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Preambulo

A presente tese esta estruturalmente dividida em varios capitulos, em que o capitulo |
e o capitulo VI correspondem a introducao e a conclusao, respetivamente, do trabalho de
investigacao realizado. Nos capitulos intermédios, Il, lll, IV e V incluem-se os trabalhos
cientificos publicados ou em fase de submissao, estando, por este motivo, redigidos em

lingua inglesa.

No capitulo | ¢, portanto, feita uma revisio do estado da arte relativamente a
utilizacao da colistina, mecanismo de acao, mecanismos de resisténcia e de transferéncia
lateral de genes. Descreve-se a relagao estrutura-atividade da colistina, bem como do seu
uso em contexto de medicina humana e veterinaria. Os testes de suscetibilidade a colistina
e a definicao de breakpoints clinicos sao, também, revistos neste capitulo. Similarmente, os
mecanismos de resisténcia a colistina em bactérias de Gram-negativo, onde se inclui a

resisténcia a colistina mediada por plasmideo, sao elucidados.

A avaliagao da potencial disseminagao da resisténcia a colistina € um dos principais
objetivos deste trabalho, logo neste capitulo sao também, revistos os mecanismos de
transferéncia horizontal de genes, possivelmente implicados na disseminagao da resisténcia
a colistina, as principais plataformas onde estes eventos podem ocorrer assim como o custo

bioldgico para o hospedeiro, decorrente da aquisicao destes genes.

Deste modo, no capitulo Il desta dissertagao com o titulo: “Longitudinal Study Detects
the Co-Carriage of ESBL and mcr-1 and -4 Genes in Escherichia coli Strains in a Portuguese
Farrow-to-Finish Swine Herd” é descrito um estudo longitudinal onde se pretendeu avaliar
a colonizagao e transmissao de E. coli resistente a colistina e cefotaxima em varas de porcas
e respetivos leitoes, desde o seu nascimento até ao abate, com particular foco na
caracterizacdo dos genes mcr e nos genes que codificam beta-lactamases de espetro
alargado, caracteristicas de viruléncia e relagao clonal. No decorrer deste estudo foi

detetado um novo alelo do gene mcr-4, cuja sequéncia foi depositada no GenBank.
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Com o titulo: “Occurrence and Biological Cost of mcr-I1-Carrying Plasmids Co-
harbouring Beta-Lactamase Resistance Genes in Zoonotic Pathogens from Intensive Animal
Production”, o capitulo lll da presente dissertagao, encontra-se, também, publicado.
Neste capitulo é avaliada a prevaléncia, disseminagao e custo biologico da aquisicao de
genes mcr e ESBL em isolados de Escherichia coli e Salmonella enterica obtidos a partir de

animais produtores de alimento.

No decorrer do trabalho descrito no capitulo anterior, foi detado num isolado de E.
coli o gene blaoxy.,, que codifica uma beta-lactamase, frequentemente detetada em estirpes
clinicas de Klebsiella oxytoca, cuja real prevaléncia pode estar subestimada, tal como descrito
neste capitulo IV com o titulo: “ldentification of blaoxy.,.1» Producing Escherichia coli from
Poultry: is OXY-type B-lactamase Prevalence Underestimated?”, o qual se encontra em fase

de submissao.

No capitulo V desta tese intitulado “Interspecies Transfer of Colistin Resistance mcr-
I Gene by Natural Transformation and Virulence Features of mcr-1 Harbouring Strains”,
que se encontra em fase de submissao, o papel da transformagao natural na disseminagao

do gene mcr-| é avaliado.

Além disso, a capacidade de formagao de biofilme dos transconjugantes com gene mcr-

| descritos no capitulo Il foi, também avaliada.

