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RESUMO

O nimero de animais de companhia tem crescido substancialmente na sociedade atual, com
estimativas de 48 milhdes de cades e gatos no Brasil. A relacdo entre animais de companhia e os
humanos mudou radicalmente nos tultimos anos, esses estio em contato mais proximo com
humanos. Como consequéncia dessas mudancas, agentes antimicrobianos, incluindo antibiéticos
usados no tratamento de infeccdes humanas, tem sido utilizados em cdes. O objetivo deste
trabalho foi investigar fenotipicamente a ocorréncia de -lactamase de espectro estendido (ESBL)
em amostras de Escherichia coli isoladas de cdes e identificar os genes de resisténcia nestas
amostras. A presenca e variedade de integrons nas amostras de E. coli foi analisada. A
classificacdo das amostras nos grupos filogenéticos A, B1, B2 e D também foram investigadas.
Dentre 158 amostras de E. coli isoladas de cdes sendo 51 de ITU (infecc@o do trato urindrio), 52
de piometra e 55 de fezes de caes sadios, foram selecionadas 67 amostras que apresentavam pelo
menos uma marca de resisténcia aos Pf-lactamicos. As amostras selecionadas: 41 isoladas de ITU,
20 isoladas de piometra e seis isoladas de fezes de animais sadios, foram submetidas a testes de
sensibilidade microbiana pelo método de difusdo de disco. A producdo de ESBL foi verificada
pelo método de aproximacgao de disco. A identificacdo dos genes das B-lactamases foi realizada
em ensaios de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) com primers especificos para os genes
blatem, blasuyy, blactx-m, blages.1, blaoxa-10, ampC e cmy. A classificacdo filogenética (chuA,
yjaA, TspE4.C2), bem como a deteccdo de integrons das classes 1 e 2 (intll e intl2) também
foram realizadas por PCR. Os resultados dos antibiogramas mostraram elevada resisténcia aos j3-
lactamicos de 1* geracdo, ampicilina (82,0%) e cefalexina (62,7%) entre as amostras
selecionadas. Resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos de 3* e 4* geracdo e a0 monobactam
foi observada em 7,5% das amostras. As amostras também apresentaram resisténcia aos

antimicrobianos tetraciclina (82,0%), trimetoprim-sulfametoxazol (62,7%), enrofloxacina
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(35,8%), florfenicol (34,3%) e ciprofloxacina (32,3%). A expressdo fenotipica de ESBL foi
observada em duas amostras (3,3%), ambas isoladas de animais sadios. Na andlise genotipica,
foram identificados os genes blargm, (98,5%), ampC (95,5%), blactx-m (35,8%), blasyy (6%) e
cmy (2,9%) destacando que os genes blacrx-m, blasgy € cmy apresentaram-se associados ao
blatgm e ao ampC. Pelo sequenciamento foi possivel identificar as B-lactamases do tipo TEM-1 e
CTX-M-2. Na classificacao filogenética as amostras foram agrupadas nos grupos B2 (59,7%), B1
(25,4%) e A (14,9%). Dentre as 67 amostras com marcas de resisténcia aos B-lactaimicos, o gene
int foi detectado em 26,9% , das quais 71,4% da classe 1 e 28,6% da classe 2. Por outro lado,
dentre as 91 amostras sem marcas de resisténcia a a B-lactamicos, somente 3,3% apresentaram
integrons, sendo todos da classe 1. As amostras com integrons foram mais comumente alocadas
nos grupos filogenéticos A e B1. A presenca de ESBL, de genes de resisténcia e integrons em E.
coli isoladas de cdes € um achado importante, uma vez que o contato intimo entre humanos e caes
oferece condi¢Oes para a transmissdo das amostras e ainda, que estes animais podem servir de
reservatorios de genes de resisténcia. Esses resultados reforcam a necessidade de controle no uso
de antimicrobianos em animais de companhia e bem como o papel dos animais domésticos como

reservatorio de genes de resisténcia bacteriana, precisa ser melhor investigado.
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ABSTRACT

The number of cats and dogs has substantially increased in modern society, with an estimated
population of above 48 million in Brazil. The relationship between companion animals and
humans has radically changed throughout the years, and animals have become in closer contact
with humans. As a consequence of these changes, antimicrobial agents, including antimicrobial
preparations licensed for human use, are frequently used in dogs. The aim of this study was to
investigate, in Escherichia coli strains isolated from dogs, the occurrence of B-extended-spectrum
B-lactamase (ESBL) phenotype and to identify resistance genes in these samples. The presence
and diversity of integrons in strains of E. coli was analyzed. The classification of microorganisms
in the phylogenetic groups A, Bl, B2 and D was also determined. Among 158 E.coli strains
isolated from dogs (51 from UTI [urinary tract infection], 52 from piometra and 55 from faeces
of healthy dogs) 67 strains were selected that had at least one sign of resistance to -lactams. The
strains selected: 41 isolated from UTI, 20 isolated from piometra and six isolated from the faeces
of healthy dogs, were tested for antibiotic sensitivity by the disk diffusion method. ESBL
production was screened by the double-disk synergy method. The identification of B-lactamases
was performed by PCR (Polymerase Chain Reaction) using specific primers for blatgm, blasny,
blactx-m, blaces-1, blaoxa-10, ampC and cmy and, subsequently, sequencing of the PCR product
of strains showing the ESBL phenotype was performed. The phylogenetic classification (chuA,
yjaA, TspE4.C2), as well as the detection of class 1 and class 2 integrons, were also determined
by PCR. The results of susceptibility tests showed high resistance to 1st generation B-lactams,
ampicillin (82.0%) and cephalexin (62.7%), among the selected strains. Resistance to 3rd and 4th
generation B-lactam antibiotics and monobactam was observed in 7.5% of isolates. The strains
also showed resistance to antimicrobial tetracycline (82%), trimethoprim-sulfamethoxazole

(62.7%), enrofloxacin (35.8%), florfenicol (34.3%) and ciprofloxacin (32.3%). Phenotypic
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expression of ESBL was observed in 2 samples (3.3%), both isolated from healthy animals. In the
genotypic analysis, were identified the genes, blatgm, (98.5%), ampC (95.5%), blactx-m (35.8%),
blaspy (6%) and cmy (2.9%); the genes blactx-m, blasyy and cmy were shown to be associated
with blatgy and ampC. By sequencing, it was possible to identify the TEM-1 and CTX-M-2 j-
lactamases. In the phylogenetic classification, strains were classified B2 (59.7%), B1 (25.4%) and
A (14.9%) groups. Among the 67 strains with resistance markers to B-lactams, the int gene was
detected in 26.9% of the strains (71.4% of class 1 and 28.6% of Class 2). Moreover, among the
91 samples without a trace of resistance to B-lactams, only 3.3% had integrons, all of class 1.
Strains with integrons were more commonly housed in the phylogenetic groups A and B1. The
presence of ESBL, resistance genes and integrons in E. coli isolated from dogs is an important
finding, due to close contact between humans and dogs provides conditions for the transmission
of microorganisms and these animals may also serve as reservoirs of isolates harboring resistance
genes. These results emphasize the need to control the use of antimicrobials in companion
animals and the role of livestock as a reservoir for genes of resistance should be further

investigated.
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PROLOGO

A resisténcia aos antimicrobianos pode significar que a bactéria € impermedvel ao
farmaco, ou seja, o antimicrobiano ndo consegue penetrar na célula bacteriana para atingir seu
alvo. Esta caracteristica ¢ conferida pela auséncia de receptores na membrana externa de
bactérias Gram-negativas.

Por outro lado, a resisténcia pode ser resultado do acaso, mutagdes que beneficiam a
bactéria, permitindo o seu desenvolvimento na presenca do farmaco. Tais mutagdes ocorrem o

tempo todo, mas a pressao seletiva efetivamente seleciona aquelas bactérias que conseguem, por

alguma razdo, crescer na presenca dos antimicrobianos.
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I. INTRODUCAO




I. INTRODUCAO

1. Resisténcia aos antimicrobianos

A primeira referéncia a resisténcia bacteriana surgiu na década de 40 com as penicilinas,
tendo ressurgido com o advento dos novos antibidticos nos anos 50 e 60. Atualmente, os
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos causam enormes problemas terapéuticos com
implicacdes em sadde publica. As bactérias multirresistentes sdo causas de grandes preocupagdes
tanto em hospitais quanto em inddstrias farmacéuticas, uma vez que causam a maior falha em
tratamentos de doencas infecciosas, impondo sérias restricdes as opgdes disponiveis ao
tratamento médico. A resisténcia aos antimicrobianos tem emergido rapidamente nos ultimos
anos no Brasil e no mundo, gerando a necessidade crescente do conhecimento do perfil de
sensibilidade das bactérias que mais frequentemente causam infecgdes e do modo de
disseminagdo da resisténcia aos farmacos (Dzidic & Bedkovic, 2003; Livermore & Pearson,
2007).

A capacidade das bactérias se tornarem resistentes aos agentes antimicrobianos constitui
importante fator na sua sobrevivéncia. O uso indevido, intensivo e/ou inadequado desses
compostos aumenta a pressdo seletiva para os microrganismos resistentes. Como o tempo de
duplicacdo de uma bactéria pode ser apenas de 20 minutos, entdo em algumas horas podem ser
produzidas muitas geragdes, proporcionando uma ampla oportunidade para a ocorréncia de
adaptacgdo evolutiva.

Os genes de resisténcia variam de acordo com a sua localizacdo, tipo de transferéncia e
ainda a expressao (Trabulsi et al., 2001).

Os genes de resisténcia aos antimicrobianos localizam-se geralmente no cromossomo
bacteriano, ou ainda no plasmidio bacteriano. Quando o gene estd localizado no DNA

cromossomico, ele € relativamente estdvel, enquanto o DNA plasmidial pode se transferido com
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facilidade de uma cepa a outra, tanto entre bactérias da mesma espécie, quanto entre espécies
distintas. Mais recentemente foram relataods elementos conhecidos como transposon, estes se
deslocam de um sitio para outro no genoma afetando a expressao génica. Os transposons podem
transportar por¢des de plasmidios e ainda podem levar parte do cromossomo de uma bactéria a
outra por transferéncia conjugativa (Dzidik & Bedekovic, 2003; Fluit & Schmitz, 2004).

O mecanismo mais comum pelo qual os genes de resisténcia sdo transferidos é a
conjugacdo. Este mecanismo requer contato entre as células para que haja a transferéncia do gene
plasmidial de resisténcia. Entretanto, para que ocorra a transferéncia, é necessario que a bactéria
tenha um plasmidio conjugativo, denominado plasmidio F. Outros mecanismos de transferéncia
genética sdo a transducgdo e a transformacgdo. Na transducio o gene de resisténcia € transferido de
uma bactéria a outra através de bacteri6fagos (virus que infectam células bacterianas), e entdo é
integrado no cromossomo da célula receptora, mecanismo conhecido por ciclo lisogénico. A
transformacdo ocorre quando um DNA de uma bactéria lisada estd livre no meio e € capturado
por outro microrganismo. O gene de resisténcia pode se integrado tanto no cromossomo, quanto
no plasmidio da célula receptora (Furuya & Lowy, 2006).

Ainda pode ocorrer o tipo de resisténcia mediada por alguma mutacao no DNA bacteriano
(mutacdes pontuais, delegdes ou inversdes). Este fendmeno torna a bactéria resistente a apenas
um antimicrobiano, pois dificilmente a bactéria sofre muta¢des simultaneas tornando-se resistente
a dois ou mais antibacterianos. J4 mutagcdes que ocorrem no plasmidio de resisténcia (fator R)
normalmente sdo mualtiplas, tornando a célula bacteriana resistente a dois ou mais
antimicrobianos. Isso ocorre porque os genes de resisténcia estdo presentes em um Unico
plasmidio. Bactérias com esse perfil de resisténcia sdo comuns em hospitais, onde ha um uso

intenso de antibidticos (Dzidik & Bedekovik, 2003).
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As células bacterianas podem expressar os genes de resisténcia na presenca ou ndo de
algum estimulo. A expressdo constitutiva ocorre independente de estimulo, a indutiva sé é
expressa apds a exposicdo e a constitutiva-indutiva € super-expressa apdés um determinado
estimulo (Koneman et al., 2001).

Sao reconhecidos varios mecanismos que podem levar as células bacterianas se tornarem
resistentes: 1) expulsdo do antimicrobiano da célula (bomba de efluxo); ii) diminuicdo da
permeabilidade do antibacteriano; iii) produ¢cdo de enzimas que modificam a molécula do

antibacteriano tornando-o inativo (ex. produgdo de P-lactamase); iv) sintese de novas enzimas

que ndo sofrem agdo do antimicrobiano e v) alteracao do alvo (Trabulsi, 2001).

2. Antimicrobianos B-lactamicos

Os antimicrobianos B-lactamicos pertencem ao maior grupo de antibacterianos e sdo
relativamente desprovidos de efeito toxico direto. Esses compostos interferem na sintese de
parede celular bacteriana, tendo o efeito bactericida final, a gindo na transpeptidacdo da molécula
de peptideoglicano.

A estrutura molecular dos antimicrobianos B-lactimicos é composta por um anel -
lactamico central, responsdvel pela acdo do antimicrobiano. Acrescentado ao anel B-lactdmico
outros substituintes formam os principais grupos, que sdo as penicilinas, as cefalosporinas, os

monobactamicos e os carbapenens (Forbes et al., 1998).

2.1. Transporte dos compostos p-lactamicos
E necessdrio considerar as diferencas entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

para o transporte de moléculas ao sitio ativo. As bactérias Gram-positivas possuem espessa

parede celular composta por aproximadamente 90% de peptidioglicano, enquanto nas Gram-
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negativas a parede é mais complexa, apresentando uma membrana plasmdtica interna e uma
membrana externa, entre as quais existe uma delgada camada de peptideoglicano (Koneman et
al., 2001)

Nas bactérias Gram-positivas ndo ha necessidade que os compostos P-lactimicos
atravessem a membrana plasmdtica. O antimicrobiano atravessa facilmente a camada de
peptideoglicano exercendo o efeito bactericida agindo junto as transpeptidades na formacdo da
parede celular (Koneman et al., 2001).

A permeabilidade e o transporte de antibiticos em bactérias Gram-negativas tornam-se
mais dificeis, visto que elas possuem duas membranas que servem de obstdculos para os agentes
antimicrobianos, cujo alvo de acdo encontra-se no interior das células. Até substincias
hidrofébicas encontram dificuldades para entrar na célula bacteriana, isso ocorre devido a
membrana celular externa ter natureza polarizada e assimétrica. Entdo, para que os compostos [3-
lactamicos sejam transportados através da membrana externa da bactéria, é necessdrio que o
mesmo seja realizado por proteinas denominadas porinas. Esse transporte é realizado por duas
porinas principais, uma porina de canal amplo, chamada de OmpF (proteina F da membrana

externa) e uma porina de canal pequeno, designada OmpC (Koneman et al., 2001).

2.2. Mecanismo de Acao
Para melhor compreensdo do mecanismo de acdo dos compostos P-lactamicos ¢é
necessario uma breve descricao da sintese da parede celular. Essa ocorre em trés etapas iniciando
no citoplasma, seguindo na membrana citoplasmatica e finalizando externamente 2 membrana.
Na primeira etapa, sdo sintetizados no citoplasma dcido muramico e acetilglicosamina. Na
segunda etapa, as moléculas produzidas anteriormente sao transportadas para uma camada da

membrana citoplasmatica e seguindo assim para a superficie externa da célula. A camada lipidica
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permite o transporte das subunidades através do interior hidrofébico da membrana citoplasmética
(Koneman et al., 2001).

Na terceira e dltima etapa ocorre a transpeptidacdo e as ligacdes glicosidicas da molécula
de peptideoglicano. Essa nova molécula formada € ligada ao peptideoglicano pré-existente
através de reacdes de transpeptidases e transglicosidades mediadas pela autolisina (PBP,
proteinas fixadoras de penicilinas), a qual € responsdvel pela abertura de espacos no
peptideoglicano, onde sdao adicionadas novas moléculas de N-dcido murdmico e N-
acetilglicosamina.

Entdo todos os compostos B-lactimicos inibem a sintese de peptideoglicano na terceira
etapa da formacdo da parede celular bacteriana. Apds a fixacdo a sitios de ligacdo na bactéria
(conhecido como sitio de ligacao da penicilina, das quais pode haver sete ou mais tipos em
diferentes microrganismos), os antibioticos -lactimicos inibem a enzima de transpeptidag¢do que

forma ligagdes cruzadas das cadeias peptidicas ligadas ao arcaboug¢o do peptideoglicano

(Koneman et al.,2001).

3. Enzimas B-lactamases

A B-lactamase ¢, por defini¢do, uma enzima que € capaz de hidrolisar o anel B-lactdmico e
com isso inativar as penicilinas e cefalosporinas.

A sintese dessa enzima pode ser cromossOmica (constitutiva), ex. Pseudomonas
aeruginosa, ou mediada por plasmidio (indutiva), ex. Aeromonas hydrophila e Staphylococcus
aureus (Samaha-Kfouty & Araj, 2003).

A primeira p-lactamase mediada por plasmidio, em um microrganismo Gram-negativo,
descrita na década de 1960 foi denominada TEM-1. Essa enzima foi originalmente encontrada

em uma cepa de Escherichia coli isolada do sangue de uma paciente chamada Temoniera, na
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Grécia, dai o nome TEM. Ela foi reportada também na década de 60 em Salmonella paratyphi
logo apds a introducdo da ampicilina no tratamento de infeccdes causadas por estes
microrganismos. Devido a localizagdo plasmidial e/ou transposons, facilitou com que o gene
blatpy.; fosse transferido a outras cepas bacterianas. Dentro de poucos anos apds o primeiro
relato, a TEM-1 foi disseminada por todo o mundo e agora é encontrada em diferentes cepas
bacterianas como da familia das Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus
influenzae e Neisseria gonorrhoeae (Bradford, 2001; Samaha-Kfoury & Araj, 2003).

Essa proteina ainda, a B-lactamase, possui origem evolutiva comum com as proteinas
fixadoras de penicilinas (PBP). As duas necessitam de interagdo com os compostos f-lactimicos
para exerceram a suas funcdes. As PBP ainda possuem certa similaridade na sequéncia de
aminoacidos com alguns tipos de B-lactamases. E além disso, foram comprovadas semelhancas
na conformacdo e na estrutura tridimensional das PBP. O mecanismo de acdo tanto das PBP
quanto das B-lactamases baseia-se na ruptura da ligacdo amida por acilagdo enzimadtica. A
sensibilidade bacteriana ao antimicrobiano é determinada pela especificidade das PBP para os
antibioticos B-lactamicos e a especificidade da B-lactamase para um antibidtico B-lactamico € um
determinante da eficdcia com a qual a enzima hidrolisa o antibidtico. Dessa forma se ocorrer uma
mutacdo pontual em um ou mais aminodcidos na proteina, pode acarretar a inespecificidade da
molécula (Koneman et al., 2001).

Acredita-se que a fungdo fisiolégica da enzima [-lactamase € reestruturar o

peptideoglicano durante o crescimento da célula bacteriana (Koneman et al., 2001).

