AB).

O primeiro teste realizado, o de inibicdo da AmpC pela cloxacilina, foi feito por
inoculacdo da cepa em AMH com cloxacilina (200 pg/mL) onde foram dispostos os discos
dos seguintes antimicrobianos: amoxicilina, amoxicilina com acido clavulanico, ceftazidima,
cefoxitina, cefotaxima, imipenem, cefepime e aztreonam, nas mesmas concentracfes
utilizadas no teste de suscetibilidade antimicrobiana realizado para verificagcdo da
caracteristica de resisténcia codificada por ampC. Este teste teve como objetivo inibir a acdo
da enzima AmpC pela cloxacilina e entdo observar um aumento nos didmetros dos halos
formados em torno dos discos de antimicrobiano. Além disso, a inibi¢do da enzima faz com
gue ndo se observe o antagonismo entre os discos de cefalosporina e indutores da enzima, o
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que também ¢ denominado de “zona D”. Assim, a observagdo dessas caracteristicas
demonstra que a producdo de AmpC é o mecanismo responsavel por causar a resisténcia
observada na cepa.

As cepas estudadas neste trabalho foram submetidas ao teste de inibicdo pela
cloxacilina e ndo foi possivel observar uma inibicdo completa da atividade da enzima em
algumas delas. Porém, ficou evidente a atividade da enzima nas cepas uma vez que houve
aumento dos halos, especialmente no halo em torno de cefoxitina onde ndo havia formacdo de
halo quando na auséncia da cloxacilina (Figura 12). Assim, confirma-se a producdo de AmpC
em 83,3% das enterobactérias estudadas neste trabalho. Em duas cepas de Escherichia coli e
em uma de Proteus mirabilis ndo houve confirmacéo da atividade da cloxacilina pois ndo se
observou crescimento bacteriano na placa.

Figura 10. Teste de inibico da AmpC pela cloxacilina. Imagem A — comparacdo do teste de suscetibilidade
antimicrobiana utilizando B-lactdmicos em AMH e o teste realizado em AMH adicionado cloxacilina, inibidor de
AmpC. Observa-se que esta cepa produz a enzima e esta € parcialmente inibida pela cloxacilina, visto que hd um
leve abaulamento no halo formado em torno do antimicrobiano CTX (cefotaxima) devido & inducédo da producao
de AmpC pela FOX (cefoxitina). Imagem B — as duas placas apresentadas sdo de uma cepa também classificada
como produtora de AmpC, e observa-se que a primeira placa, sem adicdo de cloxacilina, hd a presenga de
pequenos halos em torno dos discos de antimicrobianos testados, ou seja, a enzima deetermina uma baixa
suscetibilidade aos antimicrobianos testados. Na placa seguinte, em mesmo meio agora adicionado de
cloxacilina, observa-se um aumento dos halos mas ainda estd presente a enzima pois a cepa continua resistente
aos antibidticos amoxicilina e amoxicilina com &cido clavulanico e a producdo de AmpC é induzida pelos
anitmicrobianos FOX (cefoxitina) e IMI (imipenem), determinado pelo achatamento nos halos de CTX
(cefotaxima) e ATM (aztreonam), como indicado pelas setas em branco.

Outro teste confirmatorio utilizado foi o de adicdo de &cido borbnico em disco de
cefoxitina. Esta metodologia foi realizada paralelamente com a avaliacdo do disco de
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cefoxitina sem adicdo do &cido. Assim foi possivel confirmar se havia producdo de AmpC,
uma vez que o &cido bordnico atua inibindo a agdo da mesma enzima e resulta no aumento de
valor igual ou maior que 5mm no diametro formado em torno do disco de antimicrobiano com
0 inibidor comparado ao sem inibidor, como podemos observar na figura 11.

Figura 11. Teste de inibicdo da AmpC pelo acido bor6nico. Legenda: 34 e 46 sdo as cepas testadas, ndo sendo
possivel avaliar o halo de inibicdo do crescimento bacteriano em torno do disco de cefoxitina (FOX) e a
formacdo de halo ao redor do disco de cefoxitina (FOX) adicionado de acido boronico (AB), segundo a
metodologia. Ambas as cepas foram confirmadas quanto & producdo de AmpC, uma vez que a diferenga entre 0s
halos formados em torno do disco de cefoxitina e cefoxitina com AB foi maior que 5mm. Este teste foi realizado
em todas as cepas e suas transconjugantes.

O teste de adicdo de AB ao disco de cefoxitina foi realizado para todas as cepas
inclusive para seus transconjugantes e obteve-se confirmacdo da producdo de AmpC (Tabela
2). A cepa CMY-2 e sua transconjugante também foram submetidas ao teste e houve aumento
do halo de inibi¢cdo quando adicionado AB, confirmando a produgéo da enzima AmpC pelos
controles.

Tabela 2. Avaliacdo e confirmagdo das caracteristicas fenotipicas de resisténcia AmpC nas enterobactérias
estudadas e na cepa Escherichia coli CMY-2 usada como controle do ensaio: avaliacdo do didmetro do halo
(mm) formado em torno do disco de cefoxitina e em torno do disco de cefoxitina adicionado AB

Cepa Identificacéo Halo Halo Diferenca entre Confirmagéo de
cefoxitina cefoxitina+AB halos AmpC por este teste
FFUP1 Klebsiella pneumoniage 16 20 4 NAO
FFUP2 Klebsiella pneumoniae 6 13 7 SIM
FFUP3 Klebsiella pneumoniae 14 16 2 NAO
FFUP4 Enterobacter agglomerans 6 11 5 SIM
FFUPS Klebsiella pneumoniae 6 15 9 SIM
FFUP6 Klebsiella pneumoniae 13 20 7 SIM
FFUP7 Klebsiella pneumoniae 12 18 6 SIM
FFUPS Klebsiella pneumoniae 18 20 2 NAO
FFUP9 Escherichia coli 9 16 7 SIM
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Tabela 2. Continuagdo: Avaliacdo e confirmagdo das caracteristicas fenotipicas de resisténcia AmpC nas
enterobactérias estudadas e na cepa Escherichia coli CMY-2 usada como controle do ensaio: avaliagdo do
diametro do halo (mm) formado em torno do disco de cefoxitina e em torno do disco de cefoxitina adicionado
AB

Cepa Identificagéo Halo Halo Diferenca entre Confirmacéo de
cefoxitina cefoxitina+AB halos AmpC por este teste
FFUP10 Proteus mirabilis 11 19 8 SIM
FFUP11 Escherichia coli 16 19 3 NAO
FFUP12 Klebsiella pneumoniae 16 20 4 NAO
FFUP13 Klebsiella pneumoniae 10 16 6 SIM
FFUP14 Klebsiella pneumoniae 7 13 6 SIM
FFUP15 Klebsiella pneumoniae 6 12 6 SIM
FFUP16 Klebsiella pneumoniae 10 15 5 SIM
FFUP17 Klebsiella pneumoniae 6 11 5 SIM
FFUP18 Klebsiella pneumoniae 6 14 8 SIM
CMY-2 Escherichia coli 11 20 9 SIM

Em 72,2% das cepas houve a confirmacdo da producdo de AmpC pela metodologia
proposta da adigdo do AB ao disco de cefoxitina. Isto confirma, neste caso, a inibigdo da
enzima pelo AB como proposto por Coudron (2005).

A utilizacdo destes métodos de inibicdo é bastante importante no que tange a
confirmagdo da producdo da enzima. No entanto, deve-se ter cautela ao aceitar apenas um
teste fenotipico como informacéo sobre a producdo enzimatica ja que estes testes sdo muito
sensiveis e podem sofrer influéncias das caracteristicas do préprio microrganismo e tambem
da avaliacdo individual do pesquisador. Esses testes devem ser orientadores na busca pelo
mecanismo de resisténcia e devem ser aliados a outros métodos como a biologia molecular.

A analise dos genes codificantes de AmpC foi feita por PCR segundo as condicGes
descritas na metodologia e pode-se detectar a presenca de ampC, CIT, DHA e CMY. Primers
utilizados para amplificacdo de ampC foram utilizados para rastrear as cepas que tinham
algum gene responsavel pela producéo de p-lactamase tipo AmpC, uma vez que anelam em
uma regido codificante comum dessa enzima. Dentre as cepas avaliadas, 83,4% foram
positivos para ampC (Figura 12). No entanto, em trés cepas da espécie Klebsiella
pneumoniae, com caracteristicas fenotipicas de producéo dessa enzima, ndo houve deteccdo
deste gene universal. Esta observacdo pode ser explicada por alguma mutacdo ocorrida no
gene responsavel pela produgdo da enzima nestas cepas, visto que a transferéncia dos genes
cromossomais para o plasmideo ocasiona tais modificacdes (Reisbig e Hanson, 2004).
Jorgensen e colaboradores (2010) também descreve cepas com caracteristicas fenotipicas da
producdo de AmpC sem amplificacdo do gene.
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Figura 12. Produtos positivos da PCR para ampC em gel de agarose 2%. M — marcador de peso molecular de
100pb; FFUP3, FFUP6, FUP8, FFUP10, FFUP12, FFUP14, FFUP16, FFUP18 — cepas representantes dos
produtos positivos para ampC (634pb); CMY-2 — cepa controle produtora da enzima CMY-2; B — controle

negativo da reacéo.

A partir de entdo, foi possivel aprofundar este estudo e detectar especificamente qual
familia de enzimas AmpC eram produzidas por cada cepa (Tabela 3). Para isso, utilizou-se 0s
primers para deteccdo dos grupos enzimaticos ACC, EBC (MIR-1T e ACT-1), CIT (CMY-2 a
7 e LAT-1,3,4), CMY, DHA (DHA-1 e 2), e para detectar o gene regulado de DHA, o ampR.