Finalmente no capitulo VI sao apresentadas as conclusoes gerais deste trabalho de
investigacao, bem como um conjunto de perspetivas futuras para o desenvolvimento do

conhecimento nesta area de estudo.
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Resumo

O uso inadequado e sistematico de antibioticos é uma das principais causas para a
emergéncia da resisténcia antimicrobiana. O seu uso em animais produtores de alimento
promove a selecao de estirpes resistentes com potencial zoonotico, nhomeadamente
Escherichia coli e Salmonella enterica. A falta de antibidticos eficazes para o tratamento de
infecoes causadas por bactérias de Gram-negativo multirresistentes, levou a reintroducao
da colistina como uma das opgoes terapéuticas de ultimo recurso. Numerosos estudos
relataram a presenga de alelos de um gene capaz de conferir resisténcia a colistina — gene
mcr, em plasmideos, principalmente em E. coli e S. enterica de origem animal. Assim, o
objetivo deste trabalho foi compreender de que forma a administragao de colistina apos o
nascimento de animais produtores de alimento pode influenciar a resisténcia de E. coli
presente na sua microbiota intestinal, e se essa resisténcia e estirpes se mantém durante o
processo de crescimento até ao abate para consumo humano. Além disso, pretendeu-se,
também, avaliar nao s6 o potencial desses genes se moverem horizontalmente entre
espécies bacterianas através de conjugacao e transformagao natural, mas também a

viruléncia e o custo biolégico conferido pela aquisicao de plasmideos contendo o gene mcr-

l.

Comegamos por realizar um estudo longitudinal em porcas e seus leitdes desde o
nascimento até ao abate com foco na caracterizagao dos genes de beta-lactamases de
espectro alargado (ESBL) e mcr, caracteristicas de viruléncia e relagao genética. Um total
de 293 isolados de E. coli foram isolados a partir de amostras fecais obtidas em cinco
momentos de amostragem, verificando-se a manutengao de isolados geneticamente
relacionados durante as diferentes fases da vida dos leitdes. , A nascenga, os genes blacrx.m
foram detetados em isolados de E. coli de 9 porcas e 49 leitoes (73,41%), e nos quatro
momentos seguintes de amostragem este gene foi detetado em 91,8%, 57,6%, 71,4% e
97,4% dos leitoes. Similarmente, a nascenga, o gene mcr-/ foi detetado em E. coli de uma
porca e de trés leitdes de diferentes ninhadas, em 68,85%, 100%, 90% e 8,1% dos leitoes
nos restantes momentos. Um novo alelo do gene mcr-4, mcr-4.7, foi identificado em 3,28%,
28,57%, 7,5% dos isolados de E. coli, mas nao detetado no ultimo momento de amostragem,
verificando-se a sua coocorréncia com os genes blacrx.m € mcr-lem 96,7% e 93,33% dos

isolados, respetivamente.
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Posteriormente, foi avaliada a prevaléncia, a capacidade de produgao de biofilme e o
custo bioldgico da aquisicao dos genes mcr e ESBL em 98 isolados de E. coli e 142 de S.
enterica. Os genes mcr-1 a -10 foram pesquisados por PCR e, apenas o gene mcr-| foi
identificado em 15,3% dos isolados de E. coli, verificando-se a coexisténcia de blaregm.|, blacrx.
m1 € blacrx.m.s em quatro isolados. As concentragdes minimas inibitorias para a colistina
foram determinadas pelo método de microdiluicao em caldo, de onde se obtiveram valores
entre 8 e 32 mg/L. Os plasmideos IncHI2, IncHII, IncP, IncN e Incl foram nao s6 transferidos
por conjugagao para E. coli |53, mas também, em alguns casos, por transformagao natural
para Acinetobacter baylyi BD413. Além disso, o gene blaoxy.,, frequentemente detetado no
cromossoma de Klebsiella oxytoca, foi identificado num plasmideo de E. coliST 162, o qual foi,

também, transferido com sucesso para E. coli J53.