3.1. Classificacao
Desde 1970, muitos critérios tém sido utilizados para a classificagdo funcional e

molecular das B-lactamases. O primeiro esquema foi proposto por Rickmond e Sykes em 1973,
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baseado nas caracteristicas fenotipicas do substrato das enzimas, susceptibilidade aos inibidores,
ponto isoelétrico, tamanho molecular, localizacdo do gene e identidade imunoldgica. Assim, as [3-
lactamases foram divididas em cinco grandes grupos (I-V) [Rickmond & Sykes, 1973]. Ambler,
em 1980, sugeriu o esquema de classificagdo molecular, baseado na sequéncia de nucleotideos e
aminodcidos dessas enzimas. Entdo foram propostos as classes A, B, C e D. A classe mais
importante € a Classe A, formada por serina proteases que tém afinidade pela penicilina ou
atividade de amplo espectro. As enzimas da Classe C sdo, geralmente, as cefalosporinases,
encontradas em bactérias Gram-negativas. As enzimas das Classes B (metaloenzimas) e Classe D
(oxacilinases) tém menor importancia clinica (Ambler, 1980). Em 1995, foi desenvolvido um
esquema de classificagdo por Bush, Jacoby e Medeiros baseado nas caracteristicas funcionais e

moleculares. Entdo as B-lactamases foram divididas em quatro grandes grupos (1-4), sendo que o

grupo 2 foi subdividido em seis subgrupos (be, br, c-f) (Bush ez al., 1995).

3.2. Beta-lactamases de Espectro Estendido (ESBL)

As PB-lactamases de espectro estendido sdo enzimas capazes de hidrolisar penicilinas,
oximino-cefalosporinas (cefalosporinas de 3* gera¢do) e monobactam, e sdo inibidas pelo acido
clavulanico, sulbactam e/ou tazobactam. Essas enzimas pertencem a classe molecular A ou D
(segundo classificacdo de Ambler) ou das classes 2be ou 2d (segundo classificacdo de Bush-
Jacoby-Medeiros) [Stiirenburg & Mack, 2003; Pfaller & Segratti, 2006].

A primeira ESBL foi observada em cepa de Klebsiella ozaenae isolada na Alemanha na
década de 80 e essa foi denominada SHV-2, devido ser uma mutacdo do SHV-1. A partir de
entdo, muitas ESBL foram encontradas por todo o mundo e em muitas espécies bacterianas (Shah

et al., 2004, Perez et al., 2007).
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Mutacdes pontuais nos genes blasyy (SHV-1) e blargy (TEM-1 e TEM-2) levaram entdo a
ocorréncia da enzima ESBL. Essa € codificada por um grande plasmidio (mais que 100kb),
podendo assim, esse gene ser transferido para outras bactérias da mesma espécie ou mesmo de
espécies distintas (Stiirenburg & Mack et al., 2003; Shah et al., 2004; Babic et al., 2006; Perez et
al., 2007).

O numero de variantes identificados de ESBL vem crescendo constantemente desde 1983,
demonstrando assim a rdpida evolug¢do dessa enzima. Mais de 300 variantes de ESBL sdo
conhecidas até o momento, entretanto essa lista estd bem longe de estar completa. Essas enzimas
sdo classificadas em nove familias distintas baseadas na sequéncia de aminodcidos (familias
TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB, GES, TLA, BES e OXA). As maiores familias sao formadas
pelas enzimas TEM e SHV, as quais incluem as primeiras variantes identificadas das ESBLs
(Bradford, 2001; Gniadkowski, 2001; Peterson & Bonomo, 2005).

De forma geral, as ESBLs podem ser encontradas em bactérias da familia

Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae e Neisseria gonorrhoeae

(Gniadkowski, 2001; Pfaler & Segreti, 2006).

3.3. Grupo das p-lactamases

As enzimas B-lactamases sdo decorrentes de uma ou mais mutacdes pontuais nas enzimas
pré-existentes. Elas diferem das enzimas originais por 1 a 7 substitui¢des de aminodcidos que
alteram a configuracdo e as propriedades do sitio ativo. As substituicdes mais importantes
ocorrem na posicao 164 das TEMs, 179 das SHVs e 238 em ambas (Bradford, 2001).

Ja foram descritas mais de 700 B-lactamases, das quais mais de 300 sdo ESBL. A maioria
das ESBLs é derivada das B-lactamases dos tipos TEM e SHV, embora as ESBL possam ser

encontradas em outras familias como CTX-M, PER, VEB, GES, TLA, BES e OXA. As j-
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lactamases sdao agrupadas e denominadas de acordo com a similaridade com enzimas ja existentes
e/ou com grupos ja conhecidos (Bush & Jacoby, 2003; Peterson & Bonomo, 2005; Perez et al.,

2007).

3.3.1. Grupo TEM B-lactamase

As ESBLs do tipo TEM sao derivadas da TEM-1 e TEM-2. A TEM-1 foi reportada pela
primeira vez em uma cepa de E. coli isolada de uma paciente chamada Temoniera, na Grécia. A
enzima TEM-1 € a mais comumente encontrada em bactérias Gram-negativas. Mais de 90% das
E. coli resistentes a ampicilina produzem TEM-1. Essa enzima também € responsdvel pela
resisténcia a ampicilina e a penicilina em H. influenzae e N. gonorrhoeae. O gene blatpy.; esta
localizado no transposon Tn3 e por isso ocorre uma série de transposi¢des e rearranjos nesse gene
e, ainda, € possivel que haja a migracdo desse gene para outras cepas bacterianas (Sanguinetti et
al., 2004; Stiinrenburg & Mack, 2003; Peterson & Bonomo, 2005) .

Embora as B-lactamases do tipo TEM sejam mais frequentes em E. coli e K. pneumoniae,
essa enzima pode ser encontrada em outras bactérias da familia Enterobacteriaceae, bem como
Enterobacter aerogenes, Morganella morganii, Proteus mirabilis e Salmonella spp. (Peterson &
Bonomo, 2005) .

A enzima TEM-2 foi a primeira derivada da TEM-1, ocorrendo a substituicio de um
aminodcido que mesmo causando a alteracdo no ponto isoelétrico, de 5.1 para 5.6, ndo ocorreu a
alteracdo no perfil do substrato (Bradford, 2001).

Nos dias atuais, sao conhecidas mais de 100 variantes de TEM que expressam o fenotipo

ESBL. A primeira variante conhecida foi a TEM-3, a qual foi reportada em 1989. Desde entdo,

tem ocorrido o aumento no nimero dessas variantes (Bradford, 2001; Stiirenburg & Mack, 2003).
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A substituicdo de aminoacidos que ocorre na enzima TEM acontece de forma limitada.
Entretanto, essas combinacdes resultam em vdrias alteracdes fenotipicas nas ESBLs, como a
habilidade de hidrolisar especificamente oximino-cefalosporina, tais como ceftazidima e
cefotaxima, ou ainda alterar pontos isoelétricos de 5.2 para 6.5. Alguns residuos de aminoacidos
sdo importantes para a producdo do fendtipo ESBL quando ocorrem substituicdes em
determinadas posi¢Oes especificas, como por exemplo: glutamato por lisina na posi¢do 104,
arginina por serina ou histidina na posi¢ao 164, glicina por serina na posi¢do 238 e glutamato por
lisina na posi¢ao 240 (Bradford, 2001).

O grupo das TEM B-lactactamases € resistente ao dacido cluvanico, sulbactam e

tazobactam, isso ocorre independentemente do fen6tipo ESBL (Stiirenburg & Mack, 2003).

3.3.2. Grupo SHYV p-lactamase

A enzima SHV B-lactamase é encontrada mais comumente em cepas de K. pneumoniae e
€ responsavel por mais de 20% da resisténcia a ampicilina nessa espécie. Entretanto, pode ser
encontrada em bactérias da familia Enterobacteriaceae, em P. aeruginosa, Citrobacter diversus e
Acinetobacter spp. Esse grupo é o que expressa mais frequentemente o fenétipo ESBL, com
excecdo da SHV-4, SHV-10 e SHV-11, que possuem fendtipo de resisténcia a inibidores de [-
lactamase (Bradford, 2001; Stiirenburg & Mack, 2003; Shah et al., 2004; Peterson & Bonomo,
2005).

Em muitas cepas de K. pneumoniae o gene blasyy.; ou seu aparente precursor, LEN-1,
reside no cromossomo. Mais tarde, o gene de SHV-1 foi incorporado por um plasmidio e
disseminado entre outras cepas bacterianas. A SHV-1 confere a bactéria resisténcia a um amplo

espectro de penicilinas, tais como a ampicilina, ticarcilina e piperacilina (Bradford, 2001).
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Em 1983, foi isolada na Alemanha uma cepa de K. ozaenae que apresentou resisténcia a
cefotaxima, bem como as outras cefalosporinas. Essa nova variante foi chamada de B-lactamase
SHV-2, derivada da mutacdo da SHV-1. Essa mutagdo alterou a posicdo 238 do aminodcido
glicina para serina (Peterson & Bonomo, 2005).

A maior parte das variantes da SHV, que possuem o fenétipo ESBL, é caracterizada por
uma substituicdo de uma serina por uma glicina na posi¢ao 238 (Gli238Ser). Pode ocorrer
também a substituicdo de uma lisina por um glutamato na posi¢cdo 240 (Glu240Lis). O
interessante € que ambas as substituicdes sdo espelhadas as ESBL do tipo TEM -lactamase. O
residuo de serina na posicdo 238 ¢ eficiente na hidrdlise de ceftazidima e, o residuo de lisina é

eficiente na hidrdlise de cefotaxima (Bradford, 2001; Stiirenburg & Mack, 2003).

3.3.3. Grupo CTX-M g-lactamase

Entre os mais novos grupos de B-lactamases estd o grupo das CTX-M, que hidrolisam
preferencialmente a cefotaxima. E encontrado principalmente em Salmonella enterica serovar
Typhimurium e em E. coli, entretanto tem sido descrita a ocorréncia em outras cepas da familia
das Enterobacteriaceae. Além disso, outra caracteristica fenotipica tinica da CTX-M € que essa
enzima € inibida mais efetivamente pelo tazobactam que pelo sulbactam e dcido clavulanico
(Bush & Jacoby, 2003; Peterson & Bonomo, 2005; Celenza et al., 2006; Perez et al., 2007).

A primeira CTX-M pB-lactamese foi isolada na Alemanha em 1989, desde entdo foi
disseminada rapidamente por diferentes espécies bacterianas da familia das Enterobacteriaceae.
Até o momento foram descritas mais de 60 variantes neste grupo (Stiirenburg & Mack, 2003;
Perez et al., 2007).

O grupo CTX-M [-lactamese hidrolisa eficazmente cefalotina e cefaloridina e, menos

eficazmente a bezilpenicilina. Embora essa enzima tenha a capacidade de hidrolisar a
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ceftazidima, tal acdo ndo € suficiente para promover resisténcia, que tenha importancia clinica, ao
microrganismo em que se encontram (Shah et al., 2004; Peterson & Bonomo, 2005).

Este grupo de B-lactamases apresenta somente 40% ou menos de similaridade com grupo
das TEM e SHV. Provavelmente a CTX-M foi originada de transferéncia horizontal de gene e
uma posterior mutacio da enzima cromossdmica, a AmpC, da bactéria Kluyvera ascorbata, visto
que elas apresentam 99% de similaridade (Bradford, 2001; Stiirenburg & Mack, 2003).

O residuo do aminoécido serina na posi¢do 237 estd presente em todas as CTX-M e
desempenha importante papel na atividade de amplo-espectro. O residuo de arginina na posi¢ao
276, em posicdo equivalente a arginina na posi¢ao 244 nas ESBL do grupo TEM e SHV, como
sugerido em um modelo molecular, pode ter também um papel importante na hidrélise das
oximino-cefalosporinas (Bradford, 2001; Stiirenburg & Mack, 2003; Peterson & Bonomo, 2007).

As amostras que expressam a -lactameses CTX-M té€m sido isoladas em todas as partes
do mundo. Entretanto tem sido associadas mais frequentemente a surtos em locais isolados como

o leste da Europa, América do Sul e no Japao (Bradford, 2001).

3.3.4. Grupo OXA B-lactamase

As OXA B-lactamases sdo nomeadas dessa forma visto que hidrolisam efetivamente a
oxacilina. Essa enzima difere das TEM e SHV por pertencerem ao grupo molecular D de Ambler
(oxicilinases) e ao grupo funcional 2d de Bush, além de serem mais frequentemente encontradas
em Pseudomonas aeruginosa (Bradford, 2001; Shah et al.,, 2004; Pfaller & Segreti, 2006).
Essa enzima confere resisténcia a ampicilina e cefalotina e é caracterizada por alta

atividade hidrolitica contra oxacilina, cloxacilina e meticilina, e € fracamente inibida pelo 4cido

cluvulanico, exceto a OXA-18 (Bradford, 2001).
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O gene blapxa € codificado em plasmidios, transposon ou integron, dessa forma,
apresenta f4cil disseminacdo entre outras cepas bacterianas (Bradford, 2001; Stiirenburg & Mack,
2003).

A maioria das OXAs € derivada da OXA-10 por mutagdes pontuais (OXA- 11, 13, 14, 16,
17, 19, 28 e 35), por exemplo: OXA-14 difere da OXA-10 por somente um aminodcido, a OXA-
11 e OXA-14 por dois aminodcidos e a OXA-13 e OXA-19 por nove aminodcidos (Bradford,

2001; Stiirenburg & Mack, 2003).

3.3.5. Grupos raros de B-lactamases

Enquanto a maioria dos isolados clinicos de -lactamases pertence aos grupos TEM, SHV
e CTX-M, outros grupos que nao sdo relacionados estas trés pB-lactamases merecem destaque, a
saber: SFO, BES, BEL, TLA, GES, PER e VEB (Tabela 1) e ndo siao simples derivados de outras
B-lactamases por mutacao de ponto. Essas B-lactamases sdo notdveis pela diversidade geogréafica
em que sao distribuidas (Naas et al., 2008).

Numerosas B-lactamases tém sido descritas mundialmente e é provdvel que muitas outras
sejam descritas no futuro. Essas enzimas podem representar ameacas em potencial, uma vez que
esses genes podem estar associados a plasmidios e a integrons, aumentando, assim a chance de
dissemina¢@o. Muitos desses genes ja foram disseminados com sucesso, como no caso do blacrx-
M. Outros como SFO-1, BES-1, BEL-1, TLA-1 e TLA-2 ainda sdo raros e estdo geograficamente
localizados, enquanto outros como GES, PER e VEB, ja foram descritos em varios paises. Em
muitos casos, estudos epidemioldgicos ainda nao foram realizados para determinar com precisao
a distribuicdo desses genes. Identificacdo e conhecimento da ocorréncia dessas B-lactamases

podem refletir o interesse das equipes de pesquisadores do que a real prevaléncia. Com as -
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lactamases, mais especificamente as ESBLs, o ditado ‘“s6 encontramos o que estamos
pesquisando” € muito apropriado (Naas et al., 2008).

Outro aspecto preocupante, ¢ que algumas dessas enzimas, por uma simples mutacdo de
ponto, podem ampliar seu espectro de hidrdlise para carbapenémicos, como ocorre com a enzima
GES-2. Além disso, o nimero mutacao de pontos que derivadas da variante GES e sua dispersao
geografica sinaliza preocupante evolu¢do na familia dessas enzimas (Naas et al., 2008).

Diferente dos genes que codificam as enzimas TEM, SHV e CTX-M, a maioria das (-
lactamases pertencente aos menores grupos ¢ codificada em integrons, e ainda podem estar
associadas com outros genes de resisténcia (geralmente genes de resisténcia a aminoglicosideos),
dessa forma, garantindo a co-resisténcia, coexpressdo e co-selecio de fendtipos de
multirresisténcia. Um exemplo € o que ocorre com o gene blaygg.;, foi observado que este gene
estd frequentemente associado a plasmidio que codifica resisténcia a rifampicina e as quinolonas
(Girlich et al., 2002; Poirel et al., 2005).

Embora atualmente os menores grupos de [-lactamases sejam raros e restritos
geograficamente, eles podem se tornar rapidamente uma grande preocupagdo, uma vez que as
bactérias podem transmitir esses genes de resisténcia e entdo disseminar mundialmente (Naas et

al., 2006a; Naas et al., 2006b).
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Tabela 1. Origem dos nomes das B-lactamases

Nomes das p- Ano N. de Origem do nome
lactamases variantes

"B-lactamases

antigas"
SHV 1983 >100 Sulphhydryl variable
TEM 1985 >160 Nome de uma paciente: Temoniera
"Novas [3-
lactamases"
CTX-M 1989 >65 Cefotaximase-Munich

"Menores grupos de
B-lactamases"

SFO-1 1988 1 Serratia fonticola
TLA-1 1991 1 Tlahuicas (Tribo indigena)
PER 1991 3 Pseudomonas extended resistence
VEB 1996 5 Vietinam extended-spectrum b-lactamase (ESBL)
BES-1 1996 1 Brazilian ESBL
GES 1998 9 Guyana ESBL.
BEL-1 2005 1 Belgium ESBL
TLAD 2005 1 51% se similaridade na seqiiéncia de aminoacidos
com TLA-1
OXA ESBLs
OXA 1991 | Mais de 9 Hydrolysis of oxacillin > penicillin

Fonte: Naas et al., 2008.

4. Uso de agentes antimicrobianos em animais

Existem quatro maneiras pelas quais os agentes antimicrobianos sdo utilizados em
animais: terapia, metafilaxia, profilaxia e promotores de crescimento.

O uso terapéutico de agentes antimicrobianos € destinado para o controle de infecc¢des
bacterianas. O modo de aplicacdo do farmaco com fins terapéuticos difere em relagdo ao grupo
de animais. A principio, cada animal tem que ter tratamento individual e diferenciado ao grupo
que se encontra. A terapia individual € comparada com o uso de antimicrobianos em seres
humanos. Sao realizados exames laboratoriais, a fim de identificar o patégeno causador da
infecc@o no animal e também € realizado o teste de sensibilidade microbiana. O antimicrobiano é

administrado oralmente ou por via parenteral, somente no animal que apresenta o sinal da
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doenca. E, também, a dose administrada € apropriada para cada animal e dependendo do estado
da doenca (Hammerum & Heuer, 2009).

O tratamento individual muitas vezes é impraticdvel em animais de producdo, que sdo
mantidos confinados em grandes grupos. Nestes casos, € dada a preferéncia para o tratamento do
grupo. Geralmente, a intervencdo veterindria ocorre quando um Unico animal do grupo apresenta
algum sinal da doenca, prevenindo assim outros animais de serem infectados. Esse procedimento
€ conhecido como metafilaxia. O uso de medica¢cdo no grupo de animais pode reduzir o nimero
de animais doentes sintomdticos e/ou de animais mortos, consequentemente reduzindo o custo
com tratamentos (Hammerum & Heuer, 2009).