Tabela 3. Resultados da detec¢do dos genes do grupo AmpC por PCR, nas enterobactérias estudadas

Cepa
FFUP1
FFUP2
FFUP3
FFUP4
FFUPS
FFUP6
FFUP7
FFUPS
FFUP9
FFUP10
FFUP11
FFUP12
FFUP13
FFUP14
FFUP15
FFUP16
FFUP17
FFUP18

Espécie
. pneumoniae
. pneumoniae
. pneumoniae

. agglomerans

K

K

K

E

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae
E. coli

P. mirabilis
E. coli

. pneumoniae

. pneumoniae

. pneumoniae

. pneumoniae

K
K
K
K. pneumoniae
K
K. pneumoniae
K

. pneumoniae

Genes amplificados por PCR

DHA
CIT - DHA
ampC - CIT - DHA
ampC - CIT
ampC - CIT
CIT - DHA
ampC - CIT - DHA
ampC - CIT - CMY
ampC - CIT - CMY
ampC - CIT - CMY
ampC
ampC - DHA
ampC - CIT - DHA
ampC - DHA
ampC - CIT - DHA
ampC - CIT - DHA
ampC
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Sabe-se que as enzimas da classe CIT sdo naturalmente produzidas por bactérias
Citrobacter freundii, e neste estudo o gene que confere a producdo de tais enzimas foi
detectado em 66,7% das cepas, das espécies: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e
Proteus mirabilis. O gene responsavel pela producdo das AmpC da familia CMY foi
detectado em 16,7% das cepas, sendo estes pertencentes as espécies Escherichia coli (n=2) e
Proteus mirabilis (n=1). Estas trés cepas também amplificaram com CIT o que demonstra
possivelmente a producdo de uma CMY também detectadas pelo CIT, ou seja, CMY-2a 7. A
expressdo de mais de um AmpC mediada por plasmideo em isolados clinicos ndo foi relatada,
isto pode ser explicado por duas razdes: a dificil diferenciacdo entre as diversas AmpC, e a
possibilidade de existir um limite para a quantidade de ampC que uma bactéria pode
acomodar e ainda continuar viavel (Pérez-Pérez e Hanson, 2002). CMY e a AmpC mediada
por plasmideo mais detectada entre Enterobacteriaceae de diversas espécies hospedeiras no
mundo e ha estudos sobre a possivel troca de plasmideos entre bactérias humanas e animais
(Bortolaia et al., 2014).

O grupo de enzimas DHA foi detectado em Klebsiella pneumoniae (55,6% das
cepas), enzimas naturalmente produzidas por Morganella morganii, porém o gene regulador
néo foi detectado nessas cepas. A ocorréncia elevada de DHA em K. pneumoniae observada
neste estudo corrobora com o trabalho de Freitas et al. (2014), realizado em Portugal. A
expressdo induzivel de AmpC é regulada pelo gene ampR na presenca de dois outros genes
ampD e ampG, e a regulacdo em genes plasmidiais ndo ocorre pelos mesmos mecanismos
porém continuam a ser elucidados (Reisbig e Hanson, 2004). Assim, apesar do teste
fenotipico de inducdo sugerir a presenca de gene cromossomal em algumas cepas nao se
comprovou a regulagdo dos mesmos pelo ampR, o que nos leva a acreditar na possibilidade do
envolvimento de outros mecanismos reguladores nestas cepas ou na possibilidade da
localizacdo plasmidial dos genes codificantes de AmpC cuja expressdo também é regulada. A
origem plasmidial também explica a presenca dos genes detectados na técnica molecular, ja
que estes foram detectados em espécies diferentes daquelas das quais tiveram origem. Uma
cepa apresentou ampC porém ndo amplificou com nenhum dos primers utilizados. A
resisténcia nesta cepa pode estar associada a outro gene que nao foi estudado neste trabalho.
No entanto, trés cepas (FFUP1, FFUP2 e FFUP7) amplificaram com primers especificos mas
foram negativos para o primer universal AmpC. Tais fatos podem ser devido & uma possivel
mutacdo genética quando da transferéncia do gene para o plasmideo, ndo sendo possivel
detecta-los pelos primers utilizados neste estudo. Outra cepa, Enterobacter agglomerans,
apresentou caracteristicas fenotipicas de resisténcia codificada por enzimas AmpC porém nao
houve amplificacdo com os genes testados sendo possivel uma mutagdo no gene cromossomal
desta cepa (Livermore e Woodford, 2006; Dias et al., 2008; Rayamajhi et al., 2008; Shi et al.,
2013; Bortolaia et al., 2014).

Enterobacteriaceae produtoras de AmpC tem sido relatadas mundialmente, com
diferencas geograficas significantes no que tange a prevaléncia e a epidemiologia dos
diferentes tipos de AmpC. Na Europa, as enzimas da familia CMY séo as AmpC prevalentes
seguida pela DHA (Mir0 et al., 2013; Freitas et al., 2014; Ibrahimagic et al., 2015).

Com base em tais dados, buscou-se saber a localizagdo desses genes visto que eles ndo
sd0 naturais dessas espécies e podem ter sido disseminados por plasmideos conjugativos.
Utilizou-se para isso, duas metodologias de conjugacdo: em meio solido e em meio liquido, e
avaliou-se também a obtencdo de transconjugantes em dois momentos: 6 horas e 24 horas de
conjugacdo. O intuito da realizagdo dessa metodologia foi verificar qual 0 método mais eficaz
na obtengdo de transconjugantes e também o mais rapido, sendo possivel a facil utilizacéo
dessa técnica na confirmacdo da localizacdo do gene que confere essa resisténcia em
enterobacteérias.
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Num primeiro momento, todas as cepas foram submetidas ao teste de difusdo em agar
para avaliar se eram susceptiveis a estreptomicina e entdo selecionar a cepa controle a ser
utilizada na conjugacdo, como receptora do plasmideo conjugativo. Todas foram sensiveis a
este antimicrobiano e a cepa receptora selecionada foi E. coli HB101 que é uma cepa nao
fermentadora de lactose e resistente a estreptomicina. Foram selecionados quatro cepas
representativas para a realizacdo das duas técnicas e analisados os dois tempos de conjugacéo,
e a cepa controle produtora de CMY-2 também foi utilizada nesse ensaio. A técnica para a
conjugacdo em meio sélido e liquido foi realizada como descrita na metodologia e foram
obtidas tranconjugantes (Tabela 4) que foram reinoculadas em AMC com antibioticos para
confirmacdo das caracteristicas de resisténcia aos antibidticos e de ndo fermentacdo de
lactose. Apenas a cepa FFUP11 teve crescimento de coldnias rdseas que ndo se confirmaram
serem transconjugantes. Provavelmente, a concentracdo da estreptomicina nao foi suficiente
para inibir o crescimento da cepa doadora no meio de cultura com pressdo. As demais
colbnias, ao segundo repique em meio de cultura com pressdo apresentaram-se com
caracteristicas de ndo fermentadoras de lactose. Isso deve-se a possivel degradacdo da
cefoxitina pela enzima produzida pela colonia bacteriana, transformando o antimicrobiano em
seu acido cefalosporinico correspondente que acidificou o meio e provocou a mudanca de cor
(Figura 13).

Tabela 4. Técnicas de conjugagdo para obtencdo de transconjugantes: coldnias ndo fermentadoras de lactose e
resistentes a cefoxitina e a estreptomicina

Meio sélido Meio liquido Meio sélido Meio liquido
6 horas 6 horas 24 horas 24 horas
FFUP4 Colonias de Colbnias de Colb6nias de Colbnias
coloracdo rdsea; coloracdo rdsea; coloracdo rdsea; incolores;
incontavel 655 UFC/mL 1020 UFC/mL incontavel
FFUP11 Coldnias de Colbnias de Colbnias de Colobnias de
coloracdo rdsea; coloragdo rdsea; coloragdo rosea; coloragdo rdseg;
incontavel 540UFC/mL incontavel incontavel
FFUP13 Coldnias de Colbdnias Colbdnias Colbnias
coloracéo rdsea; incolores; incolores: incolores;
incontavel incontavel incontavel; incontavel
colbnia rosea: 5
UFC/mL
FFUP15 Coldnias de Colbnias de Colbdnias Colbnias
coloracéo rdsea; coloracdo rdsea; incolores; incolores;
645UFC/mL incontavel incontavel incontavel
CMY-2 Colodnias Colbnias Colbnias Colonias
incolores; incolores; incolores: incolores;
incontavel incontavel incontéavel; incontavel
Col6énia de
coloracdo rdsea:
15UFC/mL

Legenda: CMY-2 — cepa previamente caracterizada como produtor de CMY, AmpC plasmidial, usada como
controle nos testes.
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Figura 13. Conjugacdo em meio solido e em meio liquido. a - crescimento obtido ap6s 6 horas de conjugacéo,
em meio sélido (AMH); b — primeiro repique da suspensdo obtida da conjugacdo por 6 horas, em meio sélido e
em meio liquido, em AMC com cefoxitna e estreptomicina, observa-se col6nias incolores com as caracteristicas
esperadas para transconjugantes; ¢ - primeiro repique da suspensdo obtida da conjugacdo por 24 horas, em meio
solido e em meio liquido, em AMC com cefoxitina e estreptocimicina, observa-se colénias incolores com as
caracteristicas esperadas para transconjugantes; d — segundo repique em meio AMC com cefoxitina e
estreptomicina para confirmacdo das caracteristicas macroscopicas das colonias obtidas pelos métodos de
conjugacéo.

Houve conjugacdo em 80% (4/5) das cepas estudadas. Apenas a cepa FFUP11 ndo
originou transconjugantes, porém ndo se deve a técnica utilizada ja que a cepa controle
originou transconjugantes em ambos 0s métodos e em ambos 0s tempos de conjugacéo.

As caracteristicas fenotipicas de resisténcia das transconjugantes obtidos de ambos os
métodos e ambos os tempos foram semelhantes as das bactérias doadoras e os genes de
resisténcia também foram observados nas bactérias transconjugantes (Tabela 5).
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Tabela 5. Os perfis fenotipicos e genotipicos das bactérias doadoras e de seus transconjugantes (T) obtidos a
partir do método em meio liquido por 6 horas

Cepa Espécie Perfil fenotipico de resisténcia Perfil genotipico
FFUP4 E. agglomerans AML - AUG - FOX - CAZ-CTX - -
PIP — KF — CXM
FFUP4T AML - AUG - FOX - CAZ - KF -
FFUP4 T AML - AUG - FOX - CAZ - KF -
FFUP13 K. pneumoniae AML - AUG - FOX-CAZ - CIP - ampC — DHA
SXT-TET-C-F-KF-CXM
FFUP13 T AML - AUG - FOX - CAZ - KF ampC
FFUP13 T AML - AUG - FOX - CAZ - KF ampC
FFUP15 K. pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ - PIP — ampC — DHA
TZP —CIP —SXT-TET-C-F -
KF - CXM
FFUP15T AML - AUG - FOX - CAZ - KF ampC
FFUP15 T AML - AUG - FOX - CAZ - KF ampC
CMY-2 E. coli AML - AUG - FOX - CAZ-CTX - ampC — CIT - CMY
PIP — KF
CMY-2T AML - AUG - FOX - CAZ - KF ampC — CIT - CMY
CMY-2T AML - AUG - FOX - CAZ - KF ampC — CIT - CMY

Legenda: AML — amoxicilina, AUG — amoxicilina com &cido clavulanico, C — cloranfenicol, CIP -
ciprofloxacina, CTX — cefotaxima, CXM - ceforoxima, F - nitrofurantoina, FEP — cefepime, FOX — cefoxitina,
KF — cefalotina, IMI — imipenem, PIP — piperacilina, SXT — sulfa-trimetoprim, TET — tetraciclina, TZP —
piperacilina com tazobactam. CMY-2 — cepa previamente caracterizada como produtora de CMY, AmpC
plasmidial, usada como controle nos testes; CMY-2 T — transconjugantes obtidas a partir da cepa controle.

