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, A descoberta da penicilina no inicio do século passado deu inicio a era dos antibiéticos e contribuiu para transformar o
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mundo rapidamente. Até entdo, feridas que infecionavam eram praticamente uma sentenca de morte para o paciente,

e Empresa Brasileira de Pesquisa Agrope- enquanto aglomerados humanos ou animais eram ambientes perfeitos para ocorréncia de surtos de infec¢des bacteria-
cuaria (Embrapa) Caprinos e Ovinos,

Sobral CE Brasi| nas. Na pritica, este grupo de moléculas permitiu o ripido crescimento da populagio humana, o aumento de sua

expectativa de vida e a maior produgio de proteinas de alto valor biolégico para sustentar esta nova ordem mundial.

e Empresa Brasileira de Pesquisa Agrope- Destarte, além de satde, os antibidticos geraram riqueza ao longo dos seus anos de uso, contribuindo para o continuo
cuaria (Embrapa) Gado de Leite, Juiz de

Fora MG, Brasil crescimento da soma dos bens e servigos produzidos no mundo. Todavia, seguindo uma l6gica Darwiniana, as bactérias
, , Il

seguiram seus processos evolutivos naturais, porém moldados pela interven¢do humana. Assim, inimeras populagdes
bacterianas que antes eram sensiveis a qualquer antibiético hoje sdo multirresistentes, e a humanidade passou a conviver

com o risco de retroceder a era pré-antibiética. Tal condi¢do consolidou a resisténcia bacteriana aos antibisticos (RBA)
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humberto.brandao@embrapa.br como um dos maiores desafios a saude publica e & economia da humanidade. Em suma, é facil compreender que
ambiente e saide humana e animal sio indissocidveis. Esse cendrio desafiador faz com que o uso de antibiéticos na

buiatria seja “demonizado” por uma parcela crescente da populagio, a qual desconhece que seu uso racional apresenta
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baixo risco de selecio de resisténcia e é uma potente ferramenta para aumentar a produtividade e promover a sadde e
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bem-estar animal. Neste contexto, onde o uso correto dos antibiéticos é dependente de fatores vinculados as bactérias,

aos farmacos e as peculiaridades do paciente, o presente artigo objetiva prover informagdes sobre os mecanismos de
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ABSTRACT
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.. 'The discovery of penicillin in the early 20th century marked the beginning of the antibiotic era, triggering a rapid

de Buiatria . . . . . ]
transformation of society. Until then, infected wounds were practically a death sentence, and human or animal popula-
tions provided ideal environments for outbreaks of bacterial infections. In practice, antibiotics enabled the rapid growth
of the human population, increased life expectancy, and enhanced the production of high-biological-value proteins to

sustain this new world order. Thus, beyond their undeniable health benefits, antibiotics also generated wealth through

their use, contributing to the continuous growth of global goods and services. However, following Darwinian principles,
bacteria have undergone natural evolutionary processes that are now strongly influenced by human intervention. As a
result, many bacterial populations that were once highly susceptible to antibiotics have become multidrug-resistant, and
humanity faces the risk of a return to the pre-antibiotic era. This scenario has consolidated antibiotic resistance (RBA) as
one of the greatest challenges to both public health and the global economy. Ultimately, it is evident that the environ-
ment, human health, and animal health are inseparable. This complex situation has fueled the “demonization” of
antibiotic use in buiatrics by segments of the population who are unaware that rational antibiotic use carries a low risk of
resistance selection and remains a powerful tool for enhancing productivity, animal health, and animal welfare. In this
context, where the appropriate use of antibiotics depends on bacterial characteristics, drug properties, and patient-
specific factors, this article aims to provide an overview of RBA selection mechanisms and the key features of bacterial

susceptibility testing, supporting veterinarians in evidence-based antibiotic prescription in the field.
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INTRODUCAO

A propagacio da resisténcia aos antibiéticos ji
é reconhecida pelas principais agéncias internacionais
(Organizagio Mundial da Satde, o G20, 0 G7 ¢ a
Unido Europeia) como uma crise global de satide’. Os
integrantes do Projeto Global de Pesquisa sobre
Resisténcia Antimicrobiana estimaram que no ano de
2019 a resisténcia bacteriana aos antibiéticos (RBA)
foi responsével pela morte de 4,95 milhdes de pessoas
ao redor do mundo e esse valor pode atingir 10 milhdes
em 2050°. Segundo esses autores, a possibilidade de
bactérias adquirirem resisténcia a multiplos antibiéti-
cos tem potencial para gerar populagdes com multirre-
sisténcia, e, por isso, a RBA é um dos maiores desafios
da satde puablica nas préximas décadas. Em adi¢io,
segundo os autores, se providéncias globais ndo forem
adotadas, os valores supracitados podem se agravar
ainda mais no futuro™”.

A resisténcia bacteriana ndo é um problema
exclusivo de paises ricos. Paises de baixa e média renda
como Brasil, Russia e Indonésia jad apresentam elevados
indices de infecgbes por bactérias resistentes’. Baseada
em dados da Organizagio para a Cooperagio e Desen-
volvimento Econémico (OCDE), Hofer’ relata que,
nesses paises, entre 40 e 60% das infec¢oes humanas jd
sdo causadas por microrganismos resistentes e que a
evolu¢io da resisténcia bacteriana aumentard entre
quatro e sete vezes mais rapidamente em paises em
desenvolvimento que nos paises membros da OCDE.

Do ponto de vista veterinario, bactérias multir-
resistentes podem ser transmitidas entre espécies, com
destaque para a transmissdo bilateral entre animais de
produgio e seres humanos, seja por contato direto entre
as espécies ou vetoradas por produtos de origem
animal’. Assim,a promogio do uso racional de antibié-
ticos na pecudria, tanto sob a 6tica de Satde Unica
quanto sob a de comércio, encontra-se como um dos
pilares da buiatria moderna e sustentivel. Diante desse

contexto, ¢ importante atentar que a prevengdo da RBA
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e o uso racional dos antibiéticos devem considerar a
triade bactéria, paciente e antimicrobiano. Portanto, no
presente artigo serdo abordados conceitos do estabele-
cimento da RBA associados as bactérias, bem como a
importincia dos principais testes para determinar a

sensibilidade bacteriana aos antibiéticos.

A IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA
RESISTENCIA BACTERIANA
NA PECUARIA

Dentro do conceito de Saide Unica, o qual
considera indissocidveis a saide humana, a sadde
animal e o meio ambiente, o uso de antibiéticos em
animais ¢ um ponto extremamente sensivel na estraté-
gia global de combate a resisténcia bacteriana. Isso
porque, em muitos paises, o consumo de antibiéticos
destinados aos animais supera o consumo por huma-
nos. Nos Estados Unidos da América, por exemplo,
cerca de 80% dos antibiéticos consumidos no pais sio
destinados para o uso em animais’. Adicionalmente,
inimeras bactérias, patogénicas ou nio, podem ser
intercambiadas entre humanos, animais e o ambiente
que os cerca, o que agrava ainda mais a dispersdo da
RBA.

A tendéncia mundial é aumentar o consumo de
antibiéticos destinados a animais de produgio, impul-
sionado pela demanda mundial por alimentos, pela
elevacio de renda em paises como China e India e pela
tendéncia de adensamento e intensificacio dos
sistemas produtivosS.Tomando como base o consumo
de antibidticos no ano de 2010, estima-se que havera
um aumento no consumo mundial destes medicamen-
tos em cerca de 67% até 2030, e o Brasil quase duplicara
seu consumo em relagdo a média mundial, atingindo
nessa data a segunda posi¢do no ranking de paises
consumidores de antibiéticos destinados a produgio de
alimentos™’.

Se por um lado a RBA deve avangar mundial-

mente tanto em humanos quanto €m animais, a
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perspectiva de langamento de novas familias/classes de

antibiéticos para controlar esta pandemia ¢ limitada.
Isso ocorre em fungio do elevado tempo de desenvolvi-
mento de uma nova molécula e do alto custo atrelado a
esse processo de desenvolvimento. De uma forma geral,
o desenvolvimento completo de um medicamento com
uma nova molécula de antibiético demora entre 15 e 20
anos para chegar ao mercado’, enquanto que o custo
total pode chegar a 2 bilhdes de délares. Uma baixa
quantidade de langamentos de novos antibiéticos se
explica pelo fato de o dispéndio de tempo e recursos
gastos no desenvolvimento destes ser semelhante aos
gastos com o desenvolvimento de medicamentos para
tratar o cAncer ou doengas cronicas/degenerativas, que
tendem a ser mais lucrativos para a industria farmacéu-
tica’. Esta condigdo desloca o investimento em pesqui-
sa, desenvolvimento e inovag¢io (P, D & 1) da iniciativa
privada para medicamentos “nio antibacterianos”,
enquanto que os novos desenvolvimentos nessa drea
tém ficado majoritariamente atrelados aos entes
publicos, os quais muitas vezes tém dificuldade de fazer
todas as etapas do processo de P, D &I".

Do ponto de vista econdémico, a resisténcia
bacteriana deve ser responsavel por uma queda de 1%
no produto interno bruto (PIB) mundial em 2050. Em
um cendrio menos promissor, a redu¢io do PIB
chegaréd a 3,8% nesse periodo'. Nesse segundo cendrio,
estima-se perda de 11% na produtividade pecudria até
2050 e uma significativa redug¢ido no comércio mundial
de proteina animal. O impacto negativo no comércio
global de produtos de origem animal que tenham sido
produzidos com o uso de antimicrobianos ou que sejam
portadores de bactérias resistentes possivelmente
ocorrerd em fun¢io de regulamentagdes internacionais,
como por exemplo os acordos sobre Barreiras Técnicas
ao Comércio ou sobre a Aplicagido de Medidas Sanita-
rias e Fitossanitirias da Organizagio Mundial do
Comércio. Essas regulamentagdes permitem que os
paises membros tomem medidas para proteger a satde

humana ou o ambiente e, com isso, apliquem medidas
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protetivas para incentivar a utiliza¢io adequada de
antibiGticos em paises exportadores”.

As potenciais a¢bes preventivas de seguranga
no comércio internacional se sustentam no fato de que
no mundo moderno, tanto alimentos de origem animal
quanto animais de produg¢io sdo intensamente comer-
cializados em escala global e podem servir como
vetores de bactérias resistentes. Quando encontrados
no sistema produtivo de um pais, esses microrganismos
podem facilmente causar problemas em outros locais .
Exemplificando esta possibilidade, Agerso et al.”
utilizaram técnicas de biologia molecular e demonstra-
ram que matrizes de aves de corte (avés) importadas da
Inglaterra para a Dinamarca e Suécia foram responsa-
veis por veicular e dispersar clones de Escherichia coli
resistentes as cefalosporinas em plantéis destes paises.
Este caso demonstra o quanto a produgéo e o comércio
de animais e produtos pecudrios sio vulnerdveis
economicamente aos impactos da resisténcia bacteria-

na.

PARA USAR CORRETAMENTE

UM ANTIBIOTICO, E PRECISO

ENTENDER COMO “SURGEM”
BACTERIAS RESISTENTES

Ao expor uma bactéria a um antibiético,
estamos intencionalmente modificando o ambiente no
qual ela se encontra. Nesse caso, dentro de uma visao
darwiniana, podemos considerar que o “aparecimento”
da RBA seja um processo de sele¢io, no qual as bactéri-
as mais adaptadas das distintas espécies sobrevivem ao
novo ambiente em que elas se encontram. Mas se as
bactérias se reproduzem de forma assexuada, formando
colonias clonais praticamente idénticas, como ocorre
variabilidade genética nesses microrganismos para que
haja adaptagio ao novo ambiente?

Para responder a esse questionamento, ¢é

fundamental compreender os mecanismos pelos quais




ocorre movimentagdo de material genético entre

bactérias que permitam a ocorréncia desses “processos
adaptativos”. A compreensio desses mecanismos é pré-
requisito para que os antibiéticos existentes sejam
utilizados de forma critica e o mais racional possivel e,
com isso, sejam obtidos desfechos terapéuticos aceitd-
veis com o minimo impacto nas distintas populagoes
bacterianas que circulam no ambiente da buiatria
nacional.