Em contraste, ao uso terapéutico e ao metafildtico, a profilaxia ¢ uma medida preventiva
que deve ser utilizada com cautela. O uso de antimicrobianos como medida profildtica pode ser
utilizada tanto em animais individuais como em grupos. Em vacas produtoras de leite, a
administracdo de antimicrobianos, em doses terapéuticas, ao final do periodo da lactacdo é
utilizada como método profilatico contra a mastite, denominado terapia/profilaxia da vaca seca.
Em granjas de suinos, a profilaxia com antimicrobiano é realizada quando hd o desmame dos
leitdes e também quando hd a mistura de animais de diferentes rebanhos. Nesses casos, os
animais ndo apresentam nenhum sinal da doenca, mas por experiéncia, é esperado que estejam
mais susceptiveis as infeccdes. A profilaxia com antimicrobiano € essencial para leitdes, uma vez
que doencas respiratérias e entéricas sao frequentemente adquiridas quando ndo h4 administracao
de nenhum antimicrobiano, e o montante de farmaco requerido para a terapia ou metafilaxia
seriam muito maiores, diminuindo assim a lucratividade do produtor. Todavia, o tratamento
profildtico pode aumentar a pressao de sele¢do para bactérias resistentes (Hammerum & Heuer,

2009).
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Ainda mais critico que a metafilaxia e a profilaxia, é o uso de antimicrobianos como
“promotores de crescimento” em animais de produgdo. Os aditivos de racdes de animais mais
utilizados no Brasil esdo: Carbadox, Olanquindox, Bacitracina de Zinco, Espiramicina,
Virginiamicina e Fosfato de Tilosina. No Brasil, tem sido sugerido que a retirada destas
moléculas promotoras de crescimento pode aumentar o custo de produgcdo em valores
significativos, comprometendo o poder de compra das familias de baixa renda na aquisi¢do de
alimentos de origem animal (Portaria do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, n°
808, de maio de 2004). Entretanto, é importante a proibi¢ao da utilizagdo desses compostos, uma
vez que podem causar resisténcia cruzada com antimicrobianos utilizados na rotina médica bem
como a vancomicina, teicoplanina, eritromicona, clarintromicina e outros.

O uso de agentes antimicrobianos no tratamento de doencas em animais de produgdo
iniciou-se em meados da década de 40, e a introducdo de agentes antimicrobianos na alimentacao
comercial para bovinos, suinos e aves comecgou por volta de 1950. Logo apds, os pesquisadores
comecgaram estudar os possiveis efeitos do uso em longo prazo desses agentes. Na Europa, a
preocupacio com a disseminagdo de bactérias resistentes, provindas em larga escala de animais
de producdo, fez com que a Unido Europeia suspendesse o uso desses agentes como promotor de
crescimento desde Janeiro de 2006. No Brasil, ji foram proibidos o uso de clortetraciclina,
oxitetraciclina, penicilinas e sulfonaidas sistémicas para alimentacdo animal, de acordo com a
Portaria Ministerial no 193, de 12 de maio de 1998. Avoparcina estd proibida por tempo
indeterminado, pela Portaria no 818-SVS/MS, de 16 de outubro de 1998. Embora a retirada dos
agentes antimicrobianos para a promog¢do de crescimento tenha reduzido significativamente a
quantidade total usada nos animais, os dados indicam que o consumo de drogas antimicrobianas

para a terapia em clinicas veterindrias ainda € considerdavel. Os agentes antimicrobianos,
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atualmente utilizados no tratamento ou na prevencdo de infeccdes bacterianas em animais, sao

essencialmente os mesmos utilizados por seres humanos (Schwartz et al., 2001).

5. Resisténcia bacteriana em animais

A resisténcia bacteriana estd intimamente associada com o uso de antimicrobianos (Li ef
al., 2007). Existe grande preocupacdo na drea médica em relacdo ao uso de antibiticos como
promotores de crescimento e/ou tratamento de infec¢des bacterianas, visto que podem aumentar a
selecdo de microrganismos resistentes, € pode causar dificuldades na efetividade dos farmacos,
ou mesmo essas bactérias possam ser transmitidas aos humanos (Llyod, 2008).

Entre os diversos antimicrobianos, o grupo dos B-lactimicos é o mais utilizado no
tratamento de doencas infecciosas. Existe uma variedade de antimicrobianos [-lactimicos
disponiveis para uso veterindrio. O uso inadequado destes fairmacos pode aumentar a pressao
seletiva no desenvolvimento de resisténcia a essa droga. Tem sido cada vez mais observado em
bactérias de origem animal a resisténcia a antimicrobianos B-lactdmicos, incluindo os f-
lactamicos de espectro-estendido, causando assim, uma grande preocupacao para a saide humana
(Li et al., 2007).

O mecanismo de resisténcia bacteriana ¢ um problema muito complexo, que envolve
diferentes espécies bacterianas, mecanismos de resisténcia variados, transferéncia e, a presenga
de reservatoérios. Muitos estudos tém demonstrado que antimicrobianos usados em animais de
producdo contribuem para a selecdo de microrganismos resistentes, apresentando assim riscos aos
humanos devido a transmissdo de bactérias zoondticas multirresistentes via cadeia alimentar e

transferéncia indireta de genes de resisténcia do animal para o homem (Guardabassi et al., 2004).
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6. Transferéncia de resisténcia bacteriana entre animais e humanos

Animais de produg@o, bem como animais domésticos, podem atuar como reservatorios de
bactérias resistentes. A dispersdo dessas bactérias pode ocorrer pelo contato direto com a pele, o
contato com bactérias da saliva ou fezes, ou ainda por contaminacdo de alimentos, dgua ou ar.
Quando a bactéria resistente infecta o novo hospedeiro, ela pode colonizar, infectar ou ainda
permanecer por um curto periodo de tempo. Durante esse periodo, ela pode ndo somente
disseminar seus genes de resisténcia as bactérias da microbiota, como também receber genes de
resisténcia de outras bactérias (Hammerum & Heuer, 2009).

Evidéncias na literatura apontam que bactérias resistentes de animais infectam humanos e
ainda transferem seus genes de resisténcia para a microbiota dos individuos. Em 1969, Smith
estudou a colonizagdo por E. coli de origem humana e animal em intestino de seres humanos. Ele
concluiu que amostras de E. coli de origem animal ndo sdo boas colonizadoras quando
comparadas a de origem humana (Smith, 1969). Uma década depois foi concluido o oposto.
Linhagens de E. coli isoladas de galinhas resistentes a antimicrobianos faziam parte da
microbiota intestinal de cinco voluntarios (humanos) saudaveis. Quatorze amostras de E. coli
resistentes foram isoladas de uma galinha comercialmente comprada. Cinco dessa amostras
foram capazes de colonizar um dos cinco voluntérios e, ainda, essas bactérias permaneceram por
dez dias na microbiota intestinal (Linton et al., 1977). A dispersdo de E. coli de origem intestinal
de bovinos e suinos foi estudada, mostrando que o microrganismo foi disseminado com sucesso
entre os s humanos que manipulavam esses animais (Marshall ef al., 1981). Recentemente, foi
avaliada a ingestdo voluntdria por humanos sauddveis de uma amostra bacteriana resistente a
gentamicina e sulfonamida de origem suina. A amostra colonizou oito de nove voluntarios por no
minimo duas semanas sem nenhuma pressao seletiva antimicrobiana. Eles detectaram ainda, a

transferéncia do gene sul2 para amostras receptoras na microbiota dos voluntérios (Trobos et al.,
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2008). Em estudo realizado na Dinamarca, E. coli que eram resistentes a ampicilina, sulfonamida
e estreptomicina foram detectadas mais frequentemente entre isolados de seres humanos
voluntdrios que tiveram contato com suinos no sete dias precedentes a coleta, comparado com
voluntdrios que ndo tiveram nenhum contato com esta espécie animal (Hammerum & Hauer,
2009).

Os mesmos genes de resisténcia aos antimicrobianos tém sido detectados tanto em
animais quanto em seres humanos, indicando a disseminacdo horizontal. Diferentes modelos
animais tém demonstrado que o intestino € um excelente local de transferéncia horizontal de
genes de resisténcia entre linhagens de E. coli (Duval-Iflah et al., 1994; Lich et al., 2003; Hart et
al., 2006). Hart et al. (2009) estudaram como modelo o intestino de galinhas e camundongos, e
detectaram a transferéncia de genes de resisténcia a tetraciclina entre E. coli de origem animal
para E. coli de origem humana. Esses estudos demonstram que a transferéncia de genes de

resisténcia entre animais e humanos € muito provavel.

7. Animais domésticos como reservatorios de bactérias resistentes

Caes e gatos representam fontes em potencial para a disseminacdo de resisténcia
bacteriana, devido ao uso frequente de antimicrobianos nesses animais € 0 contato préximo com
humanos, favorecendo condi¢des para a transmissdo direta ou pelo ambiente doméstico
(contaminacgdo de alimentos, mobilia, etc). A relagdo entre animais de companhia e humanos tem
mudado radicalmente nos dltimos anos, esses estdo em contato mais préximo com humanos.
Enquanto no passado os cdes eram mantidos fora de casa, atualmente muitos deles sao criados
dentro do lar (Guardabassi et al, 2004). O nimero de cdes e gatos tem aumentado
substancialmente na sociedade atual, com o numero estimado de 48 milhoes desses animais no

Brasil (ANFAL, 2008).
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Nos dias atuais, a atencdo com bem estar de animais domésticos tem aumentado,
resultando assim no aumento em gastos com cuidados veterindrios, prevencdo e terapia de
doencas infecciosas. Como consequéncia os antimicrobianos sdo frequentemente utilizados
nesses animais, particularmente em caes, incluindo antimicrobianos usados em tratamento de
infeccdes humanas (IFAH, 2003). Contudo, essa situacdo pode resultar em prescri¢cdes indevidas
de antimicrobianos, principalmente em casos de dificuldades em diagnésticos, aumentando assim
os riscos de infecgdes secunddrias e selecdo de antibidticos empiricos. Além disso, a identificacao
bacteriana e o teste de sensibilidade ndo sdo realizados com frequéncia, promovendo uso
inadequado de antibiético (Guardabassi et al., 2004).

As classes de antimicrobianos mais utilizados na clinica veterindria de animais de
pequeno porte incluem penicilinas, cefalosporinas, macrolideos, lincosamideos, dcido fusidico,
tetraciclinas, aminoglicosideos e fluoroquinolonas (Watson & Rosin, 2000). E as causas mais
comuns para o uso de antimicrobianos em cdes e gatos sdo dermatites, otites externas, infec¢des

respiratdrias e infec¢des no trato urindrio (ITU) [Mason & Kietzmann, 1999].

8. Bactérias de origem animal produtoras de -lactamase

O primeiro relato de ESBL em cepas de E. coli isoladas de animais foi descrito em 1988
no Japao. As B-lactamases SHV, TEM e OXA tém sido frequentemente descritas em E. coli e
Salmonella spp. isoladas de animais e de alimentos de origem animal na Espanha, Alemanha,
Estados Unidos e Inglaterra (Carattoli, 2008).

Dada a crescente ocorréncia de bactérias produtoras de B-lactamases em isolados de
animais, o reservatorio de resisténcia a antimicrobianos B-lactdmicos tem se estendido a bactérias

de origem animal (Li et al., 2007).
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Os animais também podem representar reservatorios de microbiota fecal resistente. Os
conhecimentos ainda sdo incompletos no que se refere a microbiota intestinal humana, mas ¢é
sabido que enddgenos da microbiota fecal de origem animal podem ser disseminados na cadeia
alimentar e, transitoriamente, colonizar o intestino humano. Bactérias resistentes da microbiota
intestinal (principalmente E. coli) podem ser agentes de infec¢do de trato urindrio subsequente

(Carattoli,2008).

9. Deteccao de ESBL em animais de companhia

Existem poucos relatos da ocorréncia de ESBL em animais de companhia. O primeiro
relato foi no Japdo, em 1988,em linhagem de E. coli isolada da microbiota de um cdo, que ja
havia sido tratado com antibidticos B-lactimicos. A bactéria apresentava muitas marcas de
resisténcia, incluindo as cefalosporinas de 3* geracdo. A enzima B-lactamase detectada foi a FEC-
1, uma variante da AmpC (Matsumoto et al., 1988).

Posteriormente, alguns estudos foram conduzidos a fim de verificar a ocorréncia de ESBL.
em animais de companhia. Na Espanha, Teshanger et al. (2000) fizeram o primeiro relato de
ocorréncia de ESBL em bactérias isoladas de animais de companhia, em E. coli isolada da urina
de um cd@o com infeccdo de urina recorrente, portadora do gene blaspv.12. Ainda na Europa,
Carattoli et al., (2004) e Costa et al., (2005), estudaram E. coli isoladas de caes e gatos doentes e
sauddveis, e também observaram a ocorréncia de ESBL em animais de companhia. E nestes
animais as enzimas mais comumente encontradas foram TEM, CTX-M e SHV (Costa et al,,
2004; Caratolli et al., 2005). E em estudo realizado no Chile, em apenas trés meses, foram
isoladas 14 amostras de E. coli de caes e gatos que apresentavam o fenétipo ESBL, identificando

as enzimas CTX-M e TEM como as mais prevalentes (Moreno et al., 2008).
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10. Integrons

Os integrons sdo definidos como elementos genéticos que, por meio de sistema de
recombinacdo sitio-especifico, reconhecem e capturam cassetes de genes méveis (Hall & Collis,
1995; Fluit & Schmitz, 2004; Mazel, 2006; Partridge et al., 2009). Os integrons sdo compostos
por trés elementos fundamentais: o gene int que codifica a enzima integrase que pertence a
familia das tirosinas-recombinases; o sitio de recombinacdo primadria (attl); e um promotor (P.)
que direciona a transcricdo dos genes capturados (Hall & Collis, 1995; Mazel, 2006). A
integracdo dos cassetes ocorre na regido downstream do promotor P, e do sitio artl, permitindo a
expressdo génica do cassete. Os cassetes t€ém normalmente um tUnico gene € uma pequena
sequéncia adicional denominada de 59 base element (59-be ou attC), que funciona como sitio de
recombinacdo especifica. Os genes carregados por esses elementos normalmente ndo possuem
um promotor, € uma vez integrados, passam a fazer parte do integron e os genes sao expressos
pelo promotor upstream (Fluit & Schmitz, 2004). O sitio a#tC é uma familia de sequéncias de
nucleotideos, com fun¢do de reconhecer os sitios das integrases (Recchia & Hall, 1995).

Os integrons podem ser divididos em dois grandes grupos: os integrons de resisténcia (RI)
e os super-integrons (SI). Os RI carregam, normalmente, cassetes que codificam genes de
resisténcia aos antibidticos ou desinfetantes. Eles podem estar localizados tanto em cromossomo
como em plasmidio, podendo ser denominados ainda de integrons méveis. Os grandes integrons
localizados no cromossomo, os quais contém cassetes de genes com fun¢des variadas, pertencem

ao grupo dos super-integrons (SI) ou entdo dos integrons-cromossomal (Fluit & Schmitz, 2004).

10.1. Integrons de resisténcia
Atualmente, sdo conhecidas cinco classes de integrons de resisténcia (1-5). Essas classes

tém sido definidas baseadas na sequéncia de aminodcidos que codificam a enzima integrase, que
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apresentam entre 40-58% de similaridade. Todas as cinco classes estdo ligadas fisicamente nos
elementos moéveis de DNA, como as sequéncias de inser¢do (ISs), transposons e plasmidios
conjugativos, os quais servem de veiculos para a transmissdo de material genético intra-espécies
e inter-espécies. Os integrons de classe 1 estdo associados com transposons funcionais e nao-
funcionais derivados do Tn402 (Brow et al., 1996), e podem ser incorporados em transposons
maiores, como o Tn2/. Os integrons de classe 2 sdo exclusivamente associados com derivados do
Tn7 (Radstron et al., 1994), e os de classe 3 sdo provavelmente localizados em transposons
inseridos em um plasmidio ainda ndo caracterizado (Collis et al., 2002; Correia et al., 2003). As
outras duas classes de integrons de resisténcia, os integrons de classe 4 e classe 5, foram
identificados pelo envolvimento na resisténcia do trimetoprim em espécies do género Vibrio

(Hochhut et al., 2001).

10.1.1. Integrons de classe 1

O integron de classe 1 pode ter sido gerado de aquisi¢do de intll e attl] de um transposon
da familia Tn5053 (Strokes et al., 2006; Gilling et al., 2008) que gerou a estrutura relatada de
Tn402 (também conhecida de Tn5090). A sequéncia especifica no inicio do primeiro cassete €
referida como 5’-conserved segment (5°-CS).

O tipo mais frequentemente identificado de integron de classe 1 contém a regido 5°-CS,
mas também inclui uma regido referida como 3’-CS. Por convencdo, o final da regido 3’-CS, em
particular em integrons de classe 1, € definida como limite de uma regido identificavel (Toleman
et al., 2006). De natureza conservada, a regido 5°-CS e parte da regido 3’-CS, imediatamente
junto a inserc¢do dos cassetes, permite a amplificagdo dessa “regido variavel” usando somente um

par de primers (White et al., 2000). Entdo, é nessa regido que ocorrem as integracdes de cassetes

42



génicos mediado pelo receptor attll. O integron designado In0O, ndo contém nenhum gene
inserido na regido 5’-CS e 3°-CS, tornando essas regioes adjacentes (Carattoli, 2001).

Os integrons de classe 1 estdo associados a uma série de cassetes de resisténcia, mas a
grande maioria contém o gene de resisténcia aadA, que codifica resisténcia a estreptomicina e
espectinomicina. Determinantes de resisténcia a trimetoprim e sulfametoxazol também sdo
detectados com frequéncia. Provavelmente devido a combinacdo dessas duas drogas ainda ser
muito utilizada no tratamento de doencas infecciosas (Fluit & Schmitz, 2004). O integron de
classe 1 também estd associado a resisténcia a antimicrobianos B-lactimicos, aminoglicosidios,
cloranfenicol, rifampicina, eritromicina, fosfomicina, lincomicina e anti-sépticos da familia dos
compostos de quaternario de amonio. Foram descritos mais de 80 cassetes de genes diferentes em
integrons de classe 1, considerando somente aqueles cassetes que diferem por mais de 5% na
sequéncia de nucleotideos (Mazel, 2006).

Até 1999, existiam poucos estudos descrevendo a epidemiologia do integron de classe 1.
Nesses estudos foi possivel verificar que essa variante estd disseminada por todo o mundo,
especialmente em bactérias da familia Enterobacteriaceae (Fluit & Schmitz, 1999). Essa drea de
pesquisa tem se ampliado nos dltimos anos e indimeros estudos tém sido realizados a fim de
verificar a distribui¢ao de integrons (Fluit & Schmitz, 2004).

A fonte de integrons em ambientes hospitalares estd muito bem estabelecida (Fluit &
Schmitz, 2004). Em estudo realizado por Leverstein-van Hall et al. (2002) foi demonstrado que a
comunidade é reservatério em potencial, visto que 20% dos voluntdrios eram portadores de
bactérias com integron de classe 1. O uso de antibiéticos na produgdo agricola, por muito tempo,
foi considerado um dos fatores significante na sele¢cdo de microrganismos resistentes, embora isto
tenha sido negado pelos representantes do agronegdcio. Muitos estudos identificaram a

ocorréncia de integrons de classe 1 em bactérias isoladas de bovinos, suinos, aves e peixes (Bass
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et al., 1999; Mazel et al., 2000; Sunde & Sorum, 2000; L’ Abee-Lund & Sorum, 2001; Sunde &
Sorum, 2001; Morabito et al., 2002; Sanchez et al., 2002). Além disso, essa classe de integrons ja
foi detectada em cdes e animais de jardins zooldgicos (Mazel et al., 2000; Sanchez et al., 2002).
Integrons de classe 1 também tem sido detectados em Pseudomonas spp. isoladas de alimentos
(Schnabel & Jones, 1999). Os integrons ndo estdo limitados a patégenos, bactérias com integrons
tém sido encontradas igualmente em amostras ambientais, bem como em amostras isoladas de

dgua de piscicultura, ambientes estuarinos e outras fontes ambientais (Rosser & Young, 1999;

Petersen et al., 2000; Schmidt et al., 2001; Gebreys & Altier, 2002).