Relativamente ao custo bioldgico, verificou-se que quando comparadas, as taxas
especificas de crescimento dos transconjugantes eram significativamente menores que as
da célula recetora (p<0,05) e que a taxa média de crescimento dos transconjugantes foi
maior na auséncia de colistina do que na sua presenca (1,66 versus 1,32 (p=0,0003)). A
estabilidade dos plasmideos adquiridos por conjugagao foi avaliada através de transferéncias
sucessivas em meio de cultura sem colistina, verificando-se que a taxa de retengao do

plasmideo variou desde a sua perda completa até a sua retengao total.

A capacidade de formagao de biofilme foi avaliada através do ensaio do cristal violeta,
em bactérias isogénicas: E. coli |53 e seus transconjugantes, verificando-se que a aquisigao

do plasmideo contendo o gene mcr aumenta a quantidade de biofilme produzido.

Em conclusao, este estudo destaca a necessidade de reduzir ou de encontrar
alternativas ao uso de antibidticos, como a colistina, em sistemas de produgao animal, pois
as estirpes resistentes sao capazes de se manter ao longo das diferentes fases do ciclo de
vida dos animais, podendo atingir a cadeia alimentar. Uma vez que a aquisicao de genes mcr-
| impoe custo biolédgico para o hospedeiro, e porque a perda de plasmideos mostrou ser
altamente variavel, é possivel que outros fatores além da pressao seletiva exercida pelo uso
de colistina regulem a manutengao do plasmideo numa populagao bacteriana, sugerindo que
a sua retirada da produgao animal nao se traduzira na reversao completa da resisténcia a

colistina através da diminuigao dos niveis de mcr-1.

Palavras-chave: resisténcia a colistina; mcr; transferéncia horizontal de genes; custo

bioldgico; animais produtores de alimento.
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Abstract

The inappropriate and systematic use of antibiotics is considered one of the main causes
for the emergence of antimicrobial resistance. The use of antibiotics in food-producing
animals promotes the selection of resistant strains with zoonotic potential, namely
Escherichia coli and Salmonella enterica. The lack of effective antibiotics for the treatment of
infections caused by multidrug resistant Gram-negative bacteria, led to the reintroduction
of colistin, as one of the last resort therapeutic options. Numerous studies have reported
the presence of alleles of one gene capable of conferring resistance to colistin - mcr gene
in plasmids mainly from E. coli and S. enterica. Hence, the goals of this study were to
understand how the administration of colistin after the birth of food-producing animals, can
influence the resistance of E. coli present in their intestinal microbiota, and whether the
resistance and strains are maintained during the growth process to slaughter for human
consumption. Furthermore, it was also intended to evaluate not only the potential for such
genes to move horizontally between bacterial species through conjugation and natural
transformation but also the virulence and biological cost conferred by the acquisition of

plasmids containing the mcr-1 gene.

We have started by conducting a longitudinal study in sows and their piglets in a farrow-
to-finish operation, with a focus on the characterization of Extended Spectrum Beta-
Lactamases (ESBL) and mcr genes, assessment of virulence traits and genetic relatedness. A
total of 293 E. coli isolates were isolated from faecal samples collected in five sampling
moments, having verified the maintenance of genetically related isolates during the different
phases of the piglets' life. At birth, blactx.m genes were detected in E. coli isolates from 9
sows and 49 piglets (73.41%), while in the following four sampling moments this gene was
detected in 91.8%, 57.6%, 71.4% and 97.4% of the piglets. Similarly, at birth, the mcr-1 gene
was detected in E. coli from one sow and three piglets from different litters, and in 68.85%,
100%, 90% and 8.1% of the piglets, at the remaining ensuing time points of sampling. A new
allele of the mcr-4 gene, mcr-4.7, was identified in 3.28%, 28.57%, 7.5% of E. coli isolates, but
not detected at the last sampling moment, its co-occurrence being observed with the genes

blactx.mand mcr-1 in 96.7% and 93.33% of the isolates, respectively.