O aparecimento de populagdes contendo genes
de RBA ocorre seguindo a dinimica de mutagio,
aquisi¢do, deriva genética, selegio e dispersdo bacteria-
na'’. Bactérias, assim como qualquer outro ser vivo,
estdo naturalmente expostas a processos de mutagio, os
quais evolutivamente estdo associados com o aumento
da diversidade de genes e alelos em uma populagio.
Apesar de ndo ocorrerem com tanta frequéncia,
mutacoes genéticas que conferem resisténcia aos
antibiéticos podem surgir espontaneamente durante a

1

replicagio celular'®”. Diferentemente dos animais
superiores, as bactérias podem passar por fendmenos
naturais de aquisi¢do e delecdo de genes, o que é de
extrema importincia para os processos de transferéncia

horizontal de genes (THG)"”. Apesar de mutagées
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ocorrerem naturalmente em genes associados a RBA, a
THG de RBA pré-existentes ¢ muito mais frequente e,
portanto, relevante no que tange a dinimica populacio-
nal de bactérias".

Intimeras variantes de genes ja foram descritas
e associadas aos mais diversos mecanismos de RBA,
como transporte ativo de antibidticos; alteragio,
modificagio e protecio de sitios alvos dos antibidticos;
inativagio e modificagdo do antibidtico; produgio de
vias celulares alternativas que contornem o alvo do
antibiético supérfluo; e reducio da permeabilidade de
membrana”.

A compreensio dos mecanismos de THG por
parte do médico veterindrio é de extrema relevincia
para o entendimento da RBA. Pardmetros como vias de
aplica¢do e biodistribui¢do dos antibiéticos podem
favorecer ou minimizar a sele¢io de populagdes
bacterianas resistentes fora do tecido acometido pela
infec¢io. A THG pode ser definida como o movimento
de informagdo genética entre células bacterianas
distintas, com sua incorporagio ao genoma da bactéria

’

15,19 .
receptora””. Os mecanismos de THG podem ser

classificados em quatro grandes grupos, dispostos no

Quadro 1 e na Figura 17",

Quadro 1. Mecanismos de transferéncia horizontal de genes (T HG) em bactérias.

Eventos do puerpério fisioldgico Fatores relacionados

Conjugacgao

Transformacao

Transducdo

Outras formas de THG

E 0 mecanismo mais frequente de THG que esta relacionado a transmissdo de
elementos genéticos modveis (e.g. plasmideos e elementos conjugativos e
integrativos) por meio de um contato fisico direto entre a bactéria doadora e a
bactéria receptora pelo pilus sexual ou por poros na membrana.

Esta relacionadaaaquisicdo de DNA do ambiente em que a bactéria se encontra.
DNA plasmidial ou fragmentado, liberado por secre¢do ativa ou lise da bactéria
doadoranoambiente, é absorvido pela receptora competente.

O DNA cromossdmico e extracromossdmico da bactéria doadora é transferido
para areceptora porumvirus bacteriéfago, que infecta e se replica em bactérias.

Vesiculas de membrana bacteriana, estruturas em forma de “nanotubos” que
exercam efeito agulha, agentes de transferéncia de genes semelhantes a fagos
(conversdo lisogénica), fusdo de protoplastos ou por transposicéo (transposons
ou retrotransposons).
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Figura 1. Esquema representativo de quatro mecanismos de formagio de populagées bacterianas resistentes aos antibiéticos. A

esquerda, esquema de selecio alvo de bactéria resistente. A direita, trés mecanismos de transmissio horizontal de genes de

resisténcia: (1) conjugacio, (2) transformagio e (3) transdugio.

E importante destacar que a conjugacio de
plasmideos, a transdugdo de fagos e a transformagio do
DNA extracelular permitem que o material genético
salte entre bactérias do mesmo género ou entre bactéri-
as de espécies diferentes™"".

Seguindo uma escala temporal da dinimica do
aparecimento de populagées contendo genes de RBA,
uma vez que o gene foi introduzido na populagio, seja
por mutagdo ou aquisi¢do, as etapas seguintes sio a
deriva genética ou selecdo. A deriva genética é um
tenomeno evolutivo e de cardter aleatério, o qual estd
associado a grandes mudangas no ambiente que
venham a deslocar o equilibrio da frequéncia de alelos
de um gene em uma populagio. Como exemplo,
podemos citar uma mudanga climética duradoura ou
um processo de desmatamento. Apesar de relevante do
ponto de vista evolutivo, a deriva genética possui um

papel secundirio no estabelecimento de populagdes

com RBA. Por suavez, o processo de selegio ¢ extrema-
mente relevante e altamente influenciado pelo ser
humano.

A selecdo de bactérias resistentes segue uma
légica similar (mas com algumas diferencas) a do
melhoramento genético animal, onde o ganho genético
¢ diretamente influenciado pela pressio de selecio e
pelo intervalo entre geragbes. No caso da RBA, a
intensidade da pressio de sele¢ido ¢ definida por uma
relagdo entre a concentragdo do antibidtico e a duragio
do tratamento. O processo de sele¢io para RBA pode
ser subdividido em dois grupos: a selegio de alvos e a

selecdo colateral™:

Selecdo de alvos: esta diretamente relacionada
as bactérias envolvidas no processo infeccioso. Nesse
caso, a posologia adequada e precisa do antibidtico tem

importancia central no processo de sele¢io de alvos.




Isso ocorre a partir de bactérias heterorresistentes

(policlonais ou monoclonais) ao antibidtico, onde
populagdes maiores de bactéria podem ser selecionadas
durante o tratamento e serem transmitidas antes da
cura microbiolégica ser alcan¢ada ou ap6s uma recidiva
por falha do tratamento'*".

Selecdo colateral: ocorre durante a antibioti-
coterapia, mas em bactérias localizadas fora do sitio de
infecgio’. Para ilustrar este conceito, a Figura 2
demonstra o uso sistémico de um antibiético durante o
tratamento contra pododermatite. Nesse caso, o
firmaco contribui para o bom desfecho clinico do
problema de casco. Contudo, populagées bacterianas
periféricas e ndo associadas a infecgdo (e.g. bactérias
localizadas na laringe, no trato gastrointestinal, no
ambiente e em outros locais) sofreram aumento na

pressdo de selegdo para resisténcia aos antibidticos e
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poderio ser fonte de genes e bactérias resistentes para o
rebanho.