Assim, as duas diferentes técnicas de conjugacdo testadas neste trabalho foram
adequadas para o ensaio de conjugacdo com enterobactérias produtoras de AmpC a fim de
confirmar a localizagdo plasmidial dos genes detectados. Dessa forma, selecionou-se a técnica
de conjugacdo em meio liquido por 6 horas para a conjugacao das demais cepas por tratar-se
de uma técnica facil e rapida.

O ensaio de conjugacao em meio liquido, por 6h, foi realizado para as demais cepas e
houve a confirmacdo da localizacdo plasmidial dos genes codificantes de enzimas AmpC em
38,9% (7/18) das cepas deste estudo. As transconjugantes apresentaram resultados fenotipicos
e genotipicos semelhantes as bactérias doadoras (Tabela 6).

50



Tabela 6. Perfis de resisténcia e perfis genotipicos das cepas e seus transconjugantes (T)

Cepa Espécie Perfil de Resisténcia Observacédo de Perfil genotipico
Zona D
FFUP1 K. pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ-CTX NAO DHA
FFUP2 K. pneumoniae AML - AUG - FOX SIM CIT - DHA
FFUP3 K. pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ-CTX SIM ampC - CIT - DHA
FFUP4 Ent. agglomerans AML - AUG - FOX - CAZ - CTX NAO
FFUP4 T AML - AUG - FOX - CAZ NAO
FFUP5 K. pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ SIM ampC - CIT
FFUP5 T AML - AUG - FOX - CAZ-CTX NAO ampC - CIT
FFUP6 K. pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ - CTX NAO ampC - CIT
FFUP7 K. pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ - CTX SIM CIT - DHA
FFUP8 K. pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ SIM ampC - CIT - DHA
FFUP9 E. coli AML - AUG - FOX - CAZ NAO ampC - CIT - CMY
FFUP9 T AML - AUG - FOX - CAZ NAO ampC - CIT - CMY
FFUP10 P. mirabilis AML - AUG - FOX - CAZ - CTX - FEP - IMI NAO ampC - CIT - CMY
FFUP10 T AML - AUG - FOX - CAZ - CTX NAO ampC - CIT - CMY
FFUP11 E. coli AML - AUG - FOX - CAZ - CTX NAO ampC - CIT
FFUP12 K. pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ SIM ampC
FFUP13 K. pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ SIM ampC - DHA
FFUP13 T AML - AUG - FOX - CAZ NAO ampC
FFUP14 K. pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ - CTX NAO ampC - CIT - DHA
FFUP14 T*
FFUP15 K. pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ SIM ampC - DHA
FFUP15 T AML - AUG - FOX — CAZ NAO ampC
FFUP16 K. pneumoniae AML - AUG - FOX — CAZ SIM ampC - CIT - DHA
FFUP17 K. pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ NAO ampC - CIT - DHA
FFUP17 T*
FFUP18 K. pneumoniae AML - AUG - FOX - CAZ SIM ampC
FFUP18 T AML - AUG - FOX - CAZ - CTX NAO ampC

Legenda: AML - amoxicilina, AUG — amoxicilina com acido clavulanico, FOX - cefoxitina, CTX —
cefotaxima, FEP — cefepime, IMI — imipenem. T — cepa transconjugante. * Houve pouco crescimento bacteriano
no segundo repique em AMC com antibiéticos e ndo houve crescimento bacteriano no AMH utilizado no teste
de suscetibilidade antimicrobiana para confirmacéo fenotipica de resisténcia AmpC.

A confirmacdo da transferéncia dos genes nessas cepas foi realizada por testes
fenotipicos e genotipicos. O teste de inibicdo da enzima por cloxacilina foi realizado nos
transconjugantes obedecendo a metodologia executada para as bactérias doadoras. Como se
tratavam de isolados pertencentes a espécie Escherichia coli, observou-se 0 ndo crescimento
bacteriano na placa de AMH com cloxacilina, como ja havia sido observado anteriormente.
No entanto, ndo encontramos justificativa para tal fendmeno (Figura 14). Eventualmente, a
inibicdo da enzima levou a formacéo de halos de diametro t&o elevados que ndo se detectou o
crescimento bacteriano mas nédo foi realizado o teste em placa utilizando menos discos para
confirmar esta hipOtese. Os meios utilizados foram submetidos aos controles positivo e
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negativo com cepas controle, e por isso descartou-se problemas referentes ao meio e ao
antimicrobiano adicionado.

Figura 14. Teste de inibicdo da AmpC pela cloxacilina em bactérias transconjugantes. Nao foi observado o
crescimento bacteriano neste teste em todos os transconjugantes obtidos.

Os transconjugantes, em sua maioria (85,7%), tiveram confirmada a producdo da
enzima AmpC pela metodologia proposta da adi¢do do AB ao disco de cefoxitina. Apenas um
isolado, FFUP9 T, nédo apresentou diferenca de halos maior ou igual a 5mm, o ponto de corte
para ser considerado produtor da enzima.

A avaliacdo fenotipica também incluiu a andlise de resisténcia associada a dos P-
lactdmicos, tanto nas bactérias doadoras quanto nas transconjugantes. Duas cepas
selecionadas, FFUP13 e FFUP15, apresentaram perfil de resisténcia a outras classes de
antimicrobianos, porém nenhum apresentou resisténcia aos carbapenemas, antimicrobianos de
Gltima escolha para tratamento de infecgbes graves. No entanto, suas transconjugantes nao
tiveram perfis de resisténcia relevantes e as resisténcias a outras classes antimicrobianas
observadas nas bactérias doadoras ndo puderam ser percebidas nas transconjugantes (Tabela
5), com excecdo da resisténcia a cefalotina. A resisténcia a esta cefalosporina, de primeira
geragdo, era esperada visto a suscetibilidade das cepas as cefalosporinas de segunda e terceira
geracgdo. Portanto, acredita-se que ndo houve transferéncia de outros genes de resisténcia além
dos codificantes de AmpC.

Os genes que codificam os grupos enziméaticos CIT e CMY foram transferidos aos
seus transconjugantes, demonstrando que estes genes estavam localizados em plasmideos
conjugativos. AmpC transferiveis tem sido descritas em todo o mundo e em diversas espécies
de enterobactérias, porém o gene transferido depende da regido geografica, de acordo com a
epidemiologia local. Na Espanha e na Tunisia, 0 gene CMY é descrito como um gene
presente em plasmideo conjugativo, e na Coréia foi relatado o gene DHA-1 em plasmideo
conjugativo (Verdet et al., 1998; Aragon et al., 2008; YOON et al., 2011). Porém outras
transconjugantes apresentaram apenas amplificagdo com ampC, demonstrando que nesses
casos 0s genes também estdo presentes em um plasmideo conjugativo mas que pertencem a
grupos enzimaticos nao estudados neste trabalho. As bactérias doadoras que amplificaram
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DHA ndo transferiram tal caracteristica a suas transconjugantes. As enzimas do grupo DHA
era codificadas por genes provavelmente presentes em elementos moveis que ndo foram
transferidos durante a conjugacao dessas cepas, corroborando com Jones-Dias e colaboradores
(2014).

A confirmacdo da producdo da enzima nas cepas e em seus transconjugantes foi feita
por focagem isoelétrica, que é uma técnica bastante delicada, a qual necessita de uma
quantidade significativa da enzima para sua revelagao no gel de focagem isoelétrica.

Com isso, foram feitos 4 ensaios a fim de obter-se um melhor extrato bruto para a
focagem isoelétrica. Foram selecionados 10 cepas para cada ensaio, sendo nove
enterobactérias oriundas das amostras clinicas e a cepa controle CMY-2 (Tabela 6). Os
extratos foram testados com nitrocefin para verificar a presenga de B-lactamase e a mudanca
da coloracdo amarelada do nitrocefin para a avermelhada pela hidrolise da cefalosporina
cromogénica pela B-lactamase presente, essa reacdo deve ocorrer em tempo menor que 10
segundos para garantir a visualizacdo de banda no gel de focagem (Figura 15).

% d

Figura 15. Reagdo do extrato bruto com nitrocefin. A presencga de B-lactamase no extrato causa a hidrélise do
anel B-lactamico da cefalosporina cromogénica e a solucdo passa a ser avermelhada. Observamos entdo a forca
de reacdo dos extratos obtidos a partir da metodologia utilizando apenas TSB para crescimento das cepas (),
utilizando TSB com cefoxitina (b), TSB com cefoxitina e cefotaxima (c), e incuba¢do em TSB com cefoxitina e
cefotaxima por 3 dias consecutivos (d).

O primeiro ensaio foi realizado com os 10 cepas incubados em TSB sem
antimicrobiano, ou seja, houve o crescimento da bactéria produtora de AmpC sem pressdo
seletiva. Nesse ensaio, 0s extratos brutos apresentaram baixa forga de reagdo com nitrocefin.
Em sua maioria, 0s extratos brutos das cepas crescidas sem pressdo mudaram da coloracédo
amarelada para a avermelhada somente 30 segundos ap6s contato com o nitrocefin, mesmo
apos a sonicacdo dos extratos enzimaticos. O tempo médio de reacdo foi de 29,3 segundos,
demonstrando que havia uma pequena quantidade da enzima no extrato e provavelmente nao
seria suficiente para deteccdo da banda no gel apds a focagem isoelétrica e revelacdo com
solucgéo de nitrocefin.

Em busca de um extrato com maior quantidade de enzimas e por consequéncia, com
menor tempo de reacdo com nitrocefin, foi realizada a extracdo utilizando TSB com
antimicrobiano para propiciar a pressao sobre as bactérias. Utilizou-se um disco de cefoxitina
adicionado ao TSB e inoculou-se a cepa, ao final de 24h procedeu-se a metodologia de
centrifugacdo, choque térmico e sonicagédo, e obteve-se um tempo medio de reacdo de 34,1
segundos. Novamente, o resultado ndo foi o esperado para submeter os extratos a focagem
isoelétrica.

Outro ensaio foi realizado, também utilizando antimicrobiano no meio de cultivo das
cepas. Desta vez, foram adicionados um disco de cefoxitina e um disco de cefotaxima com
mesmo objetivo de obter extratos com maior forca de reacdo com nitrocefin para 0 uso na
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focagem isoelétrica. Apds a extracdo enzimatica, fez-se o teste com nitrocefin e a média dos
tempos de reacdo foi de 25,7 segundos, um tempo ainda muito acima do esperado.