Subsequently the prevalence, biofilm formation ability and biological cost of acquiring

mcr and ESBL genes were assessed in 98 E. coli and 142 S. enterica isolates. The mcr-1 to
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mcr-10 genes were screened via PCR and only mcr-1 gene was identified in 15.3% of the E.
coli isolates. The coexistence of blaegm.;, blactx.m.i and blactx.m.15in four isolates was verified.
The minimal inhibitory concentrations for colistin were determined by the broth
microdilution method, from which values between 8 and 32 mg/L were obtained. The
IncHI2, IncHIl, IncP, IncN and Incl plasmids were not only transferred by conjugation into
E. coli |53, but also, in some cases, by natural transformation into Acinetobacter baylyi BD41 3.
Furthermore, the blaoxy., gene, frequently detected in the Klebsiella oxytoca chromosome,

was identified in an E. coli ST 162 plasmid, which was also successfully transferred into E. coli

J53.

In regard to the biological cost, on one hand, it has been detected that when compared,
the growth rates of the transconjugants were significantly lower than the recipient cell
(p<0.05) whilst on the other hand, the average growth rate of the transconjugants was
higher in the absence of colistin than in its presence (1.66 versus 1.32 (p=0.0003)). In
addition, the stability of the plasmids acquired by conjugation was evaluated, through
consecutive transfers in a culture medium without colistin. It was verified, that the plasmid

retention rate ranged from complete loss to full retention.

The biofilm formation ability was evaluated, via a crystal violet assay in isogenic bacteria:
E. coli )53 and its transconjugants, noting that the acquisition of the mcr-harbouring plasmid

increases the amount of produced biofilm.

In conclusion, this study highlights a need to reduce or find alternatives to the use of
antibiotics, such as colistin, in animal production systems. Since resistant strains are able to
maintain themselves throughout the different stages of the food-producing animal's life
cycle, and reaching the human food chain. As the acquisition of mcr-1 genes imposes a
biological cost on the host and, because the loss of plasmids has been shown to be highly
variable, it is possible that factors other than the selective pressure exerted by the use of
colistin, regulate the maintenance of the plasmid in a bacterial population. This suggests that
colistin withdrawal of from animal production, by lowering mcr-1 levels, will not lead into a

complete reversal of colistin resistance.

Keywords: colistin resistance; mcr; horizontal gene transfer; biological cost; food

producing animals.
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A (re)emergéncia de doengas infeciosas e o aumento da resisténcia aos antibioticos
constituem, inequivocamente, em paralelo com as alteragdes climaticas e com o colapso
dos recursos naturais, verdadeiros desafios para a humanidade nas proximas décadas. Nao
obstante, a vida humana esté inextricavelmente ligada aos microrganismos '. O nosso lumen
intestinal, pele e superficie das mucosas estao colonizados por diversas espécies de
microrganismos, de tal modo que a microbiota de um individuo podera ser tao Unica quanto
a sua impressio digital . Dada a ubiquidade dos microrganismos, o Homem pode estar
exposto a potenciais agentes infeciosos — agentes patogénicos — através do ar, alimentos e
agua, contacto com outras pessoas ou, em determinadas circunstancias, através de vetores,
como os insetos '. Assim, as doencas infeciosas sio o reflexo da natureza extremamente
versatil dos microrganismos, essencialmente devida a sua elevada taxa de replicagao e
mutacio, capaz de lhes conferir vantagem evolutiva contra condigdes desfavoraveis **.
Indubitavelmente, a disseminagdo descontrolada de agentes patogénicos pode,
rapidamente, resultar na perda de milhoes de vidas humanas, bem como causar o colapso
dos sistemas econémico, de salide e de educagao, tal como aconteceu ao longo da historia
da humanidade aquando as pandemias de peste, colera, gripe, e mais recentemente, com a

pandemia por SARS-CoV-2 °.