Para a melhor compreensio do processo de
selecdo colateral, é importante ter em mente (de forma
simplista) que a0 administrar um antibiético oralmen-
te para um ruminante lactente, parte do medicamento é
absorvida, enquanto outra parte é degradada ou
transita intacta pelo trato digestivo e ¢ eliminada nas
tezes (biodisponibilidade). Uma vez absorvido ou
quando administrado parenteralmente, o antibidtico
ganha a circulagdo e se distribui pelo organismo do
paciente (biodistribui¢do), seguido de sua metaboliza-
¢do e excre¢do. Destaca-se que o antibidtico pode ser
excretado no ambiente tanto em sua forma molecular
original quanto na forma de metabdlitos inativos ou
com atividade antibacteriana. Como exemplo, pode ser

citado o ceftiofur, o qual, apds ser administrado em um

Aumento da pressdo de selegdo sobre bactérias comensais e ambientais

e (,."".,

Aumentos da pressio de
selegdo de bactérias
amblentals pela presenga
de antibidticos nos
excrementos

’
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& bactéria reslstente

Figura 2: Esquema representativo do aumento da pressdo de sele¢o bacteriana favorecendo a selegdo colateral e a transmissdo de

bactérias comensais e ambientais resistentes aos antibidticos.




animal, é rapidamente metabolizado e excretado

majoritariamente como desfuroilceftiofur, um meta-
bélito com grande atividade antibacteriana®. Outro
antibiético que segue este exemplo é a enrofloxacina,
que é biotransformada em ciprofloxacino. Assim, tanto
os antibidticos quanto seus metabdlitos ativos podem
facilmente atingir o sistema digestivo, a pele, membra-
nas mucosas e outros tecidos ndo-alvo no paciente,
além do meio ambiente.

Esses locais sio colonizados por bactérias
ambientais e comensais apatogénicas ou oportunistas,
as quais se encontram em estabilidade de frequéncia
génica no que tange a genes de resisténcia bacteriana,
ndo ocasionando problemas. Contudo, esses ecossiste-
mas possuem uma diversidade de genes e alelos de
resisténcia aos antibidticos extremamente grande, que
podem ter sua frequéncia populacional aumentada em
fun¢do da maior pressio de selegdo exercida pelos
antibiéticos'’. Assim, mesmo sem a ocorréncia de
qualquer alteragdo clinica ou imunoldgica, as alteragoes
na estabilidade da frequéncia de genes de resisténcia
aos antibiéticos da microbiota comensal podem ser
classificadas como um tipo de disbiose, haja vista que
essa ¢ definida por Walker” como qualquer alteragio
nos componentes das comunidades comensais residen-
tes em rela¢do a comunidade encontrada em individuos
sauddveis. Como exemplo, na microbiota ruminal, é
encontrada naturalmente grande abundéancia de genes
relacionados a resisténcia a B-lactamicos, glicopeptide-
os, tetraciclina e aminoglicosideoszz, e 0S mesmos
podem ter suas frequéncias relativas aumentadas em
fun¢do do uso de antibidticos, o que favorece a trans-
missdo horizontal de genes. No meio ambiente, ndo é
diferente, e a diversidade é ainda maior™.

De uma forma geral, a maior parte das espécies
bacterianas que atualmente representam problemas de
RBA nio desenvolve resisténcia pela selecdo de alvos,
mas sim pela selegio colateral*. A maior ameaga clinica
provém principalmente de espécies bacterianas

comensais oportunistas, como por exemplo Escherichia
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coli, Staphylococcus aureus e outras bactérias. Isso porque
durante a antibioticoterapia de outras infec¢des, cepas
bacterianas de uma mesma espécie mais resistentes aos
antibiéticos podem ser selecionadas a partir de multi-
plas estirpes que colonizam o animal e o ambiente”.
Em paralelo, a sele¢io colateral de bactérias nio
patogénicas portadoras de genes e alelos de RBA eleva
substancialmente a probabilidade de ocorrer THG
entre uma bactéria oportunista e uma bactéria ndo
patogénica resistente ao antibiético que colonizam o
animal ou o ambiente™™ """

Assim, se por um lado a selecdo colateral
contribui para ocorréncia de surtos de infec¢des
bacterianas resistentes que podem ocorrer indepen-
dentemente da transmissdo de uma estirpe ou espécie
especifica (mediadas pela THG), por outro, a selegio
colateral também contribui para ocorréncia de surtos
originados de cepas bacterianas resistentes oportunis-
tas adquiridas do ambiente ou transmitidas entre
animais portadores assintomaticos'™ ™",

De uma forma macro, cabe destacar que a
pressio de sele¢do imposta pelo uso de antibiéticos
exerce papel preponderante no estabelecimento da
RBA". Dentro deste contexto, considerando os
mecanismos de “aparecimento” de popula¢ées conten-
do genes de RBA, pode-se concluir que a prevengio da
RBA ¢ dependente de antibidticoterapia baseada em
uma posologia precisa. Isso porque subdosagens de
antibiéticos podem promover tanto selegdo colateral
quanto sele¢do alvo, favorecendo principalmente a
ocorréncia de falhas terapéuticas e sele¢do de bactérias
heterorresistentes. Por sua vez, a sobredosagem,
decorrente de dose ou de tempo de tratamento superior
a0 necessdrio para o bom desfecho terapéutico, pode
ser ainda mais perigosa para a RBA. Como motivo, a
pressdo de selegio ocorre sobre a populagio bacteriana
“global” (bactérias do foco infeccioso, comensais e do

meio ambiente).




ATENCAO ESPECIAL DEVE SER DADA A
ANTIBIOTICOTERAPIA EM INFECCOES
CAUSADAS POR BACTERIAS
TOLERANTES AOS ANTIBIOTICOS

Nio ¢ incomum que resultados laboratoriais
indiquem que a bactéria é sensivel a um determinado
antibidtico, que sua posologia e administragdo tenham
ocorrido conforme o preconizado pelo médico veteri-
nario, que o animal melhore clinicamente e, mesmo
assim,ocorra falha na cura microbiolégica dainfecgio e
o animal apresente uma manifestagao clinica redici-
vante. Erroneamente, esse padrao de comportamento
da infec¢do, identificado durante o acompanhamento
do caso clinico ou da anamnese, é atribuido 2 RBA.
Nesses casos,a a¢io corretiva comumente praticada nas
fazendas é a mudanca de antibiético, normalmente
para uma base de espectro de agdo mais amplo e de
ultima geracdo, o que nio ¢ favordvel ao uso racional de
antibidticos. Nessas situagoes, podemos estar diante de
casos de tolerdncia bacteriana aos antibidticos.