10.1.2. Integrons de classe 2

Diferente do integron de classe 1, somente seis cassetes de resisténcia tém sido associados
aos integrons de classe 2 (Biskri & Mazel, 2003; Ramirez et al., 2005). Essa reducdo na
diversidade € provavelmente devido ao fato que o gene que codifica a integrase do integron de
classe 2 contém uma mutacdo nonsense no cédon 179, desse modo gerando uma proteina nao-
funcional. A maioria dos genes de intI2 descritos contem um stop codon interno, que torna a
IntI2 inativa, mas uma supressao desse stop codon ou a a¢ao de recombinacio in trans com outra
integrase, como a de classe 1 (Intll), tem se mostrado capaz de reconhecer e recombinar com o
sitio attll do integron de classe 2 (attl2), permitindo assim, a eventual aquisicdo de novos
cassetes (Hansson et al., 2002). O Tn7 possui uma regido com cassete cortado conhecido como
orfX ou ybeA e os primers ybeA e a regido conservada de intI2 do Tn7 tem sido utilizada para a
amplificacdo da “regido variavel” dos integrons de classe 2 (White et al., 2001).

A epidemiologia dos integrons de classe 2 € menos conhecida (Fluit & Schmitz, 2004).
Nesses integrons, sdo frequentemente detectados os cassetes de resisténcia aadAl, dfrAl e sat

(White et al., 2001). Essa classe tem sido detectada em isolados de Acinetobacter por todo o
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mundo e isso também tem ocorrido em Shigella sonnei (Ploy et al., 2000, Mclver et al., 2002).
Os integrons de classe 2 também tem sido detectados em enterobactérias isoladas de infec¢des de
trato urindrio (White er al., 2001), mas semelhante ao integron de classe 1, este ndo estd
associado somente a patdgenos, € igualmente detectado em isolados ambientais e de animais
(Goldsteins et al., 2001; White, et al., 2001; Cocchi et al., 2007; Lapierre et al., 2008; Machado

et al., 2008; Ozgumus et al., 2009).

10.1.3. Integron de classe 3

Os integrons de classe 3 foram associados aos transposons da familia Tn5053 mas com
orientacdo oposta comparado com int// de Tn402, com IRi somente no final do ultimo cassete. O
gene intl3 demonstra 60,9% de similaridade na sequéncia de aminodcidos com o gene de intll
(Arakawa et al.,1995; Collis et al., 2002).

Até hoje, apenas um integron de classe 3 foi descrito, contendo o gene blapp, que confere
resisténcia a antimicrobianos B-lactimicos de amplo-espectro, incluindo os carbapenens e parte
do gene aacA4, previamente identificado no cassete de integrons de classe 1 (Arakawa et

al.,1995).

11. Filogenia de E. coli

A colecdo de referéncia de E. coli (ECOR), é formada por 72 cepas de diversas origens
naturais, selecionadas dentre 2600 amostras, e é tida como representante da diversidade genética
da espécie. Em 1987, Selander e colaboradores, baseados na habilidade de fermentacdo em sete
aclcares, a mobilidade em 4gar, atividade da enzima ornitina-descarboxilase e quanto ao padrao
de migragdo eletroforética de 35 enzimas, determinaram seis grupos de E. coli, conhecidos como

A, B1, B2, C, D e E. Foi definido que o grupo A compreendia cepas isoladas, em sua grande
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maioria, de humanos; o grupo B1 formado por cepas de mamiferos ndo-primatas; cepas do grupo
B2 e D foram isoladas de humanos e outros primatas € no grupo C humanos e mamiferos
(Ochman & Selander, 1984).

Boyd & Harlt estudaram a distribuicdo filogenética de quatro determinantes de viruléncia
(hly, kps, pap e sfa). Foi verificado que os quatro determinantes de viruléncia limitaram-se
predominantemente em dois grupos B2 e D com poucas ocorréncias em A e B1, concluindo
assim que cepas patogénicas pertenceriam aos grupos B2 e D e cepas comensais e patégenos
oportunistas pertenciam aos grupos A e B1 (Boyd & Harlt, 1998).

Clemont ef al (2000) desenvolveram uma técnica para a determinacdo dos grupos
filogenéticos baseada na amplificacdo por PCR de trés sequéncias: 1) chuA, gene necessario para
o transporte do grupo heme da hemoglobina na E. coli enterohemorragica O157:H7; ii) yjaA, um
gene inicialmente identificado da E. coli K12 com fun¢do desconhecida e iii) fragmento anénimo
de DNA designado TspE4.C2. Com o resultado da amplificacio Clemont e colaboradores
estabeleceram uma arvore dicotdmica para o agrupamento filogenético A, B1, B2 e D (Clermont

et al., 2000).
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II. OBJETIVOS

1. Objetivo geral
Detectar a produc¢do da enzima B-lactamase de espectro-estendido (ESBL) em amostras de

Escherichia coli isoladas de caes.

2. Objetivos especificos

» Estabelecer o perfil fenotipico de sensibilidade microbiana frente as cefalosporinas de 3% e
4* geracdo, monobactam e outros antimicrobianos nao f-lactamicos;

» Detectar a produ¢do de ESBL no ensaio de aproximagao de discos;

» Identificar os genes de resisténcia a [-lactamases nas amostras que apresentarem
resisténcia aos antimicrobianos -lactamicos.

» Determinar a sequéncia dos genes das ESBL detectadas.

» Determinar os grupos filogenéticos das cepas resistentes aos antimicrobianos [3-
lactamicos.

» Verificar a ocorréncia e a variedade de integrons nas amostras isoladas de caes.
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III. MATERIAL E METODOS

1. Amostras bacterianas

Inicialmente foram estudadas 158 cepas de E. coli isoladas de cdes, das quais 51 de ITU
(infecc@o do trato urindrio), 52 de piometra e 55 de fezes de cades sadios. As amostras foram
cedidas pelo Prof. Dr. Mércio Garcia Ribeiro da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
UNESP — Botucatu. Os perfis de sensibilidade frente aos antimicrobianos indicados para o
tratamento dessas infeccdes e/ou disponiveis comercialmente para 0 uso na rotina veterindria
foram previamente estabelecidos por Siqueira (2006). As drogas utilizadas foram: ampicilina
(10pg), cefalexina (30ug), ceftiofur (30ug), ciprofloxacina (5ug), enrofloxacina (Sug),
florfenicol (30ug), gentamicina (10ug), norfloxacina (10ug) e sulfametoxazol com trimetoprim
(25ug). Do total de 158 amostras, foram selecionadas 67 que apresentavam resisténcia a pelo
menos um dos antibidticos B-lactimicos (ampicilina, cefalexina, ceftiofur), resultando no estudo

de 41 cepas isoladas de caes com ITU, 20 com piometra e seis de fezes caes sadios.

2. Teste de sensibilidade microbiana (antibiograma)

As 67 amostras foram submetidas ao teste de sensibilidade microbiana pelo método de
difusdo de discos em dgar Muller Hinton (Difco) com 5 mm de espessura inoculada com uma
suspensdo bacteriana ajustada com o padrdao 0,5 da escala MacFarland. Os antimicrobianos
utilizados foram: 4cido nalidixico (30 pg), amikacina (30 pg), cloranfenicol (30 pg),
estreptomicina (10 pg), kanamicina (30 pg), tetraciclina (30 pg), amoxicilina/dcido clavulanico
(30 pg), aztreonam (30 pg), ceftriaxona (30 pg), cefotaxima (30 pg), cefepima (30 pg) e
ceftazidima (30 pg) (Laborclin). A leitura dos antibiogramas foi realizada segundo o “National

Commitee for Clinical Laboratory Standards” — NCCLS (NCCLS, 2003) e interpretadas de
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acordo com o “Clinical and Laboratory Standads Institutes” — CLSI (CLSI, 2006). Como cepa

controle para o teste de difusdo de disco foi utilizada a Escherichia coli ATCC®25922.

3. Deteccao fenotipica de ESBL — Método da aproximacao de disco

A deteccdo da producdo de ESBL pelas amostras foi realizada pelo método de
aproximacao de disco, utilizando o método descrito acima. Os discos com carga padronizada de
aztreonam (30 pg) e cefalosporinas de 3% geracdo: ceftriaxona (30 pg), cefotaxima (30 pg) e
ceftazidima (30 pg), foram dispostos a uma distancia de 20mm de discos de amoxicilina/acido
clavulanico (30 pg) (Laborclin) (NCCLS, 2003). Para controlar a precisdo do teste de
aproximacdo de disco foi utilizada a cepa de Escherichia coli ATCC® 51446 que apresenta o

fenétipo ESBL.

4. Deteccao dos genes de B-lactamases
4.1. Extracao de DNA bacteriano

As amostras foram semeadas em Tryptic Soy Agar (TSA) (Oxoid) e incubadas em estufa
a 37°C por 24 horas para obten¢do de crescimento confluente. Em seguida, um raspado de cada
uma das amostras foi suspendido em 100 uL. de dgua ultra pura estéril. A suspensdo bacteriana
obtida foi fervida por 10 minutos em banho-maria e centrifugada a 12000 rpm por 3 minutos. Os

sobrenadantes destes materiais foram utilizados para a reagao de PCR.

4.2. Reacio em Cadeia da Polimerase — PCR

Para um volume final de 30 pL de reagcdo foram utilizados 3 puL do tampdo 10X

concentrado, 2,4 pL da solugdo de MgCl, (25 mM), 0,24 uL de uma mistura dos
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deoxirribonucleotideos (0,2 mM), 1 uL de cada um dos primers (30 ng), 0,3 uL de Tag-

polimerase (1,5 U) e dgua ultra pura esterilizada q.s.p para um volume de 25ul (Tabela 2).

Tabela 2. Protocolo padréo para a PCR.

Reagentes Volume (uL) Concentracio final

Agua deionizada estéril (q.s.p.) 25 -

10X "PCR Buffer" (Fermentas) 3 1X

25mM "dNTP mixture" (Fermentas) 0,24 0,2mM cada
Iniciador 1 1 -
Iniciador 2 1 -
25mM de MgCl, (Fermentas) 2.4 2,0mM

DNA extraido 5 -

"Tag-DNA polimerase” (1,5) (Fermentas) 0,3 1,50
TOTAL 30 -

A cada tubo contendo 25puL do mix foram adicionados SpuL do DNA previamente
extraido. Os tubos foram colocados nos termocicladores GeneAmp PCR System 9700 (Perkin-
Elmer Applied Biosystems/EUA) previamente programados para executar os ciclos de acordo
com a temperatura adequada para cada um dos pares de primers utilizados (Tabela 3).

Na reacdo de PCR, foram utilizados primers especificos para determinar os grupos de f-
lactamases. A sequéncia dos primers, temperatura de anelamento e peso molecular estdo
descritos na Tabela 3. Foram utilizadas como amostras padroes as cepas FSP232/05 (GES, TEM
e SHV), E. coli J53-16.06 (CTX-M) e Pseudomonas aeruginosa (OXA-10).

Para a reacdo de PCR com os genes ampC e cmy nao tinhamos amostras controles. Entio
ao padronizar as reacdes foram utilizados pools com amostras resistentes a f-lactdmicos, uma vez
que amostras com esse fendtipo possivelmente tem alguma enzima B-lactamase, dentre elas a
AmpC ou cmy. Os pools que apresentaram produtos de PCR de peso molecular igual ao descrito

na literatura foram abertos e a amostra selecionada como padrao para as reagdes futuras. Para a
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confirmacdo da banda na altura esperada, foi utilizado o programa GEL COMPAR 1I versdo 4.5

(Applied Maths,/Bélgica).

Tabela 3. Primers para a determinacdo dos grupos -lactamases.

Gene Sequéncias (5' - 3') ™c (/le))I;;dlltO Referéncia
blam, TCGGGGAAATGTCGCG 607972
TGCTTAATCAGTGAGGCACC
blag TTATCTCCCTGTTTAGCCACC 617795 Cao et al.,
GATTTGCTGATTTCGCTCGG 2002
bldoxsro TTAGGCCTCGCCGAAGCG 55 /988
CTTTGTTTTAGCCACCAATGATG
blacrs s, ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC 55 /503 Boyd et al.,
TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG 2004
bl ATGCGCTTCATTCACGCAC 601755 Poirel et al.,
CTATTTGTCCGTGCTCAGG 2000
CCCCGCTTATAGAGCAACAA Féria et al.,
ampC TCAATGGTCGACTTCACACC 607634 2002
ey GATTCCTTGGACTCTTCAG 56/ 1800 Stapleton et al.,
TAAAACCAGGTTCCCAGATAGC 1999

* pb = pares de base

4.3. Eletroforese em Gel de Agarose

Para a visualizagdo dos resultados, 10ul do produto da PCR foram aplicados em gel de

agarose 1,5% (Promega/EUA) em TAE (Tampao Tris 2 M, Acido acético 0,04 M, EDTA 0,01 M

pH 8,0), acrescido 10% de tampdao de amostra (0,25% de azul de bromofenol; 0,25% de

xilenocianol; 25% de ficol). Foi aplicado 100 V (4 V/cm) por 50 minutos. O padrdo de peso

molecular de 1 kb (Fermentas/EUA) foi utilizado para confirmar o tamanho do amplicon. A

visualizac¢do das bandas foi feita mediante incubagdo do gel em solugdo de brometo de etidio (1,5

pg/mL) por 10 minutos e visualizada em transiluminador de luz UV (GE Healthcare). Para

registro, os géis foram fotografados através do sistema ImageMaster VDS (GE Healthcare) e as

imagens foram arquivadas em formato Tiff.
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5. Filogenia

A classificacao filogenética das amostras foi realizada utilizando o esquema proposto por
Clermont et al., (2002) em PCR-Multiplex. Foi usado um par de primers para cada gene (chuA e
yjaA) ou fragmento de DNA and6nimo (TspE4.C2) (Tabela 4). O esquema proposto permitiu a

classificacdo das cepas nos grupos filogenéticos A, B1, B2 e D.

Tabela 4. Primers para a determinacdo dos grupos filogenéticos.

Gene Sequéncias (5' - 3') T°C /( lI)’ll)';)duto Referéncia
GACGAACCAACGGTCAGGAT
chuA TGCCGCCAGTACCAAAGACA 60/279
iy TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 0211 Clermont et al.
a ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 2000
GAGTAATGTCGGGGCATTCA
TspE4.C2
SpE4.C CGCGCCAACAAAGTATTACG 60/152

Como padrdes positivos para o gene chuA foram utilizadas as cepas J96 e/ou O157:H7;
para yjaA foram utilizadas as cepas DH5a, K-12 e/ou C600 e para TsPE4.C2 somente a cepa

2348/69.

6. Ocorréncia e diversidade de integrons

As 67 amostras que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos [-lactamicos e as 91
amostras restantes da colecdo isoladas de cdes foram selecionadas para verificar a ocorréncia e
diversidade de integrons. Foram utilizados os primers especificos de acordo com a Tabela 5 para
amplificacdo do gene da integrase de classe 1, 2 e 3 (intll, intl2 e intl3), e para a amplificacdo da
regido varidvel do integron de classe 1 e classe 2, contendo os cassetes de genes, foram utilizados

os primers 5-CS e 3-CS e o attl2-F e orfX-R, respectivamente.
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Tabela S. Primers para a determinagio dos integrons.

A v T°C/ A .
Gene Sequéncias (5' - 3") Produto (pb) Referéncia
ntl] GGGTACAAGGATCTGGATTTCG 62/ 483 Mazel et al.,
" ACATGGGTGTAAATCATCGTC 2000
GGCATCCAAGCAGCAAG Lévesque et al.
5'-CS /3'-CS 60/ V* ’
AAGCAGACTTGGACCTGA 1995
. CACGGATATGCGACAAAAAGGT Mazel et al.
intl2 62 /788 ’
CGTAGCAAACGAGTGACGAAATG 2000
attll / orfX GACGCATGCACGATTTGTA 60/ V* Machado et al.,
GATGCCATCGCAAGTACGAG 2005
intl3 AGTGGGTTTTTCTTGTTATCG 62 / 287 Goldstein et al.,
TGAGCCCCATACCTACAAAGC 2001

* V = amplicon com produto varidvel.

N3ao foram utilizadas amostras padrdes para os genes intll, intl2 e intl3 uma vez que nao
conseguimos controles para realizacdo deste teste. Entdo ao padronizar as reagdes, foram
utilizados pools de amostras resistentes a aminoglicosidios, tetraciclina, cloranfenicol e
sulfazotrim, visto que esses fenotipos geralmente estdo associados a integrons. Os pools que
apresentaram produtos de PCR de peso molecular igual ao descrito na literatura foram abertos e a
amostra selecionada como padrdo para as reacdes futuras. Para a confirmag¢do da banda na altura

esperada, foi utilizado o programa GEL COMPAR 1I versdo 4.5 (Applied Maths/Bélgica).

7. Sequenciamento pela técnica de “cromossomo walking ou primer walking”
7.1. Extracao de DNA genomico

As amostras 57, 16C e 31C foram cultivadas em 2mL de caldo LB a 37°C por 24 horas.
A extracdo do DNA das amostras foi realizada de acordo com o Kit “Wizard® Genomic DNA
Purification System” (Promega/EUA). O DNA bacteriano foi armazenado a 4°C em agua MilliQ
estéril. Para quantificar o material, foi utilizado o Espectrofotometro Genequant II (GE

Healthcare) em comprimento de onda de 260-280nm.
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Para verificar a integridade do DNA gendmico nas amostras estudadas, este material foi
aplicado em um gel de agarose 0,7%. A visualizacdo da banda foi feita mediante incubacdo em
solucdo de brometo de etidio (1,5 pg/mL) por 10 minutos e visualizada em transiluminador de luz

UV (GE Healthcare).

7.2. Sequenciamento do gene blacrx.m
7.2.1. Amplificacio do gene blacrx.m

O sequenciamento do gene blactx-m foi realizado em colaboracdo com a Prof*. Dr*. Ana
Lucia da Costa Darini no Laboratério Especial de Bacteriologia e Epidemiologia Molecular
(LABEM) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP.

Previamente foi realizada a PCR com primers especificos para CTX-M grupo 2 (Figura 1)
conforme descrito na Tabela 6. O protocolo da PCR foi realizado de acordo com o item 4.2,
entretanto a Tag-polimerase utilizada foi a High Fidelity (Fermentas) e o DNA utilizado foi
extraido de acordo com o item 9.1.

Foram utilizados trés pares de primers para o sequenciamento, uma vez que utilizando
somente o M2 (F) e o M2 (R) ndo foram obtidos o start codon e o stop codon. Entao, foram

utilizados os pares P12 (F) e P12 (R) e o par P15 (F) e P19 (R).