A descoberta acidental da penicilina por Alexander Fleming em 1928 constituiu um dos
grandes marcos da histéria da medicina °. A sua introdugido como antibiético no inicio da
década de 1940 marcou o inicio da chamada “era antibidtica” e contribuiu,
significativamente, para o tratamento e controlo de doengas infeciosas que foram, até
entao, durante a maior parte da existéncia humana, causas de morbidade e mortalidade
humana ’. Desde entio, os agentes antimicrobianos, em particular os antibioticos, tém sido
um dos pilares da medicina moderna nas ultimas décadas, uma vez que, nao sé permitem o
tratamento de infegoes, mas também, possibilitam a realizacao de cirurgias, como cesarianas
e transplantes de orgios e o tratamento do cancro ®’. Assim, a descoberta da penicilina
marcou o inicio da chamada era de ouro da descoberta de novas classes de antibidticos
entre as décadas de 1950 e 1970, acompanhada pelo inevitavel e rapido surgimento de

estirpes bacterianas resistentes "

. Por conseguinte, o uso excessivo e inadequado de
antibioticos, quer em contexto de saude humana e veterinaria, quer em contexto de
produgao animal e agricola, é, atualmente, apontado como uma das principais causas para
o surgimento e aumento da resisténcia antimicrobiana em todo o mundo '*". O

desenvolvimento de resisténcia bacteriana é um fenomeno resultante da pressao seletiva
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exercida pelo uso de antibidticos, que durante as ultimas décadas, tem sofrido uma
expansao muito acelerada, com o surgimento de novos mecanismos de resisténcia e a sua
rapida disseminagdo por populagdes de bactérias de varios nichos ecoldgicos '*. Em 2019,
estima-se que as infegoes causadas por bactérias multirresistentes tenham sido
responsaveis por cerca de 1,27 milhdes de mortes e se nao forem tomadas medidas para
responder a esta ameaga emergente é esperado que este nimero alcance os 10 milhdes de

mortes anuais até 2050 '*'°,

O uso prolongado de antibiéticos e de doses sub-terapéuticas em animais produtores
de alimento esta a promover a selecao de estirpes resistentes com potencial zoonédtico,
que por sua vez, podem disseminar-se através do contato direto entre animais € humanos,
ou, indiretamente, através da cadeia alimentar '®'". A disseminacio de determinantes de
resisténcia esta associada a mecanismos de transferéncia horizontal de genes, como a
conjugagio ou a transformacgdo natural '®. Deste modo, as bactérias que constituem a
microbiota intestinal dos animais podem trocar material genético com outras bactérias

comensais ou patogénicas.

A falta de antibioticos eficazes para o tratamento de infe¢oes causadas por bactérias
multirresistentes, nomeadamente por Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e
Enterobacterales resistentes aos carbapenemos, levou a reintrodugao recente de um
antibiético antigo, a colistina, como uma das opgoes terapéuticas de Ultimo recurso,
levando a sua reclassificagdo por parte da Organizagao Mundial de Saude (OMS) como
antibiético de importancia critica em contextos de salde humana ' Todavia, a colistina,
tem sido amplamente utilizada em contexto de produgao animal em diversos paises com

fins terapéuticos, profiliticos e de promogao do crescimento 2°?',

Os mecanismos de resisténcia a colistina estavam, até 2015, relacionados com a
ocorréncia de mutagées cromossomicas, nao estando, portanto, descrita a ocorréncia de
fenomenos de transferéncia horizontal de genes. Contudo, um novo gene capaz de conferir
resisténcia a colistina — gene mcr-1 (do inglés mobile colistin resistance) — foi identificado num
plasmideo conjugativo proveniente de isolados de Escherichia coli de origem animal na China
2, Apods a identificagio do gene mcr-1, outros genes homologos foram descritos pela
primeira vez em diversas enterobactérias, de diversas origens, estando atualmente
identificados dez genes mcr diferentes em 72 paises espalhados pelos cinco continentes **°

¥, Esta distribuicio ubiqua dos genes mcr reforca a hipétese de que o uso de colistina,
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provavelmente, contribuiu para a sua rapida disseminagao quer em animais quer em

humanos 2.