Assim, é importante conceituar a RBA e a
tolerdncia aos antibiéticos: na RBA, uma populagio
bacteriana é considerada resistente quando as bactérias
sobrevivem a exposi¢do a um antibiético em concen-
tragdes acima da concentragdo inibitéria minima
(CIM) da populagio bacteriana suscetivel. Por outro
lado, a tolerancia aos antibiéticos descreve a capacidade
de uma populagdo bacteriana de sobreviver transitoria-
mente a concentragdes letais de antibidticos, o que
pode ocorrer devido a algumas bactérias conseguirem
retardar processos celulares essenciais para a agdo do
firmaco™ ou criarem barreiras que dificultem o contato
entre fairmaco e bactéria”’. Normalmente, esses meca-
nismos de defesa estdo associados a fatores de virulén-
cia.

Os fatores de viruléncia das bactérias sio
caracteristicas ou propriedades especificas associadas a
patogenicidade bacteriana, conferindo as mesmas, por

exemplo, capacidade de evadir-se do sistema imune e
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de colonizar, invadir e causar danos nos tecidos do
hospedeiro por se adaptarem ao microambiente. Em
muitos casos, tanto a expressio do fator de viruléncia
quanto sua intensidade de expressdo podem ser influ-
enciadas por fatores externos a bactéria. Existem
inimeros fatores de viruléncia bacterianos, como
capacidade de formar biofilmes; presenca de fimbrias e
pili; cdpsula bacteriana; produgio de toxinas ou de
enzimas de degradagdo; ativa¢do de sistemas de
secrecdo; capacidade de invasio celular; dentre outros.

Se por um lado, os fatores de viruléncia isolada-
mente ndo conferem a RBA, em conjunto, vérios
fatores de viruléncia podem conferir tolerancia aos
antibiéticos. De todos os fatores de viruléncia, a
capacidade de produzir biofilmes é o mais relevante no
que tange a tolerincia aos antibiéticos e 2 RBA. Isso
porque,além de estes serem inerentemente tolerantes a
acido de antibidticos, eles criam um microambiente
favordvel tanto para a ocorréncia da transferéncia
horizontal de genes entre bactérias quanto para a
selegiio alvo da RBA"”. Dada a importancia do biofilme
nos casos de falha terapéutica e da sua contribuigio
para a RBA, a antibioticoterapia contra bactérias
potencialmente produtoras de biofilme deve receber
aten¢do especial nas propriedades rurais. Como
exemplos de patégenos com capacidade de produzir
biofilme e que comumente acometem rebanhos de
ruminantes produtores de carne e leite destacam-se: S.
aureus e outros Staphylococcus spp., E. coli, Salmonella
spp., Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium e outros.

Ciofu et al.”* e Schroeder et al.” apresentam
duas revisoes de literatura sobre biofilme bacteriano e
RBA. Simplificadamente, o biofilme é uma forma
organizada em uma estrutura tridimensional de uma
populagio bacteriana (Gnica ou multiespécie), a qual
apresenta propriedades qualitativamente diferentes da
mesma populagdo em condi¢io planctonica. Estrutu-
ralmente, o biofilme é composto por dgua e eletrélitos,

bactérias, matriz extracelular polimérica (normalmen-




te polissacarideos), proteinas e fragmentos de DNA.

Segundo os autores, a dinimica de formagio do
biofilme se dd pela fixagdo de bactérias planctdnicas,
tanto na superficie de tecidos danificados quanto
saudédveis (icinos glandulares) do hospedeiro, ou
formando agregados em secre¢des com muco viscoso.
Uma vez fixadas, ocorre uma fase de proliferagio e
maturagdo, marcada pela intensa produgio de matriz
extracelular. Nessa fase, 2 medida que as bactérias se
multiplicam, a quantidade e a complexidade da com-
posi¢do da matriz extracelular aumentam, criando um
microambiente caracterizado por gradientes de
nutrientes e oxigénio no interior do biofilme, o que gera
heterogeneidade fisiolGgica e adaptagdo das bactérias
que fazem parte do biofilme. Nessa estrutura tridimen-
sional,as bactérias que estdo mais préximas da interface
da superficie do biofilme apresentam maior taxa de
multiplica¢do e atividade metabdlica, enquanto
bactérias localizadas nas camadas mais profundas do
biofilme apresentam multiplicagdo lenta e maior
tolerdncia aos antibidticos. Por fim, considerando a
dinimica de formacdo do biofilme, a fase final é

marcada pela dispersdo bacteriana desencadeada por
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fatores ambientais. No processo de formagido do
biofilme, é importante evidenciar que a transi¢do do
crescimento bacteriano planctonico para o crescimento
bacteriano no biofilme é caracterizada por uma série de
alteragbes fisiolégicas, metabdlicas e fenotipicas das
bactérias. A estrutura tridimensional do biofilme pode
ser vista na Figura 3.

O biofilme favorece a RBA por sele¢io alvo,
haja vista que a estrutura tridimensional do biofilme
pode funcionar como uma barreira fisica para a difusao
do antibidtico, apresentando um gradiente decrescente
de concentragio ao longo do perfil do biofilme. Assim,
as bactérias mais préximas da interface externa do
biofilme ficam expostas a concentragdes de antibiéticos
mais elevadas que as bactérias presentes nas por¢des
mais profundas. Este gradiente diferencial da concen-
tragdo de antibidticos no biofilme pode ser acentuado

ainda mais por dois fatores:

® ) A menor atividade metabdlica das bactérias,
decorrente das baixas concentragdes de oxigé-
nio e nutrientes no interior do biofilme, faz com

que estas fiquem menos susceptiveis a antibié-

E

—

& Bacteria
. Antibidtico

DMA bacteriano

> Exopolissacarideo

Conecentracio O;;
nutrientes; antibidtico

Figura 3. Esquema de arquitetura do biofilme bacteriano exposto ao antibiético.




ticos cuja agdo seja dependente do metabolismo

bacteriano (e.g. B-lactamicos e quinolonas);

B JI) O microambiente interno do biofilme
favorece a concentragio de enzimas, debris e
metabdlitos bacterianos que em condi¢des
naturais nio degradariam o antibiético, mas em
concentragdes elevadas podem fazé-lo. Assim,
do ponto de vista farmacocinético, o microam-
biente do biofilme pode ser considerado um
terceiro compartimento biolégico, interagindo
com os compartimentos intersticiais e vascula-

24
res .