—
P12(F) P16(R) PI15(F) P19 (R)

M2F

Figura 1. Esquema de amplifica¢do do gene blacrx.m para o sequenciamento.
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Tabela 6. Primers utilizados no sequenciamento de gene blacrx.m-

Gene Primers Sequéncia (5°-3°) P;["(:gu/to Referéncia
CTX-M-2f| ATGATGACTCAGAGCATTCG | _ Saladin ef al.,
CTX-M-2r | TGGGTTACGATTTTCGCCGC 2002

blacr P12 ACCTTACTGGTACTGCACAT | Climaco et al,

grupo 2 P16 CCAAATCGAACCTTATTAGAGC comunicagdo pessoal
P15 CACAGTTGGTGACGTGGCTTAA | Climaco et al,
P19 CCTCCATGATACCGAGTGAGAA comunicagdo pessoal

7.2.2. Reacao de sequenciamento do gene blacrx.m

Os produtos da PCR foram primeiramente purificados pela enzima ExoSAP-IT (Promega)
e utilizados na reacdo de sequenciamento.

Para cada reagdo, foram utilizados 5 pL do produto da PCR purificado (200-250ng) e 1uL
do primer (forward ou reverse) na mesma concentracdo utilizada na PCR. Além disso, foram
adicionados 4 pL do pré-mix do kit DYEnamic™ ET Dye Terminator (GE Healthcare) para um
volume total de 10 pL de reagcdo de sequenciamento. O programa da reacdo de sequenciamento
foi 30 ciclos: 95°C/20°, 50°C/15°°, 60°C/1°. Apos o término, o material foi precipitado conforme

indicacdes do fabricante e colocado no MegaBace 1000 (GE Healthcare) em sistema capilar.

7.3. Sequenciamento do gene blatgm
7.3.1. Amplificaciao do gene blaypy

O sequenciamento do gene blatgm foi realizado no laboratério GenDiesel — Centro de
Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) — UNICAMP, sob supervisdo do
pesquisador Dr. Marcio José da Silva.

Previamente foi realizada a PCR com primers especificos para blatpm (Figura 2)

conforme descrito na Tabela 7. O protocolo da PCR foi realizado de acordo com o item 4.2,
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entretanto a Tag-polimerase utilizada foi a High Fidelity (Fermentas) e o DNA utilizado foi

extraido de acordo com o item 9.1.

_PF2 PR2

blaTEM (F) HIaTEM (R)
_’ 1—

Figura 2. Esquema da amplificacdo do gene blatgy para o sequenciamento.

Tabela 7. Primers utilizados no sequenciamento de gene blargy;.

Gene Sequéncias (5' - 3') e /([I))ll).;) duto Referéncia
TCGGGGAAATGTCGCG Cao et al.,
blamy TGCTTAATCAGTGAGGCACC 607972 2000
PF2 TACTTACTCTAGCTTCCCGG
60/222 Neste trabalho
PR2 CAGTGAGGCACCTATCTCG

7.3.2. Reacao de sequenciamento do gene blarpy

Os produtos da PCR foram primeiramente purificados pela enzima ExoSAP-IT (Promega)
e utilizados na reacdo de sequenciamento.

Para cada reacdo, foram utilizados 1 pL. do produto da PCR purificado (40-50 ng) e 1 puL
do primer (forward ou reverse) na mesma concentracdo utilizada da PCR. Além disso, foram
adicionados 4 pl. do tampao SM (Tris-HCI 1 M pH 9,0; MgCl, 1 M), 1 pL. do pré-mix BigDye
Terminator v3.1 Cycle sequencing Kit 4336919 (Applied Biosystems — USA) para um volume
final de 20 pL de reagdo de sequenciamento. O programa da reacdo de sequenciamento foi de um
ciclo 96°C/1°30”” e 25 ciclos de 96°C/12°°, 50°C/6>°, 60°C/4’. Apds o término, o material foi
purificado conforme indicacdes do fabricante e colocado no ABI PRISM 3700 DNA Analyzer —

Applied Biosystems — HITACHI.
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7.4. Montagem dos contigs e analise das sequéncias de nucleotideos

A montagem dos contigs foi realizada pelo doutorando Gustavo Lacerda do laboratorio
GenDiesel. O programa utilizado foi o Phred (Ewing et al., 2009), Cap3 (Baudet & Dias, 2005).
As sequéncias génicas obtidas na reacdo de sequenciamento foram comparadas aos diferentes
genes de blatpm € blactx-m disponiveis no banco de dados do “National Center for Biotecnology

Information” (NCBI), através do programa BLAST.
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IV.RESULTADOS

1. Perfil de resisténcia bacteriana

O perfil de resisténcia das amostras estudadas foi determinado através do antibiograma,
realizado pelo método de difusdo de disco. As amostras que apresentaram perfil intermedidrio
foram classificadas como resistentes (Machado et al., 2005; Machado et al., 2008).

O maior percentual de resisténcia foi observado para ampicilina e tetraciclina, com 55
amostras (82%) resistentes frente a cada uma dessas drogas, seguido da cefalexina e
sulfametoxazol-trimetoprim, com 42 amostras (62,7%) resistentes a cada uma das drogas e
ceftiofur com 36 amostras (53,6%). As amostras do grupo estudado também apresentaram alto
indice de resisténcia as drogas enrofloxacina, florfenicol e ciprofloxacina, com 24 (35,8%), 23
(34,3%) e 21 amostras (32,3%), respectivamente. Com menores percentuais de resisténcia,
seguem as drogas norfofloxacina e 4cido nalidixico com 20 amostras (29,8%) resistentes,
estreptomicina com 18 amostras (26,8%), gentamicina com 17 amostras (25,4%), cloranfenicol
com 16 amostras (23,9%), kanamicina com sete amostras (10,4%) e amikacina com cinco
amostras (7,5%) [Tabela 8]. A tabela completa estd disponivel no Anexo 1.

O perfil de resisténcia se mostrou diferente frente aos antimicrobianos f-lactamicos de 3*
e 4° geracdo e ao monobactam. Dentre as 67 amostras estudadas, somente cinco (7,5%)
apresentaram resisténcia a pelo menos uma dessas drogas. Sendo que quatro amostras (6%)
apresentaram resisténcia a cefotaxima e ceftazidima, duas (3%) ao aztreonam e ceftriaxona e uma
amostra (1,5%) a droga cefepima. O percentual de amostras resistentes ao antimicrobiano +
inibidor também foi baixo, somente trés amostras (4,5%) apresentaram resisténcia a amoxicilina-

acido clavulanico (Tabela 8).
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Tabela 8. Andlise quantitativa do perfil de resisténcia das amostras de E. coli isoladas de caes.

“s Antibiéticos

<§ nao - B-lactamicos B-lactamicos

' AMG ¢ QNL* FI¢| F" [T®/P" 1 30 £ M™ A"
S

]

<=

- = Z Z ¢|lHd o ¥ K| X2 OlEl&IXlm N O X|a| =9
= = M < = [ = =

£ <03 S 50 & 2| 5|8 2|E ;: 5103 8|S & %
A

R 5 17 7 18|20 21 24 20| 42 |16 23 |55|55(42(36 4 3 4|1 2 3
S 62 50 60 49 (47 46 43 47 | 25 |51 4412|1225 |31 63 64 63|64 | 65 | 64

® S - Sensivel; R - Resistente

‘AMG - Aminoglicosidios; AMI - Amikacina; GEN - Gentamicina; KAN - Kanamicina; STR -

Estreptomicina

d QNL - Quinolonas; NAL - Acido Nalidixico; CIP - Ciprofloxacino; ENR - Enrofloxacino; NOR -

Norfloxacino

°FI - Folato + Inibidor; SXT - Sulfametoxazol + Trimetoprim
'F - Fenicol; CHL - Cloranfenicol; FLO - Florfenicol

¢ T - Tetraciclina; TET - Tetraciclina

"P - Penicilina; AMP - Ampicilina

C1* - Cefalosporina de 1* Gerago; CFX - Cefalexina

13 - Cefalosporinas de 3* Geragido; CFT - Ceftiofur; CAZ - Ceftazidima; CRO - Ceftriaxona; CTX -

Cefotaxima
'C4* - Cefalosporina de 4* Geragio; CFP - Cefepima
"M - Monobactam; ATM - Aztreonam

" A - B-lactdmico + inibidor; AMC - Amoxicilina + Acido Clavulanico

Dentre as amostras que apresentaram resisténcia as drogas tetraciclina e ampicilina, 17

eram de piometra, 34 de infeccdo do trato urindrio e quatro de animais sadios e 15 de piometra,

34 de infeccdo do trato urindrio e seis de animais sadios, respectivamente. E dentre as amostras

que apresentaram resisténcia a cefalexina e sulfametoxazol-trimetoprim, 13 eram de piometra, 34

de infec¢do do trato urindrio e quatro de animais sadios e 13 de piometra, 24 de infeccdo de trato

urindrio e cinco de animais sadios, respectivamente. Entre os antibidticos que apresentaram

menor nimero de amostras resistentes, estas eram de infec¢do do trato urindrio e de animais

sadios (Tabela 9). Foi possivel observar que as amostras isoladas de infeccao do trato urindrio

apresentaram maior indice de resisténcia.
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Tabela 9. Andlise do perfil de resisténcia dos grupos das amostras de E.coli isoladas de caes.

Antibiéticos*
2 o nao - B-lactimicos B-lactamicos
&
é’.‘ s AMG QNL FI F T|P |1 3 4 M| A
S
£ E
R
c s Z oz “ld o ¥ X2 OlE|&IX|lE N O X228
53 < = Sa) | &3
Ewggzoﬁgcﬁatﬁaiooﬁ%@uzi
PO 2 5 1 4|3 2 3 1 (13|22 2|17(15|13{10 0 O O|O0|[O|O
ITU 3 10 5 11]15 16 18 16 |24 |13 21 (34|34(25(21 3 2 20|23
FN 0 2 1 3|2 3 3 3|5|1 0]4]6|4]5 0 2 1101]0

* Antibidticos — ver legenda da Tabela 8.

2. Deteccao de ESBL

A producio de ESBL foi considerada positiva quando se observou uma ampliagdo no halo
de inibicdo com as cefalosporinas ou aztreonam e/ou o aparecimento de uma terceira zona
irregular de inbicao (ghost zone) entre o disco composto (amoxicilina/dc. clavulanico) e o disco
de uma das drogas B-lactamicas (Figura 3). No presente estudo foi verificado que duas amostras
(3%) apresentaram o fendtipo ESBL, sendo duas isoladas de cdes. As amostras ESBL+

apresentaram multirresisténcia, o perfil de cada uma delas esta descrito na Tabela 9.

Figura 3. Efeito esperado das amostras ESBL+, as setas indicam a deformag@o no halo
ocorrido pelo efeito do 4cido clavulanico. A. Amostra 16C. B. Amostra 31C.
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Tabela 10. Perfil de resisténcia das amostras de E. coli que apresentaram fenétipo ESBL+.

Cepas’ Perfil de resisténcia®
16C AMP CFX CFT CIP ENR GEN NOR STX TET STR CRO CTX CFP
31C AMP CFX CFT CIP ENR NOR STX TET NAL CRO CTX

“isoladas de fezes de animal sadio.
® Antibiéticos — ver legenda da Tabela 8.
3. Detecciio dos genes de resisténcia de p-lactamase
Na andlise genotipica realizada pela PCR, observamos que os genes blatgm € ampC foram
os mais prevalentes, com 66 amostras (98,5%) e 64 amostras (95,5%), respectivamente. O gene
blactx-m foi detectado em 24 amostras (35,8%), o blasyy em quatro amostras (6%) e o cmy em
duas amostras (2,9%). Nas amostras que apresentaram o fenétipo ESBL, os genes blaggs.; €
blaoxa-10 ndo foram detectados, uma vez que essas variantes t€m como caracteristicas o fen6tipo
ESBL.
Vale destacar que 65 amostras (97%) apresentam mais de um gene de P-lactamase, sendo
que os gendtipos mais frequentes foram o blatgm + ampC em 36 amostras (53,7%) e o blatem +
blactx-m + ampC em 22 amostras (29,8%). Os gendtipos blatgm + blasyy + blactxm + ampC,
blatem + ampC + cmy, e blatgm + blaspy foram presentes somente em duas amostras (2,9%) cada.
Os genes blategm € ampC nado associados a nenhum outro gene de B-lactamase foram detectados

em somente uma amostra (1,5%) cada (Figura 4).

ETEM+ AmpC
ETEM+ CTX-M+ AmpC
TEM+ AmpC + Cmy
ETEM+ SHV + CTX-M+ AmpC
mTEM+ SVH
mAmpC

mTEM

Figura 4. Ocorréncia dos genes de f-lactamases. 64



4. Classificacao filogenética

Utilizando esquema proposto por Clermont er al, (2002) foi possivel classificar as
amostras estudas em trés dos quatro grupos existentes. Das 67 amostras estudadas, 40 (59,7%)
foram alocadas no grupo B2, 17 (25,4%) no grupo Bl e dez (14,9%) no grupo A. Nenhuma

amostra foi classificada no grupo filogenético D.

5. Ocorréncia, diversidade e analise de integrons

Inicialmente foi realizada a busca de integrons nas 67 amostras de E. coli isoladas de caes
que apresentavam resisténcia aos PB-lactimicos. O gene da integrase (inf) foi detectado em 18
amostras (26,9%), das quais 12 (66,6%) pertenciam ao grupo de integrons de classe 1 (intl) e seis
(33,3%) do grupo de integrons de classe 2 (int2).

Posteriormente, foi realizada a busca nas 91 amostras da colecdo que ndo apresentavam
marcas de resisténcia a drogas B-lactamicas. Deste grupo de 91 amostras, somente trés (3,3%)
apresentaram integrons, sendo que as trés pertenciam ao grupo de integrons de classe 1.

Portanto, no conjunto de 158 amostras, com e sem marcas de resisténcia a drogas -
lactamicas, 21 (13,3%) amostras apresentaram o gene de integrase (intl), sendo que 15 (71,4%)
pertenciam ao grupo de integrons de classe 1 e seis (28,6%) ao grupo de integron de classe 2.

Foi observado que no grupo das 21 amostras que apresentaram integrons, todas eram
resistentes ao sulfametoxazol-trimetoprim e 19 (90,5%) eram resistentes a tetraciclina. Um
nimero elevado de amostras também apresentou resisténcia a ampicilina, com 16 amostras
(76,2%) resistentes. Dentre as duas amostras que apresentaram o fenétipo ESBL, uma apresentou

integron de classe 1.
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Das 21 amostras que apresentaram integrons, nove pertenciam ao grupo filogenético B2,
nove pertenciam ao grupo Bl e trés ao grupo A. Foi observado que os integrons foram mais
frequentes em amostras dos grupos filogenéticos ndo patogénicos (A e B1).

O perfil de resisténcia das amostras que apresentaram integrons esta descrito no Quadro 1.

Na andlise da amplificacdo da regido varidvel do integron de classe 1 (5-CS/3-CS) foi
observado que os produtos variaram de 696pb a 1818pb. Em duas amostras ndo ocorreu a
amplificacdo dessa regido, por outro lado, em uma amostra ocorreu a amplificacdo de duas
bandas, uma de 1055pb e a outra de 1500pb.

Analisando a regido varidvel das seis amostras que apresentaram integron de classe 2,
observamos que trés amostras amplificaram bandas com 2200pb, uma amostra amplificou uma

banda com 2258pb, uma com banda de 2173pb e uma com banda de 1953pb.
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Quadro 1. Perfil de resisténcia das amostras com integron de classe 1 e classe 2.
Amostras | AMP | CFX | CFT | CIP | ENR | FLO | GEN [ NOR | STX | AMI | CHL | KAN | TET | NAL | STR | ATM | CAZ | CRO | CTX | CFP | AMC

3
|
||
s s s o
||
|

17
51
55
57
61
66
67
71
85
87
95
16C
23C
1
7
48
56 |
78
48C |
AMP = Ampicilina, CFX = Cefalexina, CFT = Ceftiofur, CIP = Ciprofloxacino, ENR = Enrofloxacino, FLO = Florfenicol, GEN = Gentamicina, NQR =
Norfofloxacino, STX = Sulfametoxazol+Trimetoprim, AMI = Amicacina, CHL = Cloranfenicol, KAN = Kanamicina, TET = Tetraciclina, NAL = Acido
Nalidixico, STR = Estreptomicina, ATM = Aztreonam, CAZ = Ceftazidima, CRO = Ceftriaxona, CTX = Cefotaxima, CFP = Cefepima, AMC =
Amoxicilina + Acido Clavulanico.

11 |
]

Classe 1

Classe 2
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6. Sequenciamento

Para a montagem dos contigs foi utilizado o programa Phred (Ewing et al., 2009).
Posteriormente foi utilizado o Baudet (Baudet & Dias, 2005) para limpar a sequéncia e descartar
as regides de baixa qualidade de cada read. E, por ultimo, foi utilizado o programa CAP3 (Huang
& Madan,1999) com parametros padrdo para montar os reads de cada amostra. Os principais
parametros foram: overlap, -0, (40bp de overlap) e identidade, -p, (80% de identidade). Ou seja,
duas sequéncias sdo agrupadas em um contig somente se elas compartilham ao menos uma regiao
de 40bp 80% idénticas. A montagem dos contigs foi realizada por Gustavo Lacerda, do
Laboratério de GenDiesel — DGE — UNICAMP.

As sequéncias génicas obtidas na reacdo de sequenciamento foram comparadas aos
diferentes genes de blargm € blacrxm armazenados no banco de dados do NCBI utilizando o
sistema BLAST. O programa ClustalW foi utilizado para alinhamento das sequéncias. O software
BLASTx ¢ uma ferramenta adequada para identificar proteinas homdlogas em uma regidao
codante de nucleotideos, além de combinar todos os seis frames de leitura. A sequéncia completa
dos genes blatgm € blactx-m das amostras de E. coli que apresentaram o fendtipo ESBL estdo

descritos abaixo.

6.1. Sequenciamento do gene blatgm

Para a leitura da reacdo de sequenciamento do gene blatgy das amostras 16C, 31C e 57
foi utilizado o sequenciador ABI do Laboratério GenDiesel — Centro de Biologia Molecular e

Engenharia Genética (CBMEG) — UNICAMP, sob supervisao do Dr. Mércio José da Silva.
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6.1.1. Amostra 16C
O sequenciamento do gene blargy da amostra 16C resultou em uma sequéncia de 1086pb.

Em negrito estdo destacados o start codon e o stop codon.

TTTCTAATACTTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCA
ATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCC
CTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTA
AAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAAC
AGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACT
TTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAA
CTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACA
GAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAAC
CATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGG
AGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGG
AACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCA
GCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCC
CGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCG
CTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGG
GTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGT
TATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTG
AGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGAGCAAGAGTAGTCCTATA
TACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCT
TTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGCAG
AAGT

Através da ferramenta Blastn, foi observado que a sequéncia de nucleotidica da amostra
16C apresentava 100% de similaridade com o gene blargy.;. Entdo, foram escolhidas trés
sequéncias desse gene ja depositadas no GeneBank com nimeros de acesso: FJ405203.1,
FJ405208.1, FJ405193.1, para serem analisadas com a amostra 16C pelo programa ClustalW. No
Anexo 2 estd disponivel o alinhamento da amostra através do programa ClustalW.