Por fim, foi realizado um ensaio em que a cepa foi cultivada por 3 dias em TSB com
pressdo (um disco de cefoxitina e um disco de cefotaxima). Tal metodologia foi desenvolvida
baseada no conhecimento da falha na antibioticoterapia com [-lactdmicos em isolados
produtores naturais de AmpC, que ocorre apés tratamentos prolongados (CLSI, 2014). Assim,
durante os 3 dias de incubacdo, o0s crescimentos bacterianos foram centrifugados, o
sobrenadante descartado juntamente com os discos de antibioticos, e foram repostos o TSB e
os discos de cefoxitina e cefotaxima. Ao final, a centrifugacdo, choque térmico e sonicagao
foram feitas como nos demais ensaios. Como resultado, a média de reacdo dos extratos brutos
com nitrocefin foi de 14 segundos. A metade dos extratos teve tempo de reacéo inferior a 10
segundos, como esperado para a utilizacdo no procedimento para confirmacdo da enzima
AmpC.

A focagem isoclétrica foi realizada para detectar B-lactamases AmpC e classifica-las
de acordo com os pontos isoelétricos previamente descritos para cada enzima desse grupo.
Como controle para a focagem isoelétrica foram utilizadas as cepas: NCTC13451 que possui
as enzimas TEM-1, OXA-1 e CTXM-15, e a cepa padrdo E. coli CMY-2 cuja enzima
pertencente ao grupo de enzimas AmpC.

Os extratos com tempo de reacdo igual ou inferior a 10 segundos, obtidos a partir da
extracdo com dupla pressao por 3 dias, foram utilizados para identificacéo e classificacdo das
enzimas AmpC, seguindo a metodologia para focagem isoelétrica (Figura 16).

a

Figura 16. Focagem isoelétrica. a — aparelho de focagem isoelétrica utilizado no ensaio deste trabalho; b —
detalhe do pente, contendo os extratos brutos das cepas analisadas, em contato com o gel de focagem; ce d -
gel de focagem isoelétrica sendo corado com solucdo de nitrocefin, apos o término da corrida no aparelho; e -
gel de focagem isoelétrica corado com nitrocefin: observa-se 5 bandas ao final do gel, de caracteristicas
alcalinas, provavelmente enzimas do grupo AmpC cujo pl é entre 8 € 9,5.

Apo6s a revelacdo dos géis com nitrocefin, observou-se uma Unica banda de pl
aproximadamente 9,0, ou seja, um ponto isoelétrico alcalino correspondente ao das enzimas
AmpC em 44,5% (8/18) das cepas. Esta banda foi comparada a banda dos extratos padrédo
NCTC13451 e E. coli CMY-2 e foram compativeis com as bandas de CTX-M-15 (pl 9,0) e
CMY-2 (pl 9,0). As enzimas AmpC possuem alto valor de pl, sendo uma enzima com
caracteristica alcalina, sendo entdo observado ao final do gel de focagem isoelétrica. Os pl das
enzimas conhecidas variam entre 6,4 (FOX-4) e 9,4 (LAT-1 e LAT-4) (Verdet et al., 1998;
Rhimi-Mahjoubi et al.,2002; Jiang et al., 2006; Messai et al., 2006; Power et al., 2006; Kim &
Wei, 2007; Yoon et al., 2011; Vingopoulow et al., 2014; Manageiro et al., 2015).

Os transconjugantes também foram submetidos a focagem isoelétrica para
confirmacéo da enzima AmpC e se obteve uma banda de pl 9,0 em 4 das 7 transconjugantes
(57,1%).

As cepas FFUP 3,7 e 14, todos identificados como Klebsiella pneumoniae,
apresentaram pl de aproximadamente 9,0 a focagem isoelétrica. Este pl condiz com o grupo
de enzimas AmpC e de acordo com os genes detectados na PCR podemos sugerir que a
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enzima em questdo é da familia CMY, pois o gene CIT codifica enzimas desta familia além
das LAT-1 a 4 e BIL-1. Outra cepa de mesma espécie teve amplificacdo apenas de ampC e
apresentou pl~9,0. Esse fato pode estar relacionado a presenca de um gene ndo pesquisado
neste trabalho que também codifica a producéo de uma AmpC j& que as enzimas deste grupo
possuem pl entre 6,4 (FOX-4) e 9,4 (LAT-1 e LAT-4) (Verdet et al., 1998; Rhimi-Mahjoubi
et al.,2002; Jiang et al.,2006; Messai et al., 2006; Power et al., 2006; Kim e Wei, 2007; Yoon
etal., 2011; Vingopoulow et al., 2014; Manageiro et al., 2015).

Trés cepas, pertencentes a espécie Klebsiella pneumoniae (FFUP 1,13 e 15), as quais
se detectou o gene DHA apresentaram pl superior ao esperado para esta enzima (DHA-1 e
DHA-2). O pl para estas enzimas € de aproximadamente 7,8 e a observada neste estudo foi de
9,0. Em duas destas cepas (FFUP 13 e 15) também foi detectado CIT, assim pode-se
relacionar o ponto isoelétrico encontrado ao da familia CMY. O mesmo ponto isoelétrico e a
mesma justificativa pode ser dada para as transconjugantes oriundas das cepas FFUP 13 e 15.

As enzimas CMY associadas aos plasmideos sdo comumente encontradas em
Escherichia coli e neste estudo uma cepa desta espécie amplificaram com 0s primers que
conferem a producéo desta enzima, CIT e CMY, e a focagem elétrica apresentaram um pl de
aproximadamente 9,0 compativel com o destas enzimas (Bortolaia et al., 2014).

Outra enterobactéria deste estudo teve resultados compativeis com a producdo de
CMY:: Proteus mirabilis. Esta cepa apresentou amplificacdo com CIT, CMY além de ampC e
houve transferéncia destas caracteristicas para a Escherichia coli utilizada na conjugacéo.
Porém nem a cepa nem seu transconjugante apresentaram banda no gel de poliacrilamida
usado na focagem isoelétrica e portanto ndo se pode confirmar o pl da enzima. Enzimas desta
familia, CMY-2 e CMY-4, ja foram descritas em Proteus mirabilis (Verdet et al., 1998;
Aragon et al., 2008).

A partir da padronizacdo das técnicas de deteccdo de AmpC, que sdo utilizadas na
deteccdo de ESBL, pode-se dar prosseguimento a confirmacdo da producdo de AmpC das
cepas provenientes de leite bovino mastitico. Em momento futuro serd sequenciado o gene
completo de AmpC para confirmacdo de mutagcfes que justifiquem os dados obtidos neste
estudo, além de confirmar a presenca dos genes DHA e CMY nestas cepas.

As 20 enterobactérias de fazendas da regido Sul Fluminense, do Rio de Janeiro,
provenientes de estudo prévio durante o mestrado da discente (Santiago, 2013) e suspeitas de
produzirem AmpC foram enviadas via transportadora para FFUP a fim de dar prosseguimento
a avaliacdo da producdo enzimatica. Estas cepas foram encaminhadas sob refrigeracdo para a
Faculdade de Farmécia da Universidade do Porto (FFUP), Portugal, considerando todos os
requisitos necessarios para remessa de material bioldgico e, 0s mesmos foram submetidos aos
testes realizados e padronizados sob orientacdo da professora Dra. Helena Neto Ferreira.

No laboratdrio de bacteriologia da FFUP foram reisolados em &gar Mac Conkey para
re-identificacdo. Treze isolados foram identificados como Proteus mirabilis, 3 Escherichia
coli e 3 Enterobacter cloacae e 1 Serratia rubidae. Ap6s a identificacdo, deu-se inicio as
metodologias fenotipicas de avaliacdo da producdo de AmpC. Primeiramente, realizou-se a
difusdo em &gar para verificagdo da resisténcia a cefoxitina e também analise interpretativa do
teste. Ao realizar a leitura do teste, levou-se em consideragdo que um isolado seria
considerado suspeito de produzir AmpC quando tivesse o halo de inibicdo igual ou menor que
17 milimetros, halo de suscetibilidade intermediaria a cefoxitina segundo CLSI (2013, 2014).
Assim, quinze isolados foram considerados suspeitos de produzirem a enzima (Tabela 8).

Com relacéo a interpretacdo da difusdo em agar, foi avaliada a presenca de inducao da
producdo de AmpC. Esta caracteristica € observada em cepas produtoras de AmpC
cromossomal indutivel demonstrando antagonismo entre os discos de antimicrobianos
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utilizados para esta avaliacdo. Em dez isolados nédo se observou antagonismo e estes foram
suspeitos de produzirem uma AmpC plasmidial (Tabela 7).

A cepa 27, Escherichia coli, apresentou perfil de resisténcia de produtora de AmpC e
inducdo para producdo da enzima. Este dado ndo condiz com a caracteristica de AmpC
naturalmente produtora em E. coli, pois esta espécie ndo possui 0 gene regulador e por isso
expressa continuamente a producdo de AmpC em baixa quantidade. Contrario ao esperado
para Proteus mirabilis, foi observada indugdo em uma cepa deste género (23). A presenca de
um gene plasmidial além do gene cromossomal € possivel em E. coli e a caracteristica de
inducdo enzimatica pode ser devida a presenca do gene DHA e seu regulador ampR (Bret et
al., 1998; Loncaric et al., 2013; Hsieh et al., 2015; Said et al., 2016).

Tabela 7. Dados referentes a identificacdo, perfil de resisténcia, avaliacdo de antagonismo e amplificacdo do
gene ampC

Cepa Espécie Perfil de resisténcia Observagdo Deteccdo de
de Zona D ampC
1 Serratia rubidae FOX AML AUG SIM -
2 Enterobacter cloacae FOX AML AUG SIM -
3 Proteus mirabilis FOX AML AUG CTX FEP NAO +
4 Proteus mirabilis FOX AML AUG CTX IMI NAO +
8 Proteus mirabilis FOX CTX NAO +
12 Enterobacter cloacae FOX AML AUG CTX SIM -
13 Proteus mirabilis FOX AML CTX IMI NAO +
14 Proteus mirabilis AML NAO +
17 Proteus mirabilis FOX AML CAZ FEP NAO +
18 Escherichia coli - NAO +
23 Proteus mirabilis FOX AML AUG SIM +
25 Proteus mirabilis AML IMI NAO +
26 Proteus mirabilis FOX AML ATM IMI NAO +
27 Escherichia coli FOX AML AUG SIM +
28 Proteus mirabilis AML CTX NAO +
30 Proteus mirabilis FOX AML AUG CTX IMI NAO +
34 Proteus mirabilis - NAO +
35 Escherichia coli FOX AUG CTX IMI NAO -
38 Proteus mirabilis FOX AML AUG CTX IMI NAO -
39 Enterobacter cloacae n FOX AML AUG CAZ CTX ATM NAO -

Legenda: FOX — cefoxitina; AML — amoxicilina, AUG — amoxicilina com &cido clavulanico; CAZ -
ceftazidima; CTX- cefotaxima; FEP- cefepime; ATM- aztreonam; IMI- imipenem. O primer utilizado para
deteccdo de ampC foi o universal.

Com base nos resultados de suscetibilidade a cefoxitina e antagonismo, 15 cepas
foram selecionada para continuacdo da metodologia proposta e padronizada com os isolados
clinicos humanos.