Estruturalmente, o fato de o biofilme ser rico
em fragmentos de DNA bacteriano e de as bactérias
permanecerem fisicamente préximas umas das outras,
favorece também a ocorréncia de THG dentro da
comunidade bacteriana que o habita. Adicionalmente,
a probabilidade de ocorréncia de THG no interior do
biofilme é ampliada ainda mais em decorréncia do
elevado estresse oxidativo endégeno, gerado pela
grande quantidade de metabdlitos e debris celulares e

pela baixa tensdo de oxigénio e de nutrientes.

IDENTIFICACAO BACTERIANA
E TESTES DE SENSIBILIDADE
AOS ANTIBIOTICOS

E importante ter em mente que a antibioticote-
rapia se baseia na determinagio do agente causal da
infecgdo e do perfil de sensibilidade deste, devendo o
diagnéstico ser embasado em resultados clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais™. Todavia, a baixa
disponibilidade de laboratérios de andlises clinicas,
aliada as grandes distincias e dificuldades logisticas no
meio rural brasileiro, tornou frequente a administragao
de antibiéticos de forma empirica, sendo baseada quase
que exclusivamente nos sinais clinicos gerais do animal,

0 que muitas vezes implica em altas taxas de falha
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terapéutica. Nesses casos, a falha terapéutica é decor-
rente de uma escolha inadequada do principio. A
antibioticoterapia ¢ considerada empirica quando a
escolha da molécula ndo ¢é feita com base em testes
microbiolégicos. Equivocadamente, para contornar
este problema, o que muitas vezes se pratica na rotina
das fazendas € a priorizagdo do uso de um antibiético
de amplo espectro,em detrimento de um antimicrobia-
no mais especifico, ou a realiza¢do de uma antibiotico-
terapia combinada de mais de uma molécula. No que
tange a prevengio da RBA, tanto o uso de antibiético
de amplo espectro quanto a realiza¢do de uma antibio-
ticoterapia combinada s6 devem ser usados quando jé
houver histérico de existéncia de uma populagio
bacteriana com RBA na propriedade.

Tecnicamente, a antibioticoterapia empirica s6
deve ser adotada pelo médico veterindrio nos casos em

que:

® O isolamento bacteriano é impossivel de ser

feito;

® Em casos clinicos de alta gravidade, nos quais, a
critério do médico veterindrio, o tempo de
espera dos resultados dos testes microbiolégi-
cos (i.e. média de 72 horas) possa colocar em
risco a vida do animal ou a taxa de cura clinica

da enfermidade.

Diante disso, é prudente que o médico veteri-
nério estabele¢a uma rotina de identifica¢io e determi-
nagio da resisténcia bacteriana na propriedade sob sua
responsabilidade. Este procedimento é bastante util
para auxiliar a tomada de decisdo na escolha do anti-
biético e de sua posologia, evitando-se a antibioticote-
rapia empirica, haja vista que a escolha do tratamento
amparada pela avaliagio clinica e por dados epidemio-
légicos de sensibilidade e de ocorréncia de patégenos
da prépria fazenda mitiga a ocorréncia de insucesso

terapéutico.




Por outro lado, o uso de antibioticoterapia

especifica é baseado em testes microbiolégicos de
bactérias isoladas do préprio animal, em que inicial-
mente faz-se o isolamento do agente etiolégico da
infecgdo e em seguida procede-se com a identificagio
daespécie e a determinagio do seu perfil de sensibilida-
de. Felizmente, com a crescente implementagio de
sistemas de “isolamentos bacterianos na fazenda”, a
antibioticoterapia contra mastite em muitas proprie-
dades leiteiras tem sido mais eficiente. No entanto,
apesar de este procedimento constituir um grande
avango no uso de antibidticos em nivel de fazenda, a
prescri¢io baseada exclusivamente nele ainda ndo pode
ser considerada um tratamento especifico. Isso ocorre
porque esse sistema de isolamento possui um certo
grau de incerteza, pois as provas sdo realizadas em
meios de cultivo microbiolgico cromogénicos, os
quais permitem diferenciar apenas presumivelmente
espécies e/ou grupos bacterianos, de acordo com a cor
das colonias”.

Ressalta-se que os meios de cultivo microbiol6-
gicos sdo presuntivos, classificando os isolados em
grupos (a depender dos meios empregados), e que,
nesse sistema de diagndstico, a ocorréncia de ndo

isolamento é relativamente alta, notadamente em casos

de:

® ) Mastite ndo infecciosa;

® II) Resolugio da infecgdo pelo sistema imune
do animal no periodo entre a identificagio da
mastite e a coleta de amostra de leite;

8 III) Presen¢a do microrganismo em concentra-
¢d0 abaixo do limite de detec¢do;

» [V) Bactérias ou outros organismos causadores
da mastite que ndo crescam em meios de
cultura padrio (e.g. virus, bactérias anaerébicas,
Mycoplasmaspp.,dentre outros);

V) Presenca de residuos de antibidticos;

® VI) Falha de coleta de amostra™.
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Mesmo com tais limitag¢des, o emprego do
método é de grande valia no que tange a velocidade de
diagnéstico, favorecendo o inicio precoce do tratamen-
to antimicrobiano. Entretanto, mesmo com tendéncia
do uso crescente, apenas esporadicamente esses
isolados “na fazenda” seguem para testes de perfil de
sensibilidade bacteriana. Apesar da dificuldade de se
realizar o perfil de sensibilidade bacteriana na rotina da
fazenda, destaca-se a relevincia da determinagio
rotineira de isolados bacterianos, pois esta pode
contribuir significativamente para a tomada de deciséo,
baseada em dados epidemiolégicos da prépria fazenda,
como na escolha da dose e do antibiético mais apropri-
ado.