A minimizagao da emergéncia e disseminagao da resisténcia aos antimicrobianos tem
merecido especial dedicagio nos Ultimos anos por parte das organizagdes mundiais *°. A
OMS tem vindo, portanto, a desenvolver, implementar e monitorizar politicas no combate
a resisténcia antimicrobiana adotando a perspetiva de Uma S6 Saude que visa uma gestao
global, coordenada e intersectorial (pois envolve todos os setores da salde publica), cujo
objetivo ultimo é a protecio da saide humana, animal, vegetal e ambiental ***. Assim, a
gestao da resisténcia a colistina, seguindo esta abordagem, devera incluir a interface

homem-animal-ambiente 2%,

l.1. Estrutura e quimica da colistina

A colistina € um antibiotico polipeptidico pertencente a classe das polimixinas, isolado
em |947 a partir de Paenibacillus polymyxa, uma bactéria Gram-positiva presente nos solos,
raizes de plantas e sedimentos marinhos *. A classe das polimixinas é constituida pela
polimixina A, B, C, D e E, das quais apenas a colistina (polimixina E) e a polimixina B sao
utilizadas na pratica clinica, representando assim uma das principais classes de antibiéticos

com atividade contra a maioria das bactérias de Gram-negativo *"*.

Estruturalmente as polimixinas sao definidas como lipodecapeptideos nao ribossomais
policationicos ciclicos ligados através de uma ligagao alfa amida a uma cadeia de acidos
gordos. Caracterizam-se, portanto, por possuirem um anel heptapeptidico ciclico de
aminoacidos e uma cadeia tripeptidica exociclica lateral (formando um decapeptideo) que
se liga a fragao lipidica da molécula. Na Figural.| esta representada a estrutura quimica da
colistina que apenas difere da polimixina B num Unico aminoacido na posicao 6 do anel
heptapeptidico, isto €, no caso da polimixina B o aminoacido de D-leucina, presente na
molécula de colistina, é substituido por uma D-fenilalanina. As posi¢oes [,3,4,5,8 e 9 do
decapeptideo encontram-se carregadas positivamente, devido aos grupos amina livres dos
residuos de acido 2,4- diaminobutirico (Dab), ao passo que, as posi¢oes 2 e |10 possuem o
aminoacido treonina e as posi¢oes 6 e 7 contém um aminoacido de leucina, os quais,

desempenham um papel fundamental na atividade bactericida da colistina *"*'.
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Figura I.1. Estrutura quimica da colistina. A colistina é um lipodecapeptideo constituido por

heptapeptideo ciclico (representada a cinza), e uma cadeia tripeptidica lateral (representada a azul) ligada
através de uma ligacao alfa amida a uma cadeia de acidos gordos (representada a verde).

A atividade antimicrobiana das polimixinas estd intrinsecamente associada a sua
estrutura e interagoes que dela advém. Posto isto, no caso da colistina, os grupos amina
livres do Dab sao responsaveis pelo caracter hidrofilico de certas regices da molécula, ao
passo que o residuo de dcido gordo é responsavel pela presenca de grupos lipofilicos 2>,
Além disso, a anadlise da estrutura tridimensional mostrou que esta molécula peptidica é
enrolada de tal forma que os seus dominios polares e hidrofobicos formam duas faces

distintas, conferindo-lhe uma anfipaticidade estrutural essencial para a sua atividade

antibacteriana *

1.2. Mecanismo de acao

O lipopolissacarideo (LPS), principal componente da membrana externa das bactérias
de Gram-negativo, que desempenha um papel essencial na estabilidade da membrana
externa bacteriana e na permeabilidade celular, é o alvo inicial da colistina **. O LPS é
constituido por trés dominios: o lipido A, o oligossacarideo central e o antigénio O, sendo
neste caso, o lipido A o dominio que importa destacar, uma vez que atua como ancora
hidrofobica através do empacotamento apertado das cadeias de acido gordo cuja finalidade
é a estabilizagcao da estrutura geral da membrana externa das bactérias de Gram-negativo
. Alguns catides divalentes como Ca®* e Mg®" intercalam-se entre as moléculas de LPS,
formando interagoes polionicas promovendo a compactagao do LPS assegurando assim a