Procedeu-se primeiramente ao teste de inibicdo com cloxacilina para avaliacdo da
diminuicdo dos halos e/ou sensibilidade aos antimicrobianos antes ineficazes in vitro. As
cepas resistentes a cefoxitina ndo foram inibidas pela cloxacilina. Quanto a inibicdo da AmpC
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pelo &cido bordnico, obteve-se a confirmacao da producdo desta enzima em 25% (5/20) das
cepas (Tabela 8). Destas cinco cepas, as 2 e 12 foram negativas no teste de inibicdo pela
cloxacilina.

Tabela 8. Teste de inibi¢do da enzima AmpC pela adicédo de acido bordnico ao disco de cefoxitina

Cepa Espécie Halo Halo cefoxitina+acido Diferenca Confirmacéo de
cefoxitina borénico entre os halos AmpC
1 S. rubidae 16 20 4 NAO
2 E. cloacae 15 20 5 SIM
3 P. mirabilis 14 16 2 NAO
4 P. mirabilis 7 17 10 SIM
8 P. mirabilis 17 17 0 NAO
12 E. cloacae 13 20 7 SIM
13 P. mirabilis 12 18 6 SIM
17 P. mirabilis 11 15 4 NAO
23 P. mirabilis 16 19 3 NAO
26 P. mirabilis 20 22 2 NAO
27 E. coli 20 20 0 NAO
30 P. mirabilis 14 18 4 NAO
35 E. coli 20 20 0 NAO
38 P. mirabilis 16 18 2 NAO
39 E. cloacae 9 14 5 SIM
CMY-2 E. coli 11 20 9 SIM

Legenda: CMY-2 — cepa padréo utilizada como controle para o ensaio.

Os testes abordados para a deteccdo de AmpC sdo sugeridos porém ndo ha
concordancia em muitos casos, sendo o PCR a técnica padrdo ouro para deteccdo deste
mecanismo de resisténcia (Mata et al., 2010; Sobia et al., 2011; Manoharan et al., 2012). A
utilizacdo de varias técnicas fenotipicas garante uma melhor deteccdo do mecanismo de
resisténcia quando néo é possivel verificar a presenca do gene.

Para confirmacdo da localizacdo plasmidial do gene AmpC foram realizadas as
técnicas de conjugacdo e PCR multiplex para os grupos enzimaticos plasmidiais.

Nove cepas suspeitas de possuirem uma pAmpC, ou seja, aquelas resistentes a
cefoxitina, positivas para o gene ampC e que apresentavam ou ndo inducdo, visto que ha
discordancia entre autores quanto a validade de afirmar que apenas AmpC cromossomais Sao
induziveis e pela existéncia de uma pAmpC induzivel (Goldstein, 2002; Jacoby, 2009), foram
entdo submetidas a mesma metodologia de conjugacdo em meio liquido, padronizada com os
isolados clinicos humanos. Destes, em apenas uma cepa (cepa 3), Proteus mirabilis,
confirmou-se a transferéncia do gene para a receptora E. coli ndo fermentadora de lactose.
Tratando-se de duas cepas ndo fermentadores, a confirmagdo em CHROMagar orientation
fez-se necessaria e demonstrou que as colonias crescidas no meio seletivo realmente
pertenciam a bactéria receptora.

Pode-se observar as caracteristicas da célula doadora e de sua transconjugante na
tabela 9. A bactéria doadora e sua transconjugante foram submetidas a difusdo em agar para
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analise da resisténcia adquirida pela passagem do plasmideo, leitura interpretativa do teste, inibicdo da enzima pela cloxacilina e pelo acido
borénico, além de PCR para ampC, ampR, DHA, e PCR multiplex para os grupos de pAmpC. Apo6s a obtengdo das transconjugantes, estas e suas
doadoras foram submetidas a avaliacdo de resisténcia associada ao plasmideo transferido, ou seja, fez-se o teste de difusdo em &gar com outras
classes antimicrobianas além dos B-lactamicos. Na cepa 3 e em seu transconjugante ndo se observou resisténcia aos demais antimicrobianos
testados.

Tabela 9. Resultados fenatipicos e genotipicos da bactéria doadora, cepa 3, Proteus mirabilis, e seu transconjugante (T)

Cepa Espécie Halo de FOX Halo de Diferenca entre os Confirmacéo de Confirmagao de AmpC Perfil de Resisténcia ampC universal
FOX+AB halos AmpC por inibigao por inibicdo com
com AB cloxacilina
3 P. mirabilis 14 16 2 NAO NAO FOX AML AUG CTX FEP +
3T E. coli 16 18 2 NAO NAO FOX AML AUG +

Legenda: FOX — cefoxitina; AB — acido bordnico; AML — amoxicilina; AUG — amoxicilina com acido clavulanico; CTX — cefotaxima; FEP — cefepime. Nao houve
amplificacdo com os primers para genes AmpC plasmidiais.

A cepa que deu origem a transconjugante apresentava caracteristicas tipicas de ESAC (AmpC de espectro estendido) pela hidrolise da
cefalosporina de 42 geracdo, o cefepime. No entanto, esta manifestacdo ndo foi observada no seu transconjugante. Enterobactérias com perda de
porinas ou hiperproducdo AmpC podem ser menos suscetiveis a outros f-lactdmicos. Caso se confirmasse a producdo de uma ESAC por Proteus
mirabilis, esta seria a primeira cepa produtora relatada nesta espécie. Esta enzima de espectro estendido sé foi relatada em Escherichia coli
isoladas de humano e animal, e Enterobacter aerogenes isolada de humano (Mammeri et al., 2004, 2006, 2008; Bogaerts et al., 2009; Haenni et
al., 2014).
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Os primers AmpC R e AmpC F foram testados apds os testes fenotipicos de
confirmacgdo das cepas recebidas na instituicdo FFUP. Os PCR para 0s genes plasmidiais
foram realizados para todas as cepas positivas para ampC mesmo aquelas que ndo
apresentavam resisténcia a cefoxitina e que ndo passaram o gene para a receptora. Todas as
quatorze cepas foram sumetidas ao PCR para 0s genes plasmidiais para descartar a hipotese
da existéncia destes genes em um plasmideo ndo conjugativo. Em estudo realizado em outros
paises, por exemplo, ndo se obteve sucesso ao transferir o gene DHA-1, sendo a localizacéo
deste gene considerada em um elemento movel diferente e que deve ser melhor estudado
(Verdet et al. 2006; Mata et al., 2011; Jones-Dias et al., 2014).

Apos a revelacdo do gel de agarose (1,5%), verificou-se a auséncia de amplicons
referentes aos genes pesquisados. Isso confirma a auséncia de transferéncia da resisténcia por
AmpC, pela conjugacdo. Possivelmente, as cepas suspeitas de possuirem pAmpC quando
realizada a pesquisa em trabalho anterior (Santiago, 2013), tenham perdido o plasmideo de
resisténcia durante o transporte a FFUP. No caso da cepa que gerou transconjugante a nao
teve a confirmacdo pelo PCR para os genes plasmidiais e para DHA, pode ser devido a uma
mutacdo no gene. Acredita-se nesta hipdtese uma vez que DHA e CMY sdo 0s genes
prevalentes em Proteus spp. (Leiza et al., 1994; Bret et al., 1998; Jones et al., 2009; Mata et
al., 2010, 2011, 2012; Miré et al., 2012; Trevifio et al., 2012; Voets et al., 2012; Hordijk et
al., 2013; Reich et al., 2013; Bogaerts et al., 2015).

As quatorze cepas foram submetidas a extracdo enzimatica para utilizacdo na focagem
isoelétrica (IEF). A metodologia utilizada foi a incubacdo com pressdo dupla por trés dias
consecutivos, a técnica mais eficiente para obtencdo de enzimas para a focagem conforme
andlise realizada com os isolados clinicos humanos.

Observou-se que sete cepas (4, 13, 17, 23, 28, 30, 34) tiveram baixo crescimento no
meio com antimicrobianos e ndo foi possivel obter um extrato enziméatico com tempo de
reacdo com nitrocefin desejavel para utilizacdo na IEF. As demais cepas apresentaram bom
tempo de reacdo com o nitrocefin, ficando entre 6 e 11 segundos, inclusive a transconjugante
proveniente da cepa 3.

A confirmacdo da enzima AmpC pelo seu ponto isoelétrico ndo foi possivel devido a
um problema técnico no equipamento para realizagdo da IEF, porém os extratos brutos foram
armazenados a -80°C para que sejam analisados assim que o problema seja solucionado.

O sequenciamento do gene completo para verificacdo de possiveis mutacdes que
justifiquem as caracteristicas fenotipicas e genotipicas observadas nestas cepas e também para
classificacdo da AmpC produzida pela cepa de Proteus mirabilis sera realizada futuramente,
na FFUP.

5.2 Cepas estudadas na UFRRJ: Escherichia coli Isolados de Leite
Mastitico e Fezes de Rebanhos Bovinos Leiteiros do Brasil

No laboratério de Bacteriologia Veterinaria da UFRRJ, foram selecionados 238 cepas
de Escherichia coli oriundos de amostras de leite e de fezes de vacas leiteiras, de diferentes
regides brasileiras: Mato Grosso, Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro.

As cepas de Escherichia coli foram reativadas e confirmaram-se suas caracteristicas
coloniais em agar Mac Conkey. Apds este procedimento, realizou-se a difusdo em agar para
selecdo das cepas com diminuida suscetibilidade a cefoxitina e também para avaliar o
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antagonismo. No caso, esta observacdo nao era esperada uma vez que nao ha inducdo em E.
coli devido a perda do gene regulador (Pérez-Pérez e Hanson, 2002).

Das 238 cepas de Escherichia coli, apenas 28 apresentaram suscetibilidade reduzida a
cefoxitina (Tabela 13). O perfil de resisténcia de cepas suspeitas de produzirem AmpC,
resisténcia a cefamicina, resisténcia ao inibidor de B-lactamase e sensibilidade a cefalosporina
de quarta geracdo, foi encontrado em 42,8%. Porém em duas cepas, além dessas
caracteristicas, também observou-se resisténcia ao imipenem, um carbapenema, que é
hidrolisado quando ha super producdo de AmpC constitutiva ou associacdo de AmpC com
perda de porinas (D’ Andrea et al., 2006; da Silva Dias et al., 2008; Kim e Wei, 2007; Liebana
et al., 2013; Bortolaia et al., 2014). Dentre as cepas, havia suspeitas de produzirem ESBL
devido a resisténcia a amoxicilina e suscetibilidade ao composto associado ao acido
clavulanico, mas todas apresentaram sensibilidade a cefoxitina.