Outro ponto relevante a ser destacado é que
existem diversos protocolos para apoiar a tomada de
decisdo de tratamento dos casos de mastite clinica
baseados no diagnéstico “na fazenda™. Segundo os
autores™, variagées nos distintos protocolos ocorrem
por variagbes de cura espontinea, tipos de meio de
cultura, recorréncia da infec¢do, intensidade de mani-
testacdo clinica e fase da lacta¢do. Diante do exposto, é
recomendédvel que o veterindrio adote o protocolo
indicado pelo fornecedor de meios de cultura.

De uma forma geral, todos os protocolos de uso
de antibidticos baseados em sistemas de diagndstico
“na fazenda”, quando empregados corretamente,
resultam em ganhos econémicos e redugdo no uso de
antibiéticos”. Isso ocorre em virtude do aumento da
probabilidade de cura microbiolégica, da menor taxa
de descarte de leite, da melhor condigio geral do
animal e da identificagdo de algumas condi¢ées que
dispensam o tratamento de mastites causadas por
bactérias gram-negativas, haja vista que a taxa de cura
espontinea é alta para este grupo de patégenos™”.

Dados nio publicados do sistema de produgio
compost barn da Embrapa Gado de Leite indicam uma
reducio de uso de antibidtico intramamdrio em cerca
de um ter¢o em fun¢io da implementagio do sistema

de diagnéstico “na fazenda” (comunicagio pessoal de:




Carlos Roberto da Silva). A Figura 4 demonstra o perfil

microbiolégico presuntivo de isolados clinicos de
mastite ocorridos na fazenda experimental realizado
por diagnéstico “na fazenda” e, em alguns casos, com-
plementado por isolamento bacteriano clissico, no ano
de 2023. De acordo com estes dados, cerca de 22,7%
dos animais com mastite clinica ndo apresentaram
isolamento positivo no sistema “na fazenda”.

A determinac¢do do perfil de sensibilidade
bacteriana é um ponto que gera muita dificuldade de
compreensdo por parte de alguns técnicos. Diante
disso, ¢ importante compreender que os testes de
sensibilidade bacteriana podem ser utilizados para
determinar a sensibilidade total, a sensibilidade
diminuida (necessitando do aumento da exposi¢ido ao
farmaco) ou a resisténcia de bactérias frente aos
antibiéticos in vizro™. Independentemente dos tipos de
testes utilizados, para conferir acuricia e reprodutibili-

dade, é recomendado que os laboratérios que os
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executem sigam protocolos mundialmente reconheci-
dos e padronizados, como, por exemplo, as recomenda-
¢oes do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), do Comité Brasileiro de Teste de Sensibilida-
de aos Antimicrobianos (BrCAST) ou do European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST). No caso do Brasil, a partir da Portaria
SVS/MS n° 64, de 11 de dezembro de 2018, determi-
nou-se que todos os laboratérios comerciais e publicos
sigam a versio brasileira do EUCAST (versio
BrCAST). Para os casos em que ndo houver ponto de
corte definido para alguma combinag¢io de microrga-
nismo x antimicrobiano, deverdo ser adotadas as
recomendagbes mais recentes da European Food Safety
Authority (EFSA).

O ensaio de disco-difusio (Figura 5) figura
entre os testes mais amplamente utilizados dentre os
distintos testes de sensibilidade bacteriana existentes.

Sua ampla adogio se deve, em grande parte, ao baixo

Agentes causadores da mastite clinica

Staph aureus
(0,6%)

Strep uberis

Negativo
(23,1%)

(23,0%) /

Contaminagdo
(0,6%)

E coli
(16,9%)

Staph n aureus
(17,5%)

Pseudomonas spp. Prototheca

(0,6%) leveduras
(1,9%)

Klebsiella

enterobacter

(3.8%)

N

Lactococcus spp.
(0,6%)

Strep dysgalactiae
(9.,4%)

Distribuicdo percentual dos principais grupos
de causas da mastite clinica (N: 160)

— Outros gram pos
(1,9%)

Gram-
0,
positivo 54,6%
Negativo 22,7%
Gram- o
negativo 20.2%
Contaminado | 0,6%
Prototheca |
0,
leveduras 1.8%
— 56
Grave 33%
10%
I 5%
Moderado 41%
T2%
.
Leve 25%

18%

B Gram negativo Gram positivo Negativo
Distribui¢do percentual dos principais grupos de causas da

mastite clinica, de acordo com o escore de gravidade (N: 99)

Figura 4. Perfil microbioldgico presuntivo de isolados clinicos de mastite ocorridos na fazenda experimental José Henrique Bruschi

no ano de 2023 da Embrapa Gado de Leite (Fonte: C.R. da Silva).




P

'Q/\

NEUPROU PR1g
AGAR HUELL
Li102556 62

Wz

3
@

custo, a facilidade de execugdo e ao curto tempo de
resposta. Por outro lado, trata-se de um ensaio qualita-
tivo, onde os resultados sdo classificados em “sensivel”,
“sensibilidade diminuida” (intermedidria) ou “resisten-
te”, baseados no didmetro do halo de inibi¢io do
crescimento bacteriano. Apesar de haver forte correla-
¢do negativa entre os resultados de CIM obtidos dos
ensaios quantitativos e o didmetro do halo, os pontos de
corte para essa medida podem apresentar pequenas
distor¢des de resultado frente a bactéria avaliada. Isso
ocorre porque a determinagdo dos pontos de corte dos
halos de inibi¢do ¢ feita por um comité internacional,

baseado em dois parimetros:

® ]) Na CIM de pelo menos 300 isolados clinicos

(que ndo sio de origem brasileira);

® II) Nos pardmetros farmacocinéticos esperados
para o antibiético no plasma e tecido da espé-

cie-alvo.
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Figura 5. Teste de disco-difusio pelo método
de Kirby-Bauer. Imagem destaca um isolado
multidroga resistente, produtor de beta-
lactamase de espectro estendido, pela forma-
¢do de zona fantasma entre cefalosporina e

amoxicilina-clavulanato (ESBL - seta) (Fon-

te:N.C.Gaeta).