Comparando a sequéncia FJ405208.1 com a amostra 16C é possivel observar uma
alteracdo de nucleotideo na posi¢do 21. Entretanto com as outras sequéncias, ndo ocorre essa

alteracdo. Analisando a sequéncia nucleotidica, todas as sequéncias selecionadas apresentam uma

timina na posi¢do 395 e na amostra 16C apresenta uma guanina. Embora tenha ocorrido essa
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alteracdo, nao houve alteracdo na sequéncia de proteina, uma vez que ocorreu um polimorfismo
sindnimo.
A sequéncia analisada no Blastx, também mostra 100% de similaridade com a enzima

TEM-1

6.1.2. Amostra 57 — blatem
O sequenciamento do gene blargy da amostra 57 resultou em uma sequéncia de 1090pb.
Em negrito estdo destacados o start codon e o stop codon.

CGATTGTTATTTTCTAATACTTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGGT
AAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTTCGTGTCG
CCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTG
GTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACT
GGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAAT
GATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGG
CAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCA
CCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGC
TGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCTGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGG
ACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGA
TCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGA
TGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTC
TAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCA
CTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTG
AGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTA
TCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAG
ATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGGACAAGTTTAC
TCCTATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGA
AGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTG
AGCGC

Utilizando a ferramenta Blastn, foi observado que a sequéncia nucleotidica da amostra 57
apresentava 100% de similaridade com o gene blargm.;. Entdo, foram escolhidas trés sequéncias
desse gene ja depositadas no GeneBank com numeros de acesso: FJ405203.1, FJ405208.1,

FJ405193.1, para serem analisadas com a amostra 57 através do programa ClustalW. No Anexo 3

estd disponivel o alinhamento da amostra através do programa ClustalW.
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Nessa sequéncia também ocorreu uma alteracdo de nucleotideo na posicdo 18. Nas
sequéncias selecionadas hd uma citosina, enquanto na amostra estudada hd uma timina. Embora
tenha ocorrido essa alteracdo, nao houve a mudanca de aminodcido e consequentemente nem
alteracdo na proteina.

Utilizando o Blastx para andlise da proteina, a sequéncia mostra 100% de similaridade
com a enzima TEM-1.

A amostra 57, no inicio dos testes fenotipicos, foi observada que esta apresentava
resisténcia as cefalosporinas de 3* geracdo. Entretanto, ela ndo apresentava o fenétipo ESBL.
Entdo, com o objetivo de analisar uma possivel mutagdo no gene blarpm esta amostra foi

sequenciada.

6.1.3. Amostra 31C - blatem
O sequenciamento do gene blargy da amostra 31C resultou em uma sequéncia de

1188pb. Em negrito estdo destacados o start codon e o stop codon.

TATTTTCTAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGC
TTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTA
TTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAA
GTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTC
AACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGC
ACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAG
CAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTC
ACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCAT
AACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGA
AGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTT
GGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCT
GCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCT
TCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTG
CGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGT
GGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTA
GTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGC
TGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATA
TATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATC
CTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGT
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CAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAAT
CTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGGGGTTTTG

Utilizando a ferramenta Blastn, foi observado que a sequéncia de nucleotidica da amostra
31C apresentava 100% de similaridade com o gene blargy.;. Entdo, foram escolhidas trés
sequéncias desse gene jad depositadas no GeneBank com numeros de acesso: FJ405203.1,
FJ405208.1, FJ405193.1, para serem analisadas com a amostra 31C através do programa
ClustalW. No Anexo 4 estéd disponivel o alinhamento da amostra através do programa ClustalW.

Na posicao 238 a amostra 31C difere das outras sequéncias depositadas no GeneBank por
um nucleotideo. Na amostra 31C, nessa posi¢do, € encontrada uma timina, enquanto nas outras
sequéncias, nessa mesma posicdo € encontrado uma citosina. Embora tenha ocorrido esse
mudanca, ndo houve alteracdo na sequéncia da proteina, uma vez que foi um polimorfismo
sindnimo.

Utilizando o Blastx para andlise da proteina, a sequéncia mostra 100% de similaridade

com a enzima TEM-1.

6.1.4. Alinhamento do gene blaygy.; das amostras 57, 16C e 31C
A fim de verificar se o gene blatpm.; das trés amostras sequénciadas sdo semelhantes
entre si, foi realizado o alinhamento das sequéncias utilizando o programa ClustalW. O
alinhamento estd disponivel no Anexo 5.
A sequéncia de nucleotideos das amostras 16C e 31C sdo idénticas, ja a amostra 57 difere
em trés nucleotideos. Na posicao 18, as amostras 16C e 31C apresentam uma citosina, enquanto a
57 apresenta uma timina. Na posicdo 228, as amostras 16C e 31C apresentam novamente uma
citosina, enquanto a amostra 57 apresenta uma timina. E por fim, as amostras 16C e 31C
apresentam uma guanina na posicao 393, e na amostra 57, nessa mesma posi¢do, é observada

uma timina. Mas essas alteracdes nucleotidicas ndo mudaram os aminoédcidos que formam a
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proteina, uma vez que ocorreram mutagdes sinonimas. Para confirmar a similaridade da

sequéncia de proteina, foi realizado o alinhamento no ClustalW. Abaixo segue o resultado.

leC MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFAHPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRP 60

57 MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFAHPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRP 60

31C MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFAHPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRP 60
KKK AR A AR AR A AR AR A A A A AR AR A A A A A A AN A A A A A A AN A A AR A A AR A A AR A A A AR Ak h K

leC EERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL 120

57 EERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLGRRIHYSQONDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL 120

31C EERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL 120
R b b b b b db b b b 2 b b b b b b b I 2 b b 2 b b b 2 b b S 2 b b b 2 b b b 2 b b b 2 b b S 2 b b S 2 b b S 2 b b g

leC CSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTM 180

57 CSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTM 180

31C CSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTM 180
KA A A A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A I A A A A AR A A A A A A AR AR A A A A AR A A AR A X kK

leC PAAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWEFIADKSGAGERGS 240

57 PAAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGERGS 240

31C PAAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWEFIADKSGAGERGS 240
R b b b b b b 2 b b 2 b b b b b b b I b b b 2 b b Sh 2 b b b I b b b b b b b 2 b b b 2 b b b 2 b b S 2 b b S 2 b g

leC RGITIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW 286

57 RGITAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW 286

31C RGITIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW 286

Legenda: A= Alanina, C= Cisteina, D= Aspartato, E= Glutamato, F= Fenilalanina, G= Glicina, H=
Histidina, I= Isoleucina, K= Lisina, L= Leucina, M= Metionina, N= Aspargina, P= Prolina, Q=
Glutamina, R= Arginina, S= Serina, T= Treonina, V= Valina, W= Triptofano, Y= Tirosina.
6.2. Sequenciamento do gene blaCTX-M

Para a leitura da reagcdo de sequenciamento do gene blacrx.m da amostra 16C e da 31C foi
utilizado o sequénciador MegaBace 1000 (GE Health Care) do Laboratério Especial de
Bacteriologia e Epidemiologia Molecular (LABEM) — Faculdade de Ciéncias Farmac€uticas de

Ribeirdo Preto — USP. O sequenciamento dessa amostra foi realizado pelo aluno Leonardo de

Andrade sob orientag@o da Prof*. Dr". Ana Lucia da Costa Darini.

6.2.1. Amostra 16C
O sequenciamento do gene blactx-m da amostra 16C resultou em uma sequéncia de

1813pb. Em negrito estdo destacados o start codon € o stop codon.
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TTGCTGACGCAGTAAATTGGGGCTTGAGCGGTAACGAGTGAGGGAATTTCAGGTAA
GATACTTCGGATGAGGAGCAAAAAGGTGGTTTATACTTCCTATACCCCTCGCCCTTT
AAACCCTATTGATTTTATGGCTAATTTTGCGACAGACGTCAAAAAATTTTGCCGTACC
TGCGTACCCCTCATCCTTTTTTCCGCTGCTGCAAAATGTGCTGCTCCTTTCGTGAGCG
ATCTCTGACTTTTGCTTTTTCGCCGCGATGTAAACATGGACCAGGCTCAATTGTGGAG
ATATTGGCAGGTTTTGTTTTTACTTTTTGTTTTTTCAATGTATACTTGAAGGCCGAGGG
ATAATACTAATAGAGGATTTTTAATGATGACTCAGAGCATTCGCCGCTCAATGTTAA
CGGTGATGGCGACGCTACCCCTGCTATTTAGCAGCGCAACGCTGCATGCGCAGGCGA
ACAGCGTGCAACAGCAGCTGGAAGCCCTGGAGAAAAGTTCGGGAGGTCGGCTTGGC
GTTGCGCTGATTAACACCGCCGATAATTCGCAGATTCTCTACCGTGCCGATGAACGT
TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAAGGTGATGGCGGCCGCGGCGGTGCTTAAACAGAGC
GAGAGCGATAAGCACCTGCTAAATCAGCGCGTTGAAATCAAGAAGAGCGACCTGGT
TAACTACAATCCCATTGCGGAGAAACACGTTAACGGCACGATGACGCTGGCTGAGCT
TGGCGCAGCGGCGCTGCAGTATAGCGACAATACTGCCATGAATAAGCTGATTGCCCA
TCTGGGTGGTCCCGATAAAGTGACGGCGTTTGCTCGCTCGTTGGGTGATGAGACCTT
CCGTCTGGACAGAACCGAGCCCACGCTCAATACCGCCATTCCAGGCGACCCGCGTGA
TACCACCACGCCGCTCGCGATGGCGCAGACCCTGAAAAATCTGACGCTGGGTAAAG
CGCTGGCGGAAACTCAGCGGGCACAGTTGGTGACGTGGCTTAAGGGCAATACTACC
GGTAGCGCGAGCATTCGGGCGGGTCTGCCGAAATCATGGGTAGTGGGCGATAAAAC
CGGCAGCGGAGATTATGGCACCACCAACGATATCGCGGTTATCTGGCCGGAAAACC
ACGCACCGCTGGTTCTGGTGACCTACTTTACCCAACCGGAGCAGAAGGCGGAAAGCC
GTCGGGATATTCTGGCTGCGGCGGCGAAAATCGTAACCCACGGTTTCTGATGCAATA
AATGGAGCGAGGTATCGCTCCATTTACGTTAAAAATGTGCTCCTGAACTTCAGTCTT
GTCTTGCAACGAACCCTCATCTCTTTCTATCATTCCGCTCTTTTTTCTGGACCAAATAT
CTTAGCTTCAGGAAGGTAATAGATAACAATTTCTTATGTAAACTATTTTATTTTAAAT
AATGTTTAAGGCATTTAATTATTAGGTTGTTTGTTTTTATTGTAATTATCTGATTTACA
CTTGCAGTATTCCTATTTTTTTACACTGGAATAATTTCGGCCTTCCGTATCTCCTTTCT
GTCTGCATGGTTGTTTTCTAATGGTTTTTTATGCTTTAAGAATTTTATTTATTTTTAAT
AGTTGAACTAAGAGCCATCTTAAAAGCTTATTGACAATAAATTACCTCAATGAAATT
ATTCTAATATGGATAAGGAGGGGACAATGAAGTCGCTCAATAATAATTTTGCAAGAG
TTACCTGTATGAGCTGCCCTTCTCATTGTGAAGTTAAGCCAAATGCCTCTCTACGGTT
CATTTGTCAGGATACTGTTTTGACCTGCCGAGCGTTCC

Utilizando a ferramenta BLASTn, foi observado que a sequéncia nucleotidica da amostra
16C apresentou 100% de similaridade com o gene blactmmz. Assim, foram escolhidas trés
sequéncias desse gene depositadas: nimeros de acesso FJ815286.1, FI815264.1 e FJ815249.1
para serem comparadas com a sequéncia nucleotidica da amostra 16C através do programa
ClustalW. No Anexo 6 estéd disponivel o alinhamento da amostra através do programa ClustalW.

A sequéncia analisada no Blastx também mostrou 100% de similaridade com a CTX-M-2.
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A resisténcia as drogas antimicrobianas é reconhecida como um problema emergente
tanto na medicina humana quanto na veterindria e, o seu uso considerado o fator mais importante
para essa emergéncia, para a selecdo e disseminacdo de bactérias resistentes. Também é
reconhecido que o uso dos antimicrobianos, com fins profildticos ou terapéuticos, contribui para a
selecdo de bactérias resistentes. Portanto é necessdria a colaboracao de diferentes profissionais na
vigilancia do uso racional de antibidticos, em todas as vertentes, de forma a controlar esse
problema (Witte, 1998; Sayah et al., 2005).

Tem aumentado nos dias de hoje a atengdo com o bem estar dos animais domésticos,
resultando na prevencdo e no tratamento de doencas infecciosas. Como consequéncia dessas
mudancas, o uso de antimicrobianos nesses animais é mais frequente. Na maioria das vezes sdo
utilizadas as mesmas drogas em animais € humanos (Guardabassi ef al., 2004). As classes de
antimicrobianos mais utilizados na rotina veterindria incluem penicilinas, cefalosporinas,
sulfonamidas, aminoglicosidios e quinolonas (IFAH, 2003). Este fato provavelmente explica o
alto nimero de amostras resistentes a ampicilina (82%), cefalexina (62,7%) e sulfatetoxazol-
trimetorpim (62,7%) em nosso trabalho.

Vale destacar o grande nimero de amostras resistentes a tetraciclina (82%) nos animais
estudados. A provével explicagdo é que este antimicrobiano € um dos mais antigos utilizados na
rotina veterindria e o uso continuo desse farmaco pode ter levado a pressao seletiva de linhagens
resistentes (Ribeiro, comunicagdo pessoal). Atualmente, essa droga € utilizada com restricdoes em
pequenos animais, sendo substituida por fluorquinolonas e também pela doxiciclina. O nimero
elevado de amostras resistentes a tetraciclina, também pode ser explicado pelo fato de que o gene
tet € frequentemente codificado em plamidios conjugativos ou elementos méveis no DNA, o que

facilitaria a transferéncia desse gene entre bactérias. O gene tet é descrito em patdgenos, bactérias
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oportunistas e em bactérias da microbiota, sendo que as bactérias que albergam esse gene foram
detectadas tanto em humanos e animais, como também em alimentos e no meio ambiente,
favorecendo assim a transferéncia a outras cepas (Roberts, 1996). Uma hipdtese, que deve ser
melhor investigada, é que pode ocorrer resisténcia cruzada entre os farmacos da classe das
tetraciclinas, uma vez que existem quatro mecanismos de resisténcia envolvidos e mais de 20
genes descritos (Chopra & Roberts, 2001). Contrariamente aos estudos ja realizados, a
tetraciclina é uma droga que apresenta o perfil de resisténcia intermedidrio, com
aproximadamente 20% de amostras resistentes (Hagman & Greko, 2005; Costa et al., 2008;
Pedersen et al., 2007). No presente estudo, foi observado 82% de resisténcia entre as amostras
estudadas.

Dentre o grupo de amostras analisadas, também foi possivel observar um grade nimero de
amostras resistentes a ampicilina (82%) e sulfametoxazol-trimetoprim (62,7%). Esse resultado
era esperado, uma vez que essas drogas sdo muito utilizadas na rotina veterindria (Siqueira,
comunicacdo pessoal).

As cefalosporinas de 3* geracdo (ceftriaxona, ceftazima e cefotaxima), 4* geracdo
(cefepima) e o monobactam (aztreonam) sdo utilizadas com mais cautela na rotina veterindria.
Este resultado pode ser confirmado em nossos estudos, pois somente cinco amostras (7,5%)
apresentaram resisténcia a pelo menos uma dessas drogas. O contrario aconteceu com o ceftiofur
(cefalosporina de 3* geracdo), que observamos 53,3% de amostras resistentes. Essa droga foi
desenvolvida para o uso em grandes animais, mas recentemente passou a ser utilizada em animais
de pequeno porte. Sua grande vantagem € a via de aplicacdo, subcutinea, uma vez que facilita o
uso por via parenteral em certas afeccoes em caes. A ampicilina também tem aplicacdo
subcutanea, mas tem sido deixada de lado porque se observava grande resisténcia. Ja a cefalexina

(também utilizada em rotina veterindria), além de ter de custo mais elevado para o proprietario, é
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de uso oral, dificultando a sua administracdo, principalmente em animais internados, com
vOmitos, diarreia, além de ser altamente irritante para a mucosa gastrintestinal. Embora existam
vantagens na utilizacdo de uma cefalosporina de 3* geracdo como primeira escolha no tratamento
de doenca infecciosa, € necessario que o clinico solicite o teste de sensibilidade microbiana.
Dessa forma, aumentaria a efetividade no tratamento e evitaria o uso de antimicrobianos
inadequados. Com a prescricdo indevida de antimicrobianos, principalmente pela dificuldade no
diagndstico, o risco de infeccdes secunddrias aumenta, além selecdo de farmacos empiricos e
também a pressdo seletiva por bactérias resistentes (Guardabassi et al., 2004). Uma vez
resistentes a uma determinada droga, as bactérias podem transferir o gene para outra bactéria. E
esse mecanismo € uma preocupacao constante na drea médica.

O alto indice de resisténcia entre amostras de infeccdo de trato urindrio € que a terapia
dessa doenca ¢ fundamentada na utilizagao de antimicrobianos (Tavares, 2003). E em algumas
ocasides, ndo ha efetividade no tratamento, sendo necessdria a utilizagdo de outros farmacos,
favorecendo a selecdo de microrganismos multirresistentes. E também o animal portador da
infeccdo e de bactérias resistentes muitas vezes estd dentro do lar dos seus proprietarios e
urinando em locais que pode acarretar risco de transmiss@o. J4 nos casos de piometra, indica-se a
resolugdo cirdrgica do processo, ndo utilizando antimicrobianos no tratamento. Dessa forma,
reduz a pressao seletiva para bactérias com resisténcia multipla nesse tipo de afeccao em caes.

Dado ao crescente nimero de animais domésticos e a mudanca de hdabito dos
proprietarios, esses animais tem sido considerado reservatérios de bactérias multirresistentes com
potencial capacidade de disseminagdo (Guardabassi et al., 2004).

Estima-se que na América Latina 8,5% das E. coli apresentam o fenétipo ESBL (Villegas
et al., 2008), no Brasil esse nimero reduz a 0,7% em E. coli isoladas da comunidade e 6,2% em

E. coli isoladas de ambientes hospitalares (Minarini et al., 2007, Dropa et al., 2009). O nimero
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observado na comunidade é inferior ao observado nos cades, uma vez que 3% das amostras
resistentes aos B-lactdmicos de E. coli isoladas de cdes apresentaram o fendtipo ESBL. Por
Nossos resultados também foram inferiores aos encontrados em cades na Itdlia e Portugal, que
detectaram a presenca de ESBL 6,7% e 6,6%, respectivamente (Costa et al., 2004; Caratolli et
al., 2005). A ocorréncia de ESBL em amostras isoladas de animais de companhia sinaliza para a
necessidade de melhor controle na utilizagdo de antimicrobianos. Os animais de companhia estdao
em contato proximo com seus proprietarios, possibilitando a transmissdao cruzada de bactérias.
Em um primeiro momento pode ndo ocorrer doenca, mas as bactérias podem transferir os genes
de resisténcia para as bactérias da microbiota do novo hospedeiro.

No Brasil os grupos das B-lactamases descritos em maior frequéncia em isolados clinicos
em humanos sdo blarem, blactx.m € blasypy (Minarini er al., 2007; Minarini et al., 2008).
Entretanto, ndo hd estudos que demonstram a ocorréncia em amostras de E. coli de origem
animal.