A producdo de ESAC é suspeita quando um isolado além de menor suscetibilidade a
cefoxitina, apresenta resisténcia a cefalosporina de quarta geracdo (Nordmann e Mammeri,
2007; Jacoby, 2009; Martinez-Rojas 2009). Neste estudo foi usado o cefepime como
representante desta classe e observou-se resisténcia a ele em seis cepas (N18, F6, F8, F11,
F21, F25) (Tabela 13). As caracteristicas observadas nestas cepas podem ser devido a
insercdes, delegdes ou mutacGes em areas especificas que acarretem a mudanca da estrutura
enzimatica, uma das causas da resisténcia ao cefepime, ou o envolvimento de outros
mecanismos de resisténcia, como a perda de porinas (Barnaud et al., 2001; Mammeri et al.,
2004; Nordmann e Mammeri, 2007).

Estas cepas foram submetidas ao teste de inibicdo de AmpC por cloxacilina e por
acido borénico, sendo negativos os resultados para ambos os testes. Assim, através destes
métodos, ndo foi possivel confirmar a producdo da enzima nestas cepas. A inibicdo por
cloxacilina ndo pode ser observada devido a auséncia de crescimento na maioria das cepas;
acredita-se que os diametros dos halos tornaram-se tdo grandes que ndo puderam ser
visualizados nas placas. No caso do &cido borénico, a diferenca entre os halos da cefoxitina
com e sem &cido bordnico foi menor que 5mm, ndo atingindo o limite para descricdo como
um produtor de AmpC. Em Escherichia coli, produtora natural da enzima pode-se justificar
estes dados pela existéncia de outro mecanismo de resisténcia como a perda de porinas
(Livermore e Woodford, 2006; Rayamajhi et al., 2008; Bortolaia et al., 2014).

Como contraprova fenotipica foram realizados os testes de Concentracdo Inibitoria
Minima (MIC) com cefoxitina e com cefoxitina junto ao inibidor cloxacilina. Os testes foram
realizados segundo a metodologia descrita no CLSI (2014), padronizando-se o indculo, pela
escala 0,5 de MacFarland, em caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo (CBHI) contendo
cefoxitina em po nas diferentes concentragdes: 4, 8, 16, 32ug/mL; e para aquelas cepas cuja
MIC com cefoxitina foi maior ou igual a 4 foi feito o teste com cefoxitina e o inibidor de
AmpC. A concentracdo de cloxacilina foi constante, de 200ug/mL, e a de cefoxitina variavel:
0, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 e 1024 pg/mL. Apds incubacdo a 35°C por 20h foi adicionado
10pL de resazurina por poco da microplaca de ELISA, as placas foram envoltas em papel
aluminio e levadas a estufa onde permaneceram por 30 min. Em seguida, fez-se a leitura dos
testes. A rezasurina & um corante azul e ndo fluorescente, quando reduzida pelas células
viaveis, torna-se resofurina, de cor rosa e fluorescente, e sem formacéo de precipitado (Silva,
2009). Este corante facilita a visualizagdo do po¢o onde houve crescimento bacteriano. A cepa
CMY-2 foi utilizada como controle para MIC com cefoxitina e para MIC com cefoxitina e
cloxacilina.

O teste com cefoxitina demonstrou que apenas trés cepas (10,7%) tiveram MIC igual
ou superior a 4pg/mL (Figura 17). Considera-se como enterobactéria resistente a cefoxitina
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MIC aquela com maior ou igual a 32ug/mL. Dessa forma, ndo houve confirmacdo da
producdo de AmpC nestas cepas uma vez que apenas uma (F6) teve diminuida suscetibilidade
ao antimicrobiano e as demais foram sensiveis a acdo deste agente antimicrobiano. O controle

positivo do teste apresentou MIC maior ou igual a 32pug/mL (Tabela 10).
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Figura 17. A - Microplaca de ELISA do teste de Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) com cefoxitina ap6s
adicdo de resazurina. As concentracdes avaliadas neste teste foram: 4, 8, 16, 32ug/mL. Os po¢os em cor azul sdo
aqueles em que ndo houve crescimento bacteriano, e 0s em rosa onde houve crescimento bacteriano e reducéo da
resazurina. B — Modelo da inoculacdo das cepas na placa de ELISA: na linha H, colunas 5, 6, 7 e 8, encontra-se
o teste referente ao controle positivo para AmpC, a cepa CMY-2; na linha H, colunas 9, 10, 11 e 12, encontra-se
0 controle negativo do teste onde h& apenas caldo com as concentracBes determinadas de cefoxitina, sem
inoculacdo bacteriana. No total, foram utilizadas seis microplacas, todas incluindo um controle positivo e um
negativo, além das cepas estudadas.

Tabela 10. Resultados referentes aos testes fenotipicos empregados na confirmagdo da producdo de AmpC, a
extracdo enzimatica e a conjugacdo, e a detec¢do por PCR do gene ampC nas cepas de Escherichia coli com
diminuida suscetibilidade a cefoxitina

Cepa Perfil de Resisténcia Inibigéo Inibigéo MIC MIC com ampC
por CLOX porAB comFOX FOX+CLOX
(Hg/mL) (Hg/mL)

N18 CFO AMO AMC CPM CTX ND ND 8 <4 P
G18 CFO AMO AMC CAZ ND ND <4 P
G27 CFO AMO AMC ND ND <4 P
G35 CFO AMO AMC ND ND <4 N
S10 CFO AMO AMC ND ND <4 P
S13 CFO AMO AMC CAZ IPM ND ND <4 N
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Tabela 10. Continuacao: Resultados referentes aos testes fenotipicos empregados na confirmacéo da producédo
de AmpC, a extracdo enzimatica e a conjugagao, e a deteccdo por PCR do gene ampC nas cepas de Escherichia
coli com diminuida suscetibilidade & cefoxitina

Cepa Perfil de Resisténcia Inibicdo por Inibicédo MIC com MIC com ampC
CLOX por AB FOX FOX+CLOX
(Hg/mL) (Hg/mL)

S20 CFO ND ND <4 P
S34 CFO AMO ND ND <4 P
S59 CFO ND ND <4 P
S76 CFO AMO AMC ND ND <4 P
S77 CFO AMO AMC CAZ CTX IPM ND ND <4 P
S88 CFO ND ND <4 P
S99 CFO AMO AMC CAZ ND ND <4 N
S106 CFO AMO AMC ND ND <4 P
S110 CFO CTX ND ND <4 P
S140 CFO AMO AMC ND ND <4 P
S141 CFO AMO AMC ND ND <4 N
S142 CFO IPM ND ND <4 P
S145 CFO ND ND <4 P
F5 CFO ND ND <4 P
F6 CFO CPM ND ND 16 <4 P
F8 CFO AMO CPM ND ND <4 P
F11 CFO CPM ND ND <4 N
F12 CFO ND ND 4 <4 N
F21 CFO CPM ND ND <4 P
F23 CFO AMO AMC ND ND <4 P
F24 CFO AMO ND ND <4 P
F25 CFO AMO CPM ND ND <4 P
CMY-2 CFO AMO AMC CAZ CTX P P >32 /128 4 P

Legenda: AB — acido borbnico; FOX — cefoxitina; CLOX — cloxacilina; FOX+CLOX — cefoxitina com
cloxacilina; C.P. — cepa controle; CFO — cefoxitina, AMO — amoxicilina, AMC — amoxicilina com é&cido
clavulanico, CPM — cefepime, IPM — imipenem, CAZ — ceftazidima, CTX — cefotaxima; ND — ndo detectado,
resultado negativo para o teste em questdo; P — resultado positivo para amplificacdo do gene, usando primer nao
tipo especifico (universal).

As trés cepas com MIC igual ou maior que 4 pg/mL e o controle positivo foram
submetidos ao teste da MIC com cefoxitina e cloxacilina. Ndo houve crescimento das cepas
no meio com cloxacilina. Confirmou-se a inibicdo da AmpC pela cloxacilina em meio liquido
na cepa F6 que apresentou CIM de 16 pg/mL sem inibidor, e na cepa padrédo que teve MIC
maior ou igual a 32 pg/mL. Para confirmar o crescimento de Escherichia coli em CBHI com
cloxacilina, todas as cepas foram inoculadas em poco contendo apenas o caldo com
200pg/mL cloxacilina. Isto foi necessario para demonstrar que ndo houve inibicdo do
crescimento bacteriano pela adicéo da cloxacilina ao meio.
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Embora nédo se tenha suspeita de cepas produtoras de pAmpC, pois ndo se observou
concordancia entre os testes fenotipicos assim como ocorreu na cepa padrdo que contém
CMY-2 plasmidial, realizou-se a conjugacdo bacteriana dos 28 cepas com reduzida
suscetibilidade a cefoxitina. Apds proceder a metodologia de conjugacdo em meio liquido por
6 horas como padronizado anteriormente, apenas houve crescimento de transconjugantes no
meio seletivo — agar Mac Conkey com cefoxitina e estreptomicina — oriundas da cepa padré&o.

A fim de confirmar a producdo de AmpC atraveés de seu ponto isoelétrico (pl), foi feita
a extracdo da enzima segundo a metodologia também padronizada com os isolados clinicos
humanos. Apéds a incubacdo das cepas em caldo tripticase de soja (TSB) com dupla presséo
por trés dias consecutivos, 0s extratos brutos (EB) foram obtidos e submetidos ao teste de
reacdo com nitrocefin para verificacdo da qualidade do extrato bruto obtido. Devido a
auséncia de transconjugantes, apenas as cepas foram submetidas a extracdo da enzima para
confirmagdo pelo pl. Neste teste, durante a dupla pressdo foram utilizados os discos de
cefoxitina e cefotaxima, 26 cepas, incluindo quatro resistentes a cefalosporinas de terceira
geracdo (ceftazidima e/ou cefotaxima), ndo resultaram em EB pelo ndo crescimento
bacteriano no meio. Tal observacdo demonstra a producdo de AmpC em niveis variaveis e por
isso observou-se a diminuida suscetibilidade das cepas a cefoxitina na difusdo em agar, porém
sua producdo ndo foi suficiente para permitir o crescimento da cepa em meio com pressao
com antimicrobiano.

Os EB de N18 e G18 apresentaram hidrolise do nitrocefin e mudanca de coloracéo em
8s. O tempo ideal para que se possa submeter 0 EB a focagem isoelétrica (IEF) é inferior a
10s que foi alcangado nestes casos. Porém por problemas ja mencionados, a IEF ndo pode ser
realizada e os EB foram congelados a -20°C para serem enviados a FFUP onde serdo
confirmadas as enzimas produzidas por estas cepas de Escherichia coli juntamente com o0s
controles para o ensaio. A cepa controle, positiva para CMY-2, foi também submetida a
extracdo e o EB apresentou tempo de reacdo igual a 6s, também sendo congelado para
posterior analise por IEF.