sua estabilizacio *

Pagina | 6



Acao bactericida da colistina inicia-se, entao, através da sua ligagao ao lipido A do LPS,
tal como elucidado na Figural.2 »'. A interagio eletrostitica entre os grupos amina livres
do Dab, carregados positivamente e os grupos fosfato do lipido A, carregados
negativamente, desencadeia uma permuta cationica, levando a substituicao dos catices
divalentes Ca** e Mg’ por moléculas policationicas de colistina, e consequente alteragao da
estrutura do LPS >, A permeabilidade da membrana externa &, portanto, afetada apés a
insercao da colistina, essencialmente mediada pela cadeia de acidos gordos e pelos
aminoacidos de D-leucina presentes nas posi¢coes 6 e 7 do decapeptideos, uma vez que se
verifica a ocorréncia de um mecanismo de auto-captagao e acesso da colistina ao espago
periplasmético . Deste modo, a integridade fisica da bicamada fosfolipidica da membrana
citoplasmatica é comprometida, ocorrendo a sua disrupgao, com libertagio do contelido

intracelular e consequente morte celular ***.

A agao antibacteriana da colistina nao se esgota somente na sua potente atividade
bactericida, uma vez que, esta também possui atividade anti-endotoxina, isto &, as
polimixinas sao capazes de se ligar ao lipido A, que corresponde a endotoxina bacteriana,
aquando a sua libertagao durante a lise celular, neutralizando-o, inibindo muitos dos efeitos
biologicos *'*¢. Por outro lado, e tal como mostrado na Figura 1.2, ha ainda que considerar
que as polimixinas inibem as NADH-quinona oxidorredutases do tipo I, enzimas essenciais

na cadeia respiratoria e que se encontram presentes na membrana interna das bactérias *'.

Por fim, foram, posteriormente, propostos mecanismos de agao alternativos
relacionados com a atividade da colistina no interior da célula. Estes destacam por um lado,
a capacidade das polimixinas se ligarem, através do espago periplasmatico, as membranas
interna e externa, permitindo o seu contacto (contacto vesicula-vesicula), que por sua vez
leva a uma perda de especificidade de fosfolipidos de cada uma das membranas, resultando,
assim, num desequilibrio osmético e consequente lise celular e por outro, a capacidade da
colistina induzir a morte celular, por um mecanismo de stress oxidativo, através da
produgao espécies reativas de oxigénio, via Reagao de Fenton. Esta reagao consiste na
conversao de O, em H,0O, por agao da enzima superdxido dismutase (SOD), seguida da
oxidagdo de Fe’* em Fe’* e, consequente formagao de radicais hidroxilo que induzem danos
oxidativos no ADN bacteriano, proteinas e lipidos, o que tem como consequéncia Ultima a

morte celular (Figura 1.2) **%,
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Figura 1.2. Acdo da colistina na membrana celular das bactérias de Gram-negativo. ® A colistina liga-
se diretamente ao lipido A do lipopolissacarideo (LPS) presente na membrana celular externa através de interagoes
eletrostaticas, causando a sua disrupgao e consequente lise celular. @ Contacto vesicula-vesicula: apds a passagem
pela membrana externa a colistina leva a fusdo do folheto interno da membrana externa com o folheto externo da
membrana citoplasmatica, levando a perda de fosfolipidos e morte celular. @ Inibicio da enzima NDH-2 que se
encontra presente na membrana interna das bactérias e participa na cadeia respiratéria. @Producao de radicais
hidroxilo: a colistina induz a producdo de espécies reativas de oxigénio, através da Reagdo de Fenton, causando

danos ao nivel do ADN, lipidos e proteinas, acabando por levar a morte celular.