Estudos realizados na Espanha, no Japao e na Dinamarca em E. coli isoladas de animais
de producao (bovinos, frangos e suinos), revelaram que a maior ocorréncia ¢ da B-lactamase do
tipo CTX-M, seguidas das B-lactamases do tipo TEM e SHV (Brinas et al., 2003; AAerestrup et
al., 2006; Machado et al., 2008). Os resultados sdo condizentes com aqueles observados em
bactérias isoladas de animais de companhia, na Europa, mais precisamente na Espanha, Portugal
e Itdlia, onde estudos foram conduzidos a fim de verificar a ocorréncia de B-lactamases nesses
animais, demonstrando que as [-lactamases do tipo TEM, SHV e CTX-M também sdo as mais
frequentes em animais (Teshager et al., 2000; Feria et al., 2002; Costa et al., 2004; Caratolli et
al., 2005). Esses achados estdao em consonancia com os obtidos no presente estudo, visto que [-
lactamases TEM, SHV e CTX-M e a B-lactamase AmpC foram as mais comumente detectadas

nos caes amostrados.
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O gene cmy confere a bactéria resisténcia as cefalosporinas de amplo-espectro. Entretanto
€ necessdrio esclarecer que essa enzima nao deve ser considerada como ESBL (Phillipon et al.,
2002). Na nossa pesquisa observamos a enzima CMY em duas amostras (17 e 57) que
apresentam resisténcia as cefalosporinas de 3* geracdo e ao monobactam. Essas amostras também
apresentaram muitas marcas de resisténcia, tornando-as bactérias que merecem outros estudos,
pois genes que conferem resisténcia as outras drogas podem estar localizados no mesmo
plasmidio que codifica a CMY, facilitando assim a sua propagacao entre as bactérias de mesma
espécie ou espécies distintas (Poppe et al., 2005).

A presenca dos genes blatgm, blactxm, blasyv, ampC e cmy em E. coli isoladas dos cdes
amostrados é um achado importante, uma vez que o contato intimo entre humanos e cdes oferece
condi¢des para a transmissdo das amostras, e ainda, que estes animais podem servir de
reservatorios.  Esses resultados reforcam a necessidade do melhor controle no uso de
antimicrobianos em animais de companhia. O papel de animais domésticos como reservatorio de
resisténcia bacteriana, precisa ser melhor investigado, uma vez que existe o risco de transferéncia
de resisténcia bacteriana e/ou genes de resisténcia de animais para humanos. A ocorréncia de
genes de resisténcia em bactérias isoladas de animais domésticos € causa de alerta, uma vez que o
contato com bactérias de caes e gatos € mais facil do que o contato com bactérias de ambientes
hospitalares. Mas nem sempre a populagdo em geral possui esta informagdo, e ndo realizam a
higienizacio das mdos apds contato com o animal. Damborg et al (2009) descreveram a
ocorréncia de clones bacterianos em animais e seus respectivos donos. Das oito familias
analisadas, sete possuiam bactérias com o mesmo perfil genético das bactérias isoladas dos seus
animais. E, a tnica familia que ndo apresentou nenhum clone, afirmou que fazia a higienizacao

das maos quando tinha contato com o animal. Esse dado reforca a necessidade de boa
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higienizacdo das maos quando ha contato direto com o animal e também que ndo haja contato
intimo com os mesmos.

A habilidade da bactéria adquirir resisténcia e disseminar genes exdgenos via elementos
genéticos moveis, como plasmidios e transposons, tém sido um dos maiores fatores de
desenvolvimento de miultipla resisténcia bacteriana nos udltimos 50 anos. Os integrons sio
responsdveis pela disseminacdo entre bactérias Gram-negativas, principalmente em bactérias
entéricas e na familia das Pseudomonas (Mazel et al., 2000). Os integrons estdo associados a uma
série de cassetes de resisténcia, mas a grande maioria contém o gene de resisténcia aadA, que
codifica resisténcia a estreptomicina e espectinomicina. Determinantes de resisténcia a
trimetoprim e sulfametoxazol também sdo detectados com frequéncia. Tal fato ndo € surpresa,
uma vez que a combinacdo dessas duas drogas foi, e ainda € muito utilizada no tratamento de
doencas infecciosas em animais e humanos (Fluit & Schmitz, 2004).

Os integrons também estdo associados a resisténcia aos antimicrobianos [-lactamicos,
aminoglicosidios, cloranfenicol, rifampicina, eritromicina, fosfomicina, lincomicina e anti-
sépticos da familia dos compostos de quaternario de amdnio (Mazel, 2006). Pela alta ocorréncia
de resisténcia as drogas sulfametoxazol/trimetoprim e tetraciclina nas amostras de cdes estudadas,
podemos sugerir a participacdo de integron. No grupo de 67 amostras resistentes a pelo menos
uma droga B-lactamica, 26,9% apresentaram integrons, € no grupo de 91 amostras que nio eram
resistentes aos B-lactamicos, somente 3,3% apresentaram integrons, levantando a hipdtese que no
grupo estudado, os integrons podem contribuir com resisténcia as drogas B-lactdmicas. A relacao
entre integron e resisténcia a B-lactamicos precisa ser melhor investigada.

Em E. coli isoladas de animais, os integrons de classe 1 s3o mais frequentemente
detectados comparados com os integrons de classe 2 (Goldstein et al., 2001; Machado et al.,

2005; Machado et al., 2008; Cocchi et al., 2009). Em nosso trabalho também foi observada maior
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ocorréncia de integrons de classe 1, sendo 71,4% pertencendo a essa classe e, 28,6% pertencendo
a classe dos integrons de classe 2.

Até hoje, foram descritos mais de 80 cassetes de genes diferentes de integrons de classe 1,
considerando somente aqueles cassetes que diferem por mais de 5% na sequéncia de nucleotideos
(Mazel, 2006). Este fato explicaria a diversidade de regides varidveis do integron de classe 1.

Diferente do integron de classe 1, somente seis cassetes de resisténcia foram associados
aos integrons de classe 2 (Biskri & Mazel, 2002; Ramirez et al., 2005). Essa reducdo na
diversidade € provavelmente devida ao fato que o gene que codifica a integrase do integron de
classe 2 contém uma mutacdo nonsense no cédon 179, desse modo gerando uma proteina nao-
funcional. A maioria dos genes de intI2 descritos contem um stop codon interno, que torna a
IntI2 inativa, mas uma supressao desse stop codon ou a a¢ao de recombinacio in trans com outra
integrase, como a de classe 1 (Intll), que tem se mostrado capaz de reconhecer e recombinar com
o sitio artll do integron de classe 2 (artl2) permitindo assim, uma eventual aquisi¢cdo de novos
cassetes (Hansson et al., 2002).

Nos estudos da distribuicao dos genes blargm, blactx-m, blasyy, ampC e cmy nos grupos
A, Bl e B2, nao foi possivel fazer uma associa¢do dos grupos filogenéticos com os genes de [3-
lactamases, uma vez que os genes estavam distribuidos aleatoriamente nos grupos.

E. coli do grupo B2 geralmente estd associada com infeccdes extra-intestinais (Bingen et
al., 1998, Boyd & Harlt, 1998, Picard et al., 1999, Johnson & Stell, 2000). Assim nossos
resultados corroboram com a literatura uma vez que 59,7% das amostras foram alocadas nesse
grupo, sendo que 38 das 40 amostras sdo de infec¢des do trato urindrio e de piometra. As
amostras alocadas no grupo A e Bl sdo classificadas como comensais e/ou patégenos
oportunistas (Boyd & Harlt, 1998). Nos caes estudados foi observado 25,4% no grupo Bl e

14,9% no grupo A. No entanto, destacar que mesmo amostras comensais ou patdgenos
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oportunistas, num primeiro momento podem ndo causar doenca, mas albergam genes de
resisténcia. Dessa forma, em contato com a microbiota do préprio animal ou, no caso de
transmissao para o proprietario, essas bactérias podem transmitir genes de resisténcia.

Recentemente, os estudos tem procurado relacionar integrons vs filogenia. Cocchi et al
(2007) observaram que o grupo filogenético A era mais prevalente em amostras que possuiam
integrons, e os grupos B2 e D com menor frequéncia. Sendo assim, bactérias conhecidas como
comensais e ndo-patogénicas podem ser reservatorios de integrons. Este fato sugere que amostras
virulentas podem adquirir genes de resisténcia de amostras comensais € assim sobreviver em
ambientes com alta pressdo de antibidticos. Curiosamente, s3o nesses ambientes que amostras
pertencentes aos grupos filogenéticos associados a menor viruléncia sao favorecidas. No presente
estudo, observamos que as amostras que apresentaram integrons estavam alocadas com maor
frequéncia nos grupos filogenéticos A e B1, corroborando assim os dados obtidos por Cocchi e
colaboradores.

Diante a literatura consultada, esta é a primeira detec¢do de CTX-M-2 em amostras de E.
coli isoladas de animais de companhia no Brasil. Muitos relatos demonstraram que essa enzima €
frequentemente detectada em isolados clinicos de seres humanos hospitalizados (Garcia et al.,
2008; Picdo et al., 2009; Peirano et al., 2009; Do Carmo Filho et al., 2009). A ocorréncia dessa
variante em animais demonstra que essa enzima (CTX-M-2) ndo estd restrita s6 em ambientes
hospitalares de humanos, podendo estar disseminada também em caes. Essa afirmativa €
reforcada pelos estudos realizados por Minarini et al (2009) que detectaram a enzima CTX-M-2
em amostras de E. coli, E. cloacae, K. pneumoniae, M. morganii e P. stuartii isoladas de
humanos da comunidade (Minarini et al., 2009). O achado de CTX-M-2 em c@o € preocupante
em sadde publica, uma vez que esses animais podem servir de reservatdrio para bactérias que

albergam o gene que codifica a CTX-M-2 e transferir aos seus proprietarios. Assim, estudos da
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dispersdo de CTX-M em cepas isoladas na comunidade, animais de companhia e de producdo no
Brasil precisam ser realizados a fim de esclarecer a prevaléncia dessa enzima.

A enzima TEM-1 ¢ a B-lactamase mais comumente encontrada em enterobactérias tanto
em isolados de seres humanos, quanto de animais e ambiente. Mais de 90% das E. coli resistentes
a ampicilina produzem a enzima TEM-1 (Bradford, 2001; Brifas et al., 2002; Brifas et al., 2005;
Minarini et al., 2007). Tal fato explicaria a ocorréncia dessa enzima nas amostras estudadas.

Diante dos achados no presente estudo faz-se importante a conscientiza¢do de clinicos
veterindrios prescreverem antimicrobianos quando hé a real necessidade. E também que seja feito
com mais frequéncia o teste de sensibilidade bacteriana, o que reduziria a utilizacdo inadequada
das drogas antimicrobianas, evitando assim a selecao de linhagens resistentes e também infecgdes
secundérias. A informagdo aos proprietdrios do uso correto, sem interrup¢des, em hordrios
prescritos e dosagem adequada é fundamental, visto que a populacdo em geral ndo tem o
conhecimento de que o uso inadequado pode aumentar a pressao de selecdo as cepas resistentes,

colocando em risco a propria sadde e a de sua familia.
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VI. CONCLUSAO

> Esse € o primeiro relato de E. coli produtora de ESBL isolada de animais de companhia
no Brasil.
> As amostras isoladas de cdes apresentaram alto indice de resisténcia as drogas ampicilina,

tetraciclina, cefalexina e sulfametoxazol-trimetoprim, indicando provdvel uso constante destes
farmacos, e que estes antimicrobianos ndo constituem a melhor escolha para os clinicos no
tratamento de doencas infecciosas do trato geniturindrio.

> Os genes de resisténcia blargy, ampC, blactx-m € blasyy foram os mais comumente
detectados em amostras isoladas de cdes, demonstrando que esses animais podem servir de
reservatorios de bactérias resistentes aos antimicrobianos.

> A ocorréncia do gene blatgm.; € blactx-m-2 em amostras isoladas de cdes mostram que
estes animais podem servir de reservatorios de bactérias que albergam esses genes, podendo se
transmitido para outros caes, e possivelmente para humanos.

> As amostras portadoras de integrons foram alocadas com maior frequéncia nos grupos
filogenéticos nao-patogénicos, tal fato ndo deve ser desconsiderado, uma vez que a mesma
quando chega no novo hospedeiro nido causa infeccdo, mas pode transmitir seus genes de

resisténcia as bactérias microbiota.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1. Tabela geral do perfil de resisténcia e genes de B-lactamases nas amostras isoladas de caes.

GENES DE RESISTENCIA
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Anexo 1. Continuagio.

GENES DE RESISTENCIA
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Anexo 1. Continuagio.

GENES DE RESISTENCIA

Qo

dup

VX099
W-XLO?Y19
NCR /Y
AHS?1q

WALV

ANTIBIOTICOS

IOV

LV

44D

XILD

odd

VAYS

LAD

XA

dINV

LAL

o4

"THD

XIS

dJON

ANH

dID

TVN

dLS

NV3I

NHD

INV

S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S

S
S
S
S
S
S
S

odnsousger(q

ITU

ITU

ITU

ITU

ITU

ITU

ITU

ITU

ITU

ITU

ITU

ITU

ITU | R

edo)

85
86
87
88
89
91

94
95

98
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16C | FN

23C | EN

28C | EN

31C | FN

48C | FN

53C | FN

54C | FN
PIO — Piometra; ITU — Infec¢do do Trato Urinério; FN — Fezes de animais sadios; AMI — Amikacina; GEN — Gentamicina; KAN — Kanamicina; STR —

-

Estreptomicina; NAL — Acido Nalidixico; CIP — Ciprofloxacino; ENR — Enrofloxacino; NOR — Norfofloxacino; STX — Sulfametoxazol-Trimetoprim;
CHL - Cloranfenicol; FLO — Florfenicol; TET — Tetraciclina; AMP — Ampicilina; CFX — Cefalexina; CFT — Ceftiofur; CAZ- Ceftazidima; CRO —

Clavulanico.

-

Amoxicilina+Acido

Cefotaxima; CFP —  Cefepima; ATM -  Aztreonam; AMC -

CTX

Ceftriaxona;
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Anexo 2. Alinhamento do gene blatgy.; da amostra 16C no programa ClustalX.

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
16

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
16

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
16

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
16_

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
16

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
16

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
16C_

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
16

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
16_

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
16_

———————————————————— ATGAGTATTCAACATTTCCGAGTCGCCCTTATTCCCTTTT
———————————————————— ATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTT
———————————————————— ATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTT
AATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGIGTCGCCCTTATTCCCTTTT

KAKKAAKNAXNAAAAIKAAKAAR KA KA hAhAAkhAAdkhkx XA Ahk kA kK, K

TTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATG
TTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATG
TTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATG
TTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATG

KA AR AR A A A A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A A A AN A IR A A AR A A A A A A A A ARk kK

CTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGA
CTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGA
CTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGA
CTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGA

KA A KA AR A A A A A A AR A A A A A A AR A KA IR A A A AR A I A A A A AR AR AR A A A A A Ak A A A Ak h kK

TCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGC
TCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGC
TCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGC
TCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGC

KA AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A A A A AR AR AR A A A A AR A A A A A Ak Ak kK

TATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATAC
TATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATAC
TATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATAC
TATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATAC

hhkhkhkhkhkkhk hhkhhkhkrhhkrhhkhhhkhhkhkhhkrhkkhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkhhkhkhxxkxk

ACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATG
ACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATG
ACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATG
ACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATG

hhkhhkhkhkhhkhk Ak hkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhhkrhkkrhhkrkhhkhkkxhkxk

GCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCTGCCA
GCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCTGCCA
GCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCTGCCA
GCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCA

hhkrhkkhkhkhhkhkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhkhkrkhkrkh *k*x*

ACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGG
ACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGG
ACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGG
ACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGG

hhkhhkhkhkhhkhk Ak hhkrhkhkrhkhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrkhkhhkrhhkrhkhkrhhkrkhhkhkhxhkxk

GGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACG
GGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACG
GGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACG
GGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACG

R R I b S b b 2h S b b Sb b S SR S S S Sb e S SR b Sh b b Sb b Sb b b Sb S db b Sb b S 2R e Sh b b Sb db S 2b I 2b 2b S Sb b S 4

ACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTG
ACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTG
ACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTG
ACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTG

R R I b S b b 2h S b b Sb b S SR S S I Sb e S SR I Sh b b Sb b Sb b b Sb S db e Sb b I 2R e Sh b I Sb db S b e 2b db S Sb b S
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220
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16
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16
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16
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16_
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16

1
1

GCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAG
GCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAG
GCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAG
GCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAG

KA A A AR A A A A A A AR A A AR A AR A KA IR A A A AR A A A A A A AN AR AR A A AR A Ak A A Ak xh kK

TTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTG
TTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTG
TTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTG
TTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTG

KA A A AR A A A A A A AR A A A A A A AR AR A IR A A A AR A A A A A A AN A A A A A A IR A A A A Ak kK

GAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCT
GAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCT
GAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCT
GAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCT

KA A A AR A A A A A A AR A A A A A A AR A KA IR A A A AR A A A A A A AN AR AR A AR A AR A A A,k kK

CCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGAC
CCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGAC
CCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGAC
CCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGAC

KA AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR A ARk kK

AGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAA-——————————————————
AGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAA- - - ————————————————
AGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAA- - - —-———————————————
AGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGAGCAAGAGTAGT

khkrkhkhkhkhkhkhkkrhkrkhkhkrhkhkhkhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrkhxhkhkxkkxk*x
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Anexo 3. Alinhamento do gene blatgy.; da amostra 57 no programa ClustalX.

FJ405208.1

FJ405193.

57

FJ405203.

FJ405208.
FJ405193.

57

FJ405203.

FJ405208.
FJ405193.

57

FJ405203.

FJ405208.
FJ405193.

57

FJ405203.

FJ405208.
FJ405193.

57

FJ405203.

FJ405208.
FJ405193.

57

FJ405203.

FJ405208.
FJ405193.

57

FJ405203.

FJ405208.
FJ405193.

57

FJ405203.

FJ405208.
FJ405193.

57

FJ405203.

FJ405208.
FJ405193.

57

FJ405203.

—————————————————————————————— ATGAGTATTCAACATTTCCGAGTCGCCCTT
—————————————————————————————— ATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTT
ATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTICGTGTCGCCCTT
—————————————————————————————— ATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTT

KAk kXA khkhAkk Ak hkhkkhkhkkhkkhkhkk Kk *Kk *hkk Ak kk,k*x%

ATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAA
ATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAA
ATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAA
ATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAA

kA hkhkhkhk kA hhk Ak hkhAhk kA hhkhkhhkhhkhkhkhhrhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhrhkhkrhkkrkhhkrhkkkkhkxkkxk

GTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAAC
GTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAAC
GTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAAC
GTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAAC

Ak hkhkkhkhkh Ak kA hkhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhkhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhkrhkkkkhkxxkxx

AGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTT
AGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTT
AGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTT
AGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTT

hhkhkhkhkhk kA hhk Ak hkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkhhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkrhhkrkkhkhkhxhkxk

AAAGTTCTGCTATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGT
AAAGTTCTGCTATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGT
AAAGTTCTGCTATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGT
AAAGTTCTGCTATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGT

Ak Ak hkhkhkhkhk Ak hkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkdrhhk Ak hkrhhkrhkhkhkhhkhhkrhhkrhkkhkrhkkhkhkxkx*

CGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCAT
CGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCAT
CGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCAT
CGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCAT

KA AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A A Ak A A Ak kA k) K

CTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAAC
CTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAAC
CTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAAC
CTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAAC

KA AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A A A ARk Ak kK

ACTGCTGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTG
ACTGCTGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTG
ACTGCTGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTG
ACTGCTGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTG

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR A AR A R AR A A A A AR A A A ARk Ak kA k) K

CACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCC
CACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCC
CACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCC
CACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCC

R R I b b b b b 2h S b b Sb b S SR S S S Sb e Sb b I Sh b b Sb b Sb b I Sb S db b Sb b I 2R e S b b Sb b S 2b I 2b 2b S Sb b S 4

ATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAA
ATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAA
ATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAA
ATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAA

ok rhkhkhkhhkhkhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkhkhhkrhhkrhhkrhkhkrkhkxkxx

30
30
120
30

90
90
180
90

150
150
240
150

210
210
300
210

270
270
360
270

330
330
420
330

390
390
480
390

450
450
540
450

510
510
600
510

570
570
660
570

110



FJ405208.1
FJ405193.