A fim de concluir a pesquisa das cepas de Escherichia coli produtores de AmpC, foi
realizado o PCR multiplex considerada a técnica padrdo ouro para diferenciar entre AmpC
cromossomais e plasmidiais, e também diferenciar dentre os diversos grupos de pAmpC
(Pérez-Pérez e Hanson, 2002; Mata et al., 2010). Antes, todas as cepas foram submetidas ao
PCR para deteccao do gene ampC que nao diferencia se 0 gene € cromossomal ou plasmidial.
O PCR para ampC foi realizado para confirmar a presenca do gene nas cepas naturalmente
produtores da enzima mas nem todos tiveram amplificacdo com este primer. Em 75,2%
(179/238) e em 78,6% (22/28) das cepas com reduzida suscetibilidade a cefoxtina, foi
confirmado o gene ampC. Em todas as cepas foi feito o0 PCR multiplex mas ndo houve
amplificagdo com os 5 primers usados nem com os simplex de CMY, DHA e AmpR. A cepa
controle utilizada amplificou com os primers esperados.

CMY é a pAmpC prevalente em Escherichia coli e foram descritas em isolados
humanos e animais (Cejas et al., 2002). Esta enzima estd descrita em Escherichia coli
isolados de agua, humanos e animais. Dentre os isolados animais, todos foram descritos em
aves: corvo e frango (Adler et al., 2008; Simner et al., 2011; Loncaric et al., 2013; Botelho et
al., 2015; Mo et al., 2016; Said et al., 2016).

A amplificacdo de ampR esta associada ao gene DHA uma pAmpC induzivel
(Rayamajhi et al., 2008). Embora o gene regulatério ampR ndo esteja presente em
Escherichia coli ja se relatou DHA e ampR (Adler et al., 2008; Rayamajhi et al., 2008; Hsieh
et al., 2015). O gene DHA ¢ pouco descrito em E. coli e sua transferéncia in vitro nédo é
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observada devido a diferenca no elemento mével que o carreia (Freitas et al., 2014; Jones-
Dias et al., 2014).

O PCR multiplex descrito por Pérez-Pérez e Hanson (2002) consegue diferenciar as
pAmMpC dentre os grupos enzimaticos: ACC, ACT, FOX, LAT, MIR, MOX. Manoharan e
colaboradores (2012) relataram as enzimas CIT e FOX, em Escherichia coli provenientes de
amostras clinicas humanas, na india; e FOX e ACC foram descritas em E. coli provenientes
de amostras clinicas, na Holanda (Voets et al., 2012).

A presenca de caracteristicas fenotipicas de produtor de AmpC com auséncia de
deteccdo do gene pode ser devido a mutacGes neste gene. Com isto, ocorre mudanga na
expressdo genética influenciando a produgdo da enzima e observacdo fenotipica desta
caracteristica no isolado (Thomson 2001; Cantarelli et al., 2007; Haldorsen et al., 2008).

O sequenciamento da regido promotora e codificadora de ampC foi realizado em 12
cepas com caracteristicas e suspeitas distintas a fim de avaliar possiveis mutacdes e
correlacionar ao observado fenotipicamente. No entanto, apenas 6 cepas puderam ser
estudadas devido a baixa qualidade no sequenciamento das demais. As caracteristicas
fenotipicas, genotipicas e mutacdes observadas estdo presentes na tabela 11.

O presente trabalho é o primeiro a realizar este estudo, em Escherichia coli
provenientes de animais de produgéo no Brasil.

O estudo da sequéncia do promotor de ampC é utilizado para avaliar a presenca das
mutacdes que ocasionam super producdo da enzima e acarretam resisténcia a cefoxitina em
cepas naturalmente produtoras da enzima (Olsson, 1983; Nelson e Elisha, 1999; Caroff et al.,
2000; Philippon et al., 2002; Siu et al., 2003; Jorgensen et al., 2010). Nas cepas deste estudo
realizou-se a conjugacdo e o PCR para os genes plasmidiais e pdde-se descartar a
possibilidade de um pAmpC.

Ap0s o sequenciamento da regido promotora e atenuadora das cepas, pode-se observar
uma grande variedade de mutacdes no promotor corroborando com Corvec e colaboradores
(2002). Dentre as mutacOes de importancia sempre sdo citadas na literatura: -42 e -32 que
alteram o box -35, inser¢des que alterem o box -10 e mutacOes na regido promotora: +24 e
+58, e estdo relacionadas a mudanca da forca do promotor de Escherichia coli relacinada a
maior transcri¢cdo do gene ampC (Olsson et al., 1983; Caroff et al., 1999; Corvec et al., 2002;
Fernandez-Cuenca et al., 2005; Jorgensen et al., 2010; Haenni et al., 2014). Primeiramente, as
regibes conservadas -35 e 10, os boxes importantes da regido promotora do gene, foram
detectados e a partir de entdo as analises foram feitas para a confirmacdo das caracteristicas
fenotipicas observadas anteriormente (Figura 18) (Jaurin e Grundstrém, 1981). Desta forma
sugerimos que a mutacao na posicdo -73 acompanhada de mutac6es nas posicdes -88, -82, -
18, -1 e +58 podem levar a modificacdo da transcricdo do gene, levando a super producgdo da
enzima.
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Tabela 11. Correlagdo dos resultados fenotipicos, genotipicos e estudo da regido promotora e codificadora de ampC segundo a suspeita de enzima produzida pelas cepas de
Escherichia coli

Cepa Perfil Fenotipico Perfil Suspeita Outro Mutac¢do na Regido Mutacdo na Sequéncia de
Genotipico Principal Mecanismo Promotora Aminoacidos de ampC
G27 AMO, AMC, CFO AmpC super producéo de ND -88; -82; -73; -18; -1; T8A/ K191Q/ S209P / A231T / R248C/ Q251R/
AmpC +58 L254M / K255N / L257R / E261D / 1298S / D304G
/ R312H/ P316A
S10 AMO, AMC, CFO AmpC super producéo de ND -88; -82; -73; -18; -1; T8A/ S82R/ D92E/ K191Q/ S209P / A231T/
AmpC +58 R248/ Q251R/ L254M/ K255N / L257R/ E261D/
1208S/ D304G/R312H/ P316A
F8 AMO, CFO, CPM AmpC ESAC ND -73 T8A/ Q23K / T105A/ K191Q/ S209P / S2521/
cromossomal 1300V / P316A
F25 AMO, CFO, CPM AmpC ESAC ESBL -73 T8A/ K191Q/ S209P / S2521/ L270V / 1300V /
cromossomal P316A
N18 AMO, AMC, CFO, AmpC ESAC ND -73 T8A/ Q23K / T105A/ K191Q/ S209P / S2521/
CPM cromossomal L270V / 1300V / P316A
F21 CFO, CPM AmpC ESAC ND -88; -82; -73; -18; -1; T8A/ A130T/ K191Q/ S209P / A231T / R248C/
cromossomal +58 Q251R / M254M | K255N / P257H / L257R/

E261D / 1300V / P316A

Legenda: AMO — amoxicilina, AMC — amoxicilian com acido clavulanico, CFO — cefoxitina, CPM — cefepime; AmpC — primer universal; ESAC — AmpC de Espectro
Estendido; ESAC — AmpC de Espectro Estendido; ND — ndo detectado; ESBL — p-lactamase de Espectro Estendido; Para codigo dos aminoacidos ver anexo 3.
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G2a7 1
210 1
Fa 1
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Figura 18. Alinhamento das sequéncias da regido promotora e atenuadora de ampC. Utilizou-se a cepa E. coli
ATCC 25922 para comparacdo com as sequéncias do gene das cepas em estudo.

Nas cepas estudadas neste trabalho, detectou-se mutacdo na posicéo -73. Esta regido
ainda n&o foi descrita na literatura como importante para alteracdo da transcricdo do gene que
pode ter importancia quando associada a outras mutacdes pois nas cepas F8, F25 e N18, ndo
suspeitas de super producdo da enzima, apresentaram mutagdes na posicao -73. Ja as cepas
G27, S10 e F21 a mutacdo -73 veio acompanhada de outras ja descritas na literatura: -88, -82,
-18, -1 e +58. As cepas G27 e S10 apresentavam caracteristicas fenotipicas de super
produtoras de AmpC e compativeis com os dados obtidos pelo sequenciamento. Contudo, a
cepa F21 também apresentou as mutacdes em promotor e atenuador como em G27 e S10
(Tabela 11) e embora ndo fosse suspeita desta caracteristica, a presenca destas mutagdes
sugerem que além de serem produtores de ESAC também podem superexpressar AmpC.

As mutacdes em -1 e +58 ndo sdo consideradas significantes por Tracz e
colaboradores (2007) mas outros autores ja descreveram a importancia e a ocorréncia destas
mutacdes em Escherichia coli mesmo sem as mutagdes -42 e -32 na regido promotora (Nelson
e Elisha, 1999; Siu et al., 2003; Yu et al., 2009;). Assim como o encontrado neste estudo, foi
descrita a substituicdo de C (citosina) por T (timina) em -58 (Nelson e Elisha, 1999; Siu et al.,
2003; Yu et al., 2009).

O gene completo também foi sequenciado, desta vez, para avaliar possiveis mutacdes
que pudessem levar a producdo de uma enzima de estrutura menos rigida e por isso com
atividade sobre outros PB-lactamicos, como o cefepime (Nordmann e Mammeri, 2007
Jorgenesen et al., 2010). Ap6s o alinhamento das sequéncias, fez-se uma descricao das regides
de importancia para a atividade enzimatica, como descrito por Haenni e colaboradores (2014)
(Figura 19).
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Figura 19. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos cepas estudadas. Utilizou-se a cepa E. coli ATCC 25922 como padrdo para o alinhamento.
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Observaram-se muitos pontos de mutacdo na sequéncia da regido codificadora das
cepas mas grande parte pode-se considerar polimorfismos do gene. As mutacfes que estdo
relacionadas a atividade de AmpC descritas na literatura estdo contidas nas regides de ligacdo
com o antimicrobiano: Q loop, H-9, R2 loop, H-11 (Barnaud et al., 2001; Kim et al., 2006;
Mammeri et al., 2007; 2008; Nordmann e Mammeri, 2007; Bogaerts et al., 2009; Haenni et
al., 2014; Brown e Livesay, 2015; Pires et al., 2015). Com base nessas descrigcdes, as
mutacdes que ocasionam aumento do espectro de acdo da enzima AmpC devem estar
localizadas entre 177 e 226 (Q loop), 282 e 288 (H-9), 289 e 311 (R2 loop) e 346 e 361 (H-
11).