Assim, é importante que o médico veterindrio
se certifique de qual foi o ponto de corte utilizado pelo
laboratério para emitir o resultado, visto que, muitas
vezes, sdo utilizados pontos e cortes de bactérias
isoladas de outras espécies. Do ponto de vista interpre-
tativo, considera-se o disposto no Quadro 2.

Os testes de sensibilidade bacteriana quantita-
tivos sdo amplamente utilizados para defini¢coes de
abordagens terapéuticas baseadas em testes microbio-
légicos de bactérias isoladas do préprio animal. Quan-
do se considera a prevengdo da RBA, este grupo de
ensaios ¢ a recomendagio “ouro” para a defini¢do da
posologia a ser empregada na antibioticoterapia. Os
ensaios quantitativos podem ser realizados pelas
técnicas de dilui¢ao ou microdilui¢do em caldo, fitas de
gradiente de concentragao e dilui¢do em dgar. Normal-
mente, os resultados sao expressos em CIM, acompa-
nhados ou ndo da classificagio (S) sensivel, (I) interme-
didria ou (R) resistente baseada em pontos de corte
epidemioldgicos. A CIM é definida como a menor

concentragio de antibiético que impede o crescimento
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Quadro 2.Interpretagio dos resultados de testes de sensibilidade antimicrobiana.

Resultado Interpretacdo clinica

(S) Sensivel

(1) Sensibilidade
diminuida ou

Probabilidade de sucesso terapéutico é grande quando usada uma posologia padrdo para o
controle do agente.

Alta probabilidade de sucesso terapéutico pela exposicdo aumentada ao antimicrobiano, ou
seja, deve-se fazer um ajuste do regime de dosagem do antibiético. E recomendavel que o
veterinario leve em consideragdo a forma de agdo (dose dependente ou tempo dependente) do

intermediaria o )
antimicrobiano.

(R) Resistente Alta probabilidade de insucesso terapéutico, mesmo em condi¢Ges de elevagdo da dose.
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visivel de bactérias. Apesar dos custos e da dificuldade
de execugio dos testes quantitativos na rotina laborato-
rial, seu uso permite que o médico veterindrio, associ-
ando conhecimentos de clinica e farmacologia, realize
uma abordagem de antibioticoterapia mais precisa e
com menor risco de sele¢do de bactérias resistentes.

A interpretagio dos resultados de sensibilidade
bacteriana aos antibiéticos, nos casos em que biofilme
bacteriano jd estd formado durante o tratamento, deve
ser realizada com bastante atencio pelo prescritor do
antibiético. Isso ocorre em fun¢io da inexisténcia de
protocolos de teste para determinacédo da sensibilidade
bacteriana aos antibiéticos aprovados por comités da
4drea, como os acima mencionados. Assim, a escolha do
antibidtico para o tratamento de infec¢des por bactéri-
as em biofilme, quase que em sua totalidade, ¢ baseada
nos testes de susceptibilidade de inéculos de bactérias
em crescimento planctonico. Todavia, existem adapta-
¢oes cientificas do teste de dilui¢do em caldo para
determinagio da concentragio minima de erradicagio
de biofilme (CMEB) e concentragio inibitéria minima
de biofilme (CIMB)*. Segundo os autores, 2 medida
que o biofilme envelhece,a CMEB tende a aumentar.
Assim, tanto a CMEB quanto a CIMB tendem a ser de
421000 vezes maiores que a CIM da bactéria plancto-
nica, a depender do antibidtico, da espécie bacteriana e

da fase de desenvolvimento do biofilme.
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CONSIDERACOES FINAIS

Bactérias resistentes podem ser selecionadas pela exposi¢do inadequada aos antibidticos. A trans-
missdo de genes de resisténcia entre bactérias da mesma espécie e de espécies distintas pode ocorrer por
mecanismos horizontais. Tanto a sobredosagem, quanto a subdosagem favorecem a RBA. Portanto, sempre
que possivel, deve-se utilizar balanga (pesagem) para definir a dose adequada para o paciente. Para minimi-
zar a pressdo de sele¢do no meio ambiente, recomenda-se a utiliza¢io de um antibidtico que apresente baixa
resiliéncia ambiental, ou que seja metabolizado e excretado na forma de compostos inativos ou com baixa
atividade antimicrobiana. Quando tratamos uma infec¢do, também estamos elevando a pressio de selegio
sobre bactérias comensais oportunistas e outras bactérias do microbioma no qual o ruminante est4 inserido.
Ou seja, na maioria das vezes, a origem das bactérias resistentes nio ¢ a infecco tratada. E preferivel uso de
antibiéticos mais especificos em detrimento dos de amplo espectro para reduzir a pressio de sele¢do em
espécies bacterianas que nio sejam o alvo terapéutico. Em uma infec¢io, a identificagdo da bactéria e a
defini¢do do seu perfil de sensibilidade sio o alicerce para o uso racional de antibiéticos e para a alta taxa de
sucesso terapéutico.

O processo de envelhecimento do biofilme (cronificagio) aumenta a resiliéncia das bactérias contra
os antibidticos que se encontram nesse microambiente. Portanto, o tempo entre o inicio da infec¢io e o
inicio da antibioticoterapia impacta na taxa de sucesso terapéutico. E preconizavel o uso de antibioticotera-
pia local em detrimento a sistémica para que ndo haja exposi¢do de todo o organismo a um antimicrobiano
seletivo. Sempre que possivel, deve-se solicitar ao laboratério microbiolégico que emita os resultados de
sensibilidade baseados em pontos de corte da espécie e de tecidos-alvo. A transferéncia horizontal de genes
¢ um fendmeno probabilistico, e as condi¢oes ambientais e 0 aumento da frequéncia de genes de resisténcia
aos antibiéticos no microbioma bacteriano podem contribuir para o aparecimento de populagées bacteria-
nas patogénicas com RBA. Assim, a adogio de boas priticas de higiene, o isolamento dos animais acometi-
dos e o destino adequado do leite e dejetos dos animais tratados com antibiético sdo fundamentais na

prevencio da RBA.
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