57

FJ405203.

FJ405208.
FJ405193.

57

FJ405203.

FJ405208.
FJ405193.

57

FJ405203.

FJ405208.
FJ405193.

57

FJ405203.

FJ405208.
FJ405193.

57

FJ405203.

17

CTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAG
CTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAG
CTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAG
CTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAG

KA A A AR A A A A A A AR A A AR A AR A KA IR A A A AR A A A A A A AN AR AR A A AR A Ak A A Ak xh kK

GCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCT
GCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCT
GCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCT
GCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCT
KA A A AR A A A A A A AR A AR A A A AR AR A IR A A A AR A I A A A A AN AR AR A AR A Ak A Ak, h kK
GATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGAT
GATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGAT
GATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGAT
GATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGAT

kA hkhkhkhk kA hkhk Ak kA hkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhkhkhhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkrkhhkrhkkkhkkkxk

GGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAA
GGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAA
GGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAA
GGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAA

hhkhkhkhkhk kA hk Ak hkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkdrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkrhhkrkkhkhkdxxkxk

CGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAA—————————
CGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAA————————
CGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGGA
CGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAA—————————

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR AR A A AR AR A AR A AR AR A AR A A AR, kK

630
630
720
630

690
690
780
690

750
750
840
750

810
810
900
810

861
861
960

111



Anexo 4. Alinhamento do gene blatgy.; da amostra 31C no programa ClustalX.

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
31C_

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
31C_

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
31C_

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
31c_

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
31c_

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
31c_

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
31c_

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
31c_

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
31C_

FJ405208.1
FJ405193.1
FJ405203.1
31C_

———————————————————————— ATGAGTATTCAACATTTCCGAGTCGCCCTTATTCCC
———————————————————————— ATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCC
———————————————————————— ATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCC
CAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTIGTCGCCCTTATTCCC

kAhkhkkhkhkhkkhhkhkhkrkhkhkhkhkhkdhkhkh d*hhkhhkhhkrkhhkkhhxkx

TTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAA
TTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAA
TTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAA
TTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAA

Ak hkhkhkhk kA hkhk Ak kA hkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkrkhkhkrhkkkkhkxkkxk

GATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGT
GATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGT
GATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGT
GATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGT

hhkhkhkhkhk kA hk Ak hkhrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkkhkhkdxxkxx

AAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTT
AAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTT
AAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTT
AAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTT

hhkhhkhkhk kA hk Ak hkrAhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhkkhkhkxkxx

CTGCTATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGC
CTGCTATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGC
CTGCTATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGC
CTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGC

KAKXKAKRKAAKAAKXN FA A A A KA A A AR A KR A I KA A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR A A A A A AKX Ak kK

ATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACG
ATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACG
ATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACG
ATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACG

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A A A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A A A ARk Ak Ak kK

GATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCT
GATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCT
GATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCT
GATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCG

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A AR AR AR A AR A A A AR A A A A AR ARk A A Ak A A Ak kA k%

GCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAAC
GCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAAC
GCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAAC
GCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAAC

KA AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A KR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A A A A A A Ak kA k) K

ATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCA
ATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCA
ATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCA
ATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCA

ok rhkhkhkhhkhkhhhhkrhhkrhhkhhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkkhkhkxkxx

AACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTA
AACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTA
AACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTA
AACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTA

hhkrhkhkhkhhkhkhhhhkrhhkrhhkhhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkxhkxx

36
36
36
120

96
96
96
180

156
156
156
240

216
216
216
300

276
276
276
360

336
336
336
420

396
396
396
480

456
456
456
540

516
516
516
600

576
576
576
660

112



FJ405208.1

FJ405193.
FJ405203.

31C_

FJ405208.
FJ405193.
FJ405203.

31C_

FJ405208.
FJ405193.
FJ405203.

31C_

FJ405208.
FJ405193.
FJ405203.

31c_

FJ405208.
FJ405193.
FJ405203.

31c_

1
1

ACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGAT
ACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGAT
ACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGAT
ACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGAT

kA Ak khkhhkh kA hkhhkhkhk A hhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrkhkhkrhkkhkhkxkxx

AAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAA
AAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAA
AAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAA
AAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAA

Ak Ak khk kA hhk Ak kA hkhk A hhkhkhhkhhhkhkhrhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkrkhkhkrhkkhkkhkkkxx

TCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAG
TCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAG
TCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAG
TCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAG

Ak hkhkhkhk kA hhk Ak kA hkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhhhkrhkhkhkhhkrhkhkhkhrhkhkrhkkhkhhkrhkkkkhkxkxk

CCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAAT
CCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAAT
CCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAAT
CCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAAT

hhkhhkkhk kA hk Ak hkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhkhkhkhhkrhkhkhkhrhkhkrhkkrhhkrkkhkkhkdxxkxk

AGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAA-————————=——————
AGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAA-——————————————
AGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAA-——————————————
AGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTT

KA KA KAKRKA AR A A KA A KR A AR A AR AR AR AR A A AR A A AR A A A A Ak kK

636
636
636
720

696
696
696
780

756
756
756
840

816
816
816
900

861
861
861
960

113



Anexo 5. Alinhamento do gene blaygy.; das amostras 57, 16C e 31C

16C_
31C_
57

16C_
31C_
57

16C_
31C_
57

16C_
31C_
57

16C_
31c_
57

16C_
31C_
57

16C_
31c_
57

16C_
31c_
57

16C
31c_
57

16C_
31c_
57

16C
31C_
57

16C
31c_
57

ATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCT
ATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCT
ATGAGTATTCAACATTTTCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCT

khkhkkhkhkhkkhkhhkhkhkhkhkhkkhhkh *Ahkkhkrhhkhkhhkhhkrhkhkrhkkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkhkhkhkrhkkhkhkkxkkxk*k

GTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCA
GTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCA
GTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCA

KA A A A AR AR AR A A A A AR A A A A A A AR A KA IR A I A A KNI A A A A A AR A A AR A A AR A AR A X kK

CGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCC
CGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCC
CGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCC

kA hkkhk Ak hkhkrhkhkhkhhAhkhkrhhkhhkhkhhkhkhkhhAhkhkrhkhkhkhkhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrkkhkrxkkxk*x

GAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCC
GAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCC
GAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGTGCGGTATTATCC

KKK A AR AR AR A AT AR A AR A A A AR AR A A A AR AR A AR AR A AR AR A, Ak Ak kA kA x k%

CGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG
CGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG
CGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG

kA hkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhhk A hhkhkhhkrhkhkhkhhkhhkrhkrkhhkrhkhkhkhhkhhkrhkkhkhkhhkrkxhhkxhkxk*k

GTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTA
GTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTA
GTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTA

Ak hkkhkhkhkhhkhkhkhhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhdhhkrhkhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

TGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATC
TGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATC
TGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCTGCCAACTTACTTCTGACAACGATC

KA IA KA AKAAKRAAKAAAA AR A AR A AR AR AR AR AR A A, kA A A A hA A A A Ak kA Ak A Ak kA kA kA k%

GGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTT
GGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTT
GGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTT

kA hkhkhkhhkrhkhkhkhkhkhkhkrhhkhhkhkrhkhkhhdkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkkhkrhkhkhkhhkrkrhkhkxkkxk*x

GATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATG
GATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATG
GATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATG

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A A A AR A AR A A A A A A Xk *

CCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCT
CCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCT
CCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCT

kA hkkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkrhhkhhhkrhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkrhkrhhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrkrhkhkxkhkkxk*k

TCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGC
TCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGC
TCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGC

kA hkhkhkhhkrhkhkhhkhkhkhkrhhkhhhkhhkhkhhkdbhkhkrhhkhkhhkrkhkhhkrhhkrhkkhkhkhhkrkrhkhkxkkxk*x

TCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCT
TCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCT
TCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCT

R R e S b I b b Sb b I S S SE I Sb b S SR S I b Sb S b I Sh b S Sb I Sb b b 2h S 2b b Sb b b 2b S 2b S Sb dE Sb b I 2h b Y

60
60
60

120
120
120

180
180
180

240
240
240

300
300
300

360
360
360

420
420
420

480
480
480

540
540
540

600
600
600

660
660
660

720
720
720

114



16C
31c_
57

16C_
31C_
57

16C_
31C_
57

CGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTAC
CGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTAC
CGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTAC

kA hkhk Ak hkrhkhkhkhhkhkhk A hhkhhkhkhhhkhkhdAhkhkrhkhhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrhkhxkkhkxkkxk*x

ACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCC
ACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCC
ACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCC

KA AR A AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR A KA I A I A A KA A A A A A AR A A AR A A AR A ARk A kA kK

TCACTGATTAAGCATTGGTAA 861
TCACTGATTAAGCATTGGTAA 861
TCACTGATTAAGCATTGGTAA 861

khkkkhkkhkkrhkkkkhkkkkhkkkkxk*k

780
780
780

840
840
840

115



Anexo 6. Alinhamento do gene blactx-m» da amostra 16C no programa ClustalW.

16C_

FJ815286.1

FJ815249.
FJ815264.

16C_

FJ815286.
FJ815249.
FJ815264.

16C_

FJ815286.
FJ815249.
FJ815264.

16C_

FJ815286.
FJ815249.
FJ815264.

16C

FJ815286.
FJ815249.
FJ815264.

16C

FJ815286.
FJ815249.
FJ815264.

16C

FJ815286.
FJ815249.
FJ815264.

16C

FJ815286.
FJ815249.
FJ815264.

16C

FJ815286.
FJ815249.
FJ815264.

16C

FJ815286.
FJ815249.
FJ815264 .

1

l_

1
1
1

1
1
1

1
1
1

1
1
1

1
1
1

1
1
1

GGATTTTTAATGATGACTCAGAGCATTCGCCGCTCAATGTTAACGGTGATGGCGACGCTA
————————— ATGATGACTCAGAGCATTCGCCGCTCAATGTTAACGGTGATGGCGACGCTA
————————— ATGATGACTCAGAGCATTCGCCGCTCAATGTTAACGGTGATGGCGACGCTA
————————— ATGATGACTCAGAGCATTCGCCGCTCAATGTTAACGGTGATGGCGACGCTA

Ak kA hkhk A hkhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkkhkrhkkkhkxkxx

CCCCTGCTATTTAGCAGCGCAACGCTGCATGCGCAGGCGAACAGCGTGCAACAGCAGCTG
CCCCTGCTATTTAGCAGCGCAACGCTGCATGCGCAGGCGAACAGCGTGCAACAGCAGCTG
CCCCTGCTATTTAGCAGCGCAACGCTGCATGCGCAGGCGAACAGCGTGCAACAGCAGCTG
CCCCTGCTATTTAGCAGCGCAACGCTGCATGCGCAGGCGAACAGCGTGCAACAGCAGCTG

Ak Ak hkkhk kA hkhk Ak kA hk kA hhkhkhhkhhkhkhkhkAhkhkrhkhk Ak hkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkkkhkxkxx*x

GAAGCCCTGGAGAAAAGTTCGGGAGGTCGGCTTGGCGTTGCGCTGATTAACACCGCCGAT
GAAGCCCTGGAGAAAAGTTCGGGAGGTCGGCTTGGCGTTGCGCTGATTAACACCGCCGAT
GAAGCCCTGGAGAAAAGTTCGGGAGGTCGGCTTGGCGTTGCGCTGATTAACACCGCCGAT
GAAGCCCTGGAGAAAAGTTCGGGAGGTCGGCTTGGCGTTGCGCTGATTAACACCGCCGAT

hhkhhkkhkhk kA hk Ak hkrhkhkrhhkhhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkrhhkrkkhkkkxxkxk

AATTCGCAGATTCTCTACCGTGCCGATGAACGTTTTGCGATGTGCAGTACCAGTAAGGTG
AATTCGCAGATTCTCTACCGTGCCGATGAACGTTTTGCGATGTGCAGTACCAGTAAGGTG
AATTCGCAGATTCTCTACCGTGCCGATGAACGTTTTGCGATGTGCAGTACCAGTAAGGTG
AATTCGCAGATTCTCTACCGTGCCGATGAACGTTTTGCGATGTGCAGTACCAGTAAGGTG

hhkrkhkhkhk kA hk Ak hkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhrhkhkrhkkrhhkrkkhkhkkxxkxk

ATGGCGGCCGCGGCGGTGCTTAAACAGAGCGAGAGCGATAAGCACCTGCTAAATCAGCGC
ATGGCGGCCGCGGCGGTGCTTAAACAGAGCGAGAGCGATAAGCACCTGCTAAATCAGCGC
ATGGCGGCCGCGGCGGTGCTTAAACAGAGCGAGAGCGATAAGCACCTGCTAAATCAGCGC
ATGGCGGCCGCGGCGGTGCTTAAACAGAGCGAGAGCGATAAGCACCTGCTAAATCAGCGC

KA AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A A A A XAk kK

GTTGAAATCAAGAAGAGCGACCTGGTTAACTACAATCCCATTGCGGAGAAACACGTTAAC
GTTGAAATCAAGAAGAGCGACCTGGTTAACTACAATCCCATTGCGGAGAAACACGTTAAC
GTTGAAATCAAGAAGAGCGACCTGGTTAACTACAATCCCATTGCGGAGAAACACGTTAAC
GTTGAAATCAAGAAGAGCGACCTGGTTAACTACAATCCCATTGCGGAGAAACACGTTAAC

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR A A Ak A A Ak Ak kK

GGCACGATGACGCTGGCTGAGCTTGGCGCAGCGGCGCTGCAGTATAGCGACAATACTGCC
GGCACGATGACGCTGGCTGAGCTTGGCGCAGCGGCGCTGCAGTATAGCGACAATACTGCC
GGCACGATGACGCTGGCTGAGCTTGGCGCAGCGGCGCTGCAGTATAGCGACAATACTGCC
GGCACGATGACGCTGGCTGAGCTTGGCGCAGCGGCGCTGCAGTATAGCGACAATACTGCC

KA AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR Ak kK kK

ATGAATAAGCTGATTGCCCATCTGGGTGGTCCCGATAAAGTGACGGCGTTTGCTCGCTCG
ATGAATAAGCTGATTGCCCATCTGGGTGGTCCCGATAAAGTGACGGCGTTTGCTCGCTCG
ATGAATAAGCTGATTGCCCATCTGGGTGGTCCCGATAAAGTGACGGCGTTTGCTCGCTCG
ATGAATAAGCTGATTGCCCATCTGGGTGGTCCCGATAAAGTGACGGCGTTTGCTCGCTCG
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TTGGGTGATGAGACCTTCCGTCTGGACAGAACCGAGCCCACGCTCAATACCGCCATTCCA
TTGGGTGATGAGACCTTCCGTCTGGACAGAACCGAGCCCACGCTCAATACCGCCATTCCA
TTGGGTGATGAGACCTTCCGTCTGGACAGAACCGAGCCCACGCTCAATACCGCCATTCCA
TTGGGTGATGAGACCTTCCGTCTGGACAGAACCGAGCCCACGCTCAATACCGCCATTCCA
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GGCGACCCGCGTGATACCACCACGCCGCTCGCGATGGCGCAGACCCTGAAAAATCTGACG
GGCGACCCGCGTGATACCACCACGCCGCTCGCGATGGCGCAGACCCTGAAAAATCTGACG
GGCGACCCGCGTGATACCACCACGCCGCTCGCGATGGCGCAGACCCTGAAAAATCTGACG
GGCGACCCGCGTGATACCACCACGCCGCTCGCGATGGCGCAGACCCTGAAAAATCTGACG
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CTGGGTAAAGCGCTGGCGGAAACTCAGCGGGCACAGTTGGTGACGTGGCTTAAGGGCAAT
CTGGGTAAAGCGCTGGCGGAAACTCAGCGGGCACAGTTGGTGACGTGGCTTAAGGGCAAT
CTGGGTAAAGCGCTGGCGGAAACTCAGCGGGCACAGTTGGTGACGTGGCTTAAGGGCAAT
CTGGGTAAAGCGCTGGCGGAAACTCAGCGGGCACAGTTGGTGACGTGGCTTAAGGGCAAT
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ACTACCGGTAGCGCGAGCATTCGGGCGGGTCTGCCGAAATCATGGGTAGTGGGCGATAAA
ACTACCGGTAGCGCGAGCATTCGGGCGGGTCTGCCGAAATCATGGGTAGTGGGCGATAAA
ACTACCGGTAGCGCGAGCATTCGGGCGGGTCTGCCGAAATCATGGGTAGTGGGCGATAAA
ACTACCGGTAGCGCGAGCATTCGGGCGGGTCTGCCGAAATCATGGGTAGTGGGCGATAAA

Ak hkhkkhk kA hhk Ak hkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhhkrkkrkhkxkxx

ACCGGCAGCGGAGATTATGGCACCACCAACGATATCGCGGTTATCTGGCCGGAAAACCAC
ACCGGCAGCGGAGATTATGGCACCACCAACGATATCGCGGTTATCTGGCCGGAAAACCAC
ACCGGCAGCGGAGATTATGGCACCACCAACGATATCGCGGTTATCTGGCCGGAAAACCAC
ACCGGCAGCGGAGATTATGGCACCACCAACGATATCGCGGTTATCTGGCCGGAAAACCAC
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GCACCGCTGGTTCTGGTGACCTACTTTACCCAACCGGAGCAGAAGGCGGAAAGCCGTCGG
GCACCGCTGGTTCTGGTGACCTACTTTACCCAACCGGAGCAGAAGGCGGAAAGCCGTCGG
GCACCGCTGGTTCTGGTGACCTACTTTACCCAACCGGAGCAGAAGGCGGAAAGCCGTCGG
GCACCGCTGGTTCTGGTGACCTACTTTACCCAACCGGAGCAGAAGGCGGAAAGCCGTCGG
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GATATTCTGGCTGCGGCGGCGAAAATCGTAACCCACGGTTTCTGATGCAATAAATGGAGC
GATATTCTGGCTGCGGCGGCGAAAATCGTAACCCACGGTTTC————=———==————————
GATATTCTGGCTGCGGCGGCGAAAATCGTAACCCACGGTTTC————====——————————
GATATTCTGGCTGCGGCGGCGAAAATCGTAACCCACGGTTTC————-=——===————————
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