As cepas estudadas apresentaram mutacdes em regides em que ndo ha interferéncia na
estrutura da enzima (Anexo 2) e houve variacfes de aminoacidos nas alcas Q e R2, em todas
as cepas mesmo naquelas sem suspeita de ESAC (Tabela 11, Figura 19). Todas as cepas
(G27, S10, F8, F25, N18, F21) apresentaram em 191 substituicdo de lisina (K) por glutamina
(Q) e em 209, serina (S) por prolina (P) (Anexo 5 — quadro de cddigos de aminoacidos,
IUPAC). Ndo ha descrito na literatura substituicdes nestas regibes mas Haenni e
colaboradores (2015) descreveram substituicdes em 89, 194, 215, 220, 232, sem correlacionar
a mudanca de espectro da enzima. Na regido R2 foram observadas as substituicdes 1298S,
1300V e D304G, e apenas mudanc¢a no aminoacido 298 ja foi descrita na literatura, em cepas
de Escherichia coli provenientes de isolados clinicos humanos (Mammeri et al., 2006). Outras
variacfes de aminoécidos que foram descritas sdo nas posi¢Bes 287 (S287N, S287C), 292
(A292V), 296 (H296P), 298 (V298L), 350 (V350F) em Escherichia coli isolado humanos e
animais (Mammeri et al., 2006; Haenni et al., 2015) e 293 (L293P) em E. coli humana
(Bogaerts et al., 2009).

As substituicbes de aminoacidos observadas nas cepas deste estudo estdo relacionadas
a mudanca conformacional da enzima, uma vez que os aminodcidos substituidos tém
classificacbes bioguimicas diferentes das originalmente existentes na enzima e modificam as
estruturas secundaria, terciéria e quaternaria. No caso da posic¢éo 191, por exemplo, existia um
aminoacido carregado positivamente, a Lisina, e foi substituido por um carregado
negativamente, a Glutamina. Da mesma forma, observa-se a substitui¢cdo de um aminoécido
hidrofilico por um hidrofébico, na posicdo 209, o que ocasiona mudanca na estrutura da
enzima que antes tinha a Serina voltada para o exterior da enzima e agora conta com uma
Prolina localizada mais internamente na enzima. O inverso é observado na posicdo 298: o
amino&cido Isoleucina, antes mais interno, € substituido por um hidrofilico, a Serina. Na
posicdo 300, ha substituicdo de aminoacidos de mesma classe, ambos sdo hidrofobicos,
Isoleucina e Valina. A posi¢cdo 304 merece destaque pois 0 Aspartato é substituido por uma
Glicina, o primeiro aminoacido é carregado negativamente e possui radical carboxila, porém
0 segundo, ndo tem cadeia lateral e por isso ndo forma pontes de hidrogénio (Nelson e Cox,
2002; Pratt e Cornely, 2006). As interacdes entre 0s aminoacidos sdo importantes na
manutencdo da estabilidade da enzima, dessa forma, fica claro que houveram alteragdes
sugestivas da mudanca de espectro enzimatico apds as substituicdes observadas.

Dessa forma, os dados dessas cepas (G27, S10, F25, N18, F21) sugere produtores de
ESAC, embora nem todas tenham demonstrado fenotipicamente, uma vez que as mutagdes
observadas na regido codificadora do gene implicam variagdes de aminoacidos dentro e/ou
proximas as regides Q loop e R2. Outros mecanismos de resisténcia tambem podem interferir
na expressao da enzima ou na caracteristica fenotipica observada, como é o caso da cepa F25
suspeito de coproduzir ESBL.
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6 CONCLUSAO

- E necessério o desenvolvimento de novas terapias antimicrobianas e deteccdo dos
mecanismos de resisténcia através de metodologias padronizadas.

- O PCR ndo deve ser a Unica técnica utilizada para detec¢cdo de um mecanismo de
resisténcia; deve-se associar técnicas fenotipicas, genotipicas e bioguimicas.

- As metodologias utilizadas na detec¢do de ESBL ndo sdo as mesmas para a detec¢ao
da enzima AmpC e foram adaptadas na FFUP.

- A deteccdo de AmpC em isolados de origem humana é mais simples do que em
isolados de origem animal.

- Nos isolados de origem humana, detectou-se CMY em Escherichia coli e Proteus
mirabilis, e em Klebsiella pneumoniae, uma AmpC nédo caracterizada mas provavelmente
uma DHA. O sequenciamento do gene nestas cepas sera realizado futuramente para
caracterizagéo destas enzimas.

- Em uma cepa de Proteus mirabilis, de origem animal, foi detectado uma pAmpC
mas sem a sua tipificacdo. O sequenciamento sera realizado a fim de identificar a enzima na
cepa e em seu transconjugante.

- Em Escherichia coli, de origem animal, detectou-se mutagcdes sugestivas de

producdo de ESAC e super producdo de AmpC, através do seqiienciamento. Esta é a primeira
descricdo das enzimas em cepas de E. coli de origem animal, no Brasil.
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ANEXOS

Anexo 1 - Preparo dos discos de cefoxitina com acido borénico

O preparo da solucdo de acido borénico de concentracdo 40mg/mL foi segundo a
metodologia da Nota Teécnica n°01/2013, da Anvisa. O &cido bor6nico (&cido 3-
aminofenilborénico — Sigma-Aldrich) foi diluido em dimetilssulféxido (DMSO) e agua
estéril, ambas em igual volume. Essa solucdo ndo passou por esterilizacdo por filtracdo, que é
opcional, e o armazenamento da solucdo foi realizada em freezer -20°C. No momento do
ensaio, adicionou-se 10pL da solugdo de acido borénico 40mg/mL a cada disco de cefoxitina
(30ug - Oxoid) e deixou secar por 20 minutos. N&o é aconselhavel guardar o disco apés a
adicao do acido pois pode ocorrer a perda de eficacia do antimicrobiano.
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Anexo 2 — Alinhamento do gene ampC de Escherichia coli provenientes de
rebanho leiteiro brasileiro utilizando o programa Mega v7.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
T T T T T e T e T I e I R e I I |

E coli ATCC 25922 1  ATGTTCAAAACGACGCTCTGCACCTTATTAATTACCGCCTCTTGCTCCACATTTGCCGCCCCTCAACAAATCAACGATATTGTGCATCGCACAATTACCC
G217 1 G e T e e
s10 1 G T e
F8 1 G Too... A
F25 1 Gt e T e e
N18 1 G T..... A
F21 L Gt Tttt e

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

| | | | | | | | ol | | | | | | | |

E coli ATCC 25922 101 CGCTTATAGAGCAACAAAAGATCCCCGGTATGGCGGTAGCGGTAATTTATCAGGGTAAACCTTATTACTTTACCTGGGGCTATGCGGACATCGCCARAAA
G217 101 L€
s10 10D e e L
F8 101 oo Goovvive L
F25 101 e L€
N18 101 Gttt
F21 0L e L

210 220 230 240 250 260 2170 280 290 300

E coli ATCC 25922 201 GCAGCCCGTCACACAGCAAACGTTGTTTGAGTTAGGTTCGGTCAGCAAAACATTTACGGGCGTGCTTGGTGGCGACGCTATTGCTCGAGGGGAAATCAAG
G217 /) N

s10 20D e S G
F8 20 L i e
F25 /N
N18 20D i e
F21 20 L i e

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

| | | | | | | | ol | | | | | | | |

E coli ATCC 25922 301 TTAAGCGATCCCACAACAAAATACTGGCCTGAACTTACCGCTAAACAGTGGAATGGGATCACACTATTACATCTCGCAACCTACACCGCTGGCGGCCTGC
G2T B0 I
S10 B0 N
301 G e Covvinnn G
F25 B0 T
NI8 B0 B Toviiiiit,
F2L B0 TA............

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

P T T T T T T e e T L I |

E coli ATCC 25922 401 CATTGCAGGTGCCGGATGAGGTGAAATCCTCAAGCGACTTGCTGCGCTTCTATCAAAACTGGCAGCCTGCATGGGCTCCAGGAACACAACGTCTGTATGC
G217 B e e Gt
s10 B e G
F8 LN G
F25 401 oo B e
N18 01 oo B e e
F21 B e e Gt
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E coli ATCC 25922
G27
S10
F8
F25
N18
F21

E coli ATCC 25922
G27
S10
F8
F25
N18
F21

E coli ATCC 25922
G27
s10
F8
F25
N18
F21

E coli ATCC 25922
G27
s10
F8
F25
N18
F21

E coli ATCC 25922
G27
s10
F8
F25
N18
F21

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
P T O T e T T T L T T L T |

501 CAACTCCAGTATCGGTTTGTTCGGCGCACTGGCTGTGAAGCCGTCTGGTTTGAGTTTTGAGCAGGCGATGARAACTCGTGTCTTCCAGCCACTCAAACTC
D0 L et e e e e e e e o A
Lo AP Cc A e
P o
Lo AP o e
Lo AP ot e
Lo AP Cc A e
610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
B B I R T IR O I B O B L Y R R
601 AATCATACGTGGATTAATGTACCGTCCGCAGAAGAAAAGAACTACGCCTGGGGATATCGCGAAGGTAAGGCAGTACATGTTTCGCCAGGGGCGTTAGATG
601 G Covriiie e PN Coovvvnn T e
601 ..Curii Covrinii e N Covvvvnn T e
601 ..Curiii Covrnii e e e e G e
601 C..... Ao, Covrnii e e e e G e
601 C..... S Covriinii T e e G e
601 G Covrinii e N Coovvvnn T e
710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
| | | | | | | | | a1 | | | | | | | | |
701 CTGAAGCTTATGGTGTGAAGTCGACCATTGAAGATATGGCCCGCTGGGTGCAAAGCAATTTAAAACCCCTTGATATCAATGAGAAAACACTTCAACAAGG
701 ..., - Tovirnnn AG....... A.G..T [ [ G.....
701 ..., - Tovevnnn AG....... A.G..T [ [ G.....
T0 L e e T e e et e
T0 L e Tt e Gt
T0 L e T et Gt
701 ..., - Tovernn, AG....... AG..T.A..G......... C..Covviiinin
810 820 830 840 850 860 870 880 890 900
N T T T T e e e e T T T |
801 GATACAACTGGCACAATCTCGCTACTGGCAAACCGGCGATATGTATCAGGGTCTGGGCTGGGAAATGCTGGACTGGCCGGTAAATCCTGACATCATCATT
B0l Gt G.......
B0l Gttt G...oo
B0 L e e e e G
801 ....... L G
801 ....... L€ G
B0 L e e e e G
910 920 930 940 950 960 970 980
| | I | | I | | . | I | | | | |

901 ..., G, i ittt i A.......... =PI AC
901 ... G e A...T...... Gt e e AC
OO0 L e e e G e e AC
90 L e Gt e AC
0 G e e e e AC
90 L e Gt e GAC
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Anexo 3 — Quadro de codigos de aminoacidos, segundo a IUPAC.

i m i r S
corge e | Codge et | aminosiy
A Ala Alanina
C Cys Cisteina
D Asp Acido Aspartico
E Glu Acido Glutamico
F Phe Fenilalanina
G Gly Glicina
H His Histidina
I lle Isoleucina
K Lys Lisina
L Leu Leucina
M Met Metionina
N Asn Asparagina
P Pro Prolina
Q Gln Glutamina
R Arg Arginina
S Ser Serina
T Thr Treonina
Vv Val Valina
wW Trp Triptofano
Y Tyr Tirosina