1.3. Espetro de atividade

As polimixinas, devido a sua ligagao seletiva ao LPS, possuem atividade contra a maioria

dos bacilos Gram-negativo aerobios, causando a rapida morte bacteriana através de um

mecanismo dependente da concentragio *. A colistina é, portanto, ativa contra a maioria

dos membros da familia Enterobacteriaceae, incluindo Escherichia coli, Enterobacter spp.,

Klebsiella spp., Citrobacter spp., Salmonella spp. e Shigella spp. Possui ainda atividade

significativa contra bactérias de Gram-negativo nao fermentadoras da lactose, tais como,

Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia e Pseudomonas aeruginosa *. Todavia,

espécies como Morganella morganii, Proteus spp., Providencia spp., Edwardsiella spp.,

Chromobacterium spp., Serratia marcescens, Pseudomonas mallei, Burkholderia cepacia, Legionella
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spp., Brucella spp., Campylobacter spp. e Vibrio cholerae sao naturalmente resistentes as
polimixinas uma vez que o seu alvo de agao, neste caso, o lipido A do LPS possui grupos 4-
amino-4-deoxy-L-arabinose (L-Ara4N) em substitui¢do dos grupos fosfato. Por fim, as
polimixinas nao sao ativas contra cocos Gram-negativos (Neisseria spp.), bactérias Gram-

positivas, bactérias anaerdbias, fungos e parasitas.

1.4. Uso de colistina em contexto de Medicina Humana e

Medicina Veterinaria

1.4.1. Medicina Humana

Apods a sua descoberta, a colistina foi aprovada para uso humano e, por isso, foi

“ No entanto, nos anos 70 o seu uso foi

largamente usada na Europa e no Japao
reconsiderado devido a sua neuro e nefrotoxicidade apds administragao parenteral,
acabando mesmo por deixar de ser usada nos anos 80, uma vez que surgiram novos agentes
antibacterianos mais ativos e menos toxicos, como algumas quinolonas, B-lactamicos e
alguns aminoglicosideos que se tornaram fundamentais no tratamento de infegoes causadas
por bactérias de Gram-negativo 2'"*. Posto isto, durantes largos anos o uso de colistina em
humanos esteve restrito a aplicagoes topicas e oftalmicas, permanecendo a via sistémica e

2! Contudo, nos ultimos anos, a

inalatéria reservada a doentes com fibrose quistica
emergéncia de bactérias de Gram-negativo multirresistentes, em particular, P. aeruginosa, A.
baumannii e Enterobacterales, e a escassez global de novos antibidticos, levaram a
reintroducao da colistina na pratica clinica como ultima opgao terapéutica contra infegoes

provocadas por bactérias multirresistentes, em especial as produtoras de carbapenemases

21,40

A colistina esta, atualmente, aprovada sob a forma de sulfato de colistina (SC) e
colistimetato de sédio (CMS), constituindo assim duas entidades quimicas diferentes *'*'.
O SC foi o primeiro a ser utilizado na terapéutica, contudo, fruto dos efeitos nefro e
neurotoxicos decorrentes da sua administragao, foram conduzidos, posteriormente, alguns

*. Deste modo, modificacdes na

estudos que visavam a diminui¢ao da sua toxicidade
estrutura molecular levaram, em 1959, a introducao de um derivado menos toxico da
colistina, o CMS, que nao possui atividade antibacteriana, uma vez que a pH fisiologico é,

ao contrario da colistina, um polianiao, sendo por isso, considerado um pro-farmaco, que
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devido a sua instabilidade in vivo é convertido em colistina farmacologicamente ativa através

de uma reacio de hidrélise *'*,

O SC poder ser administrado quer por via oral, quer por via topica. No primeiro caso,
e, uma vez que o SC nao sofre absorgao ao nivel gastrointestinal, a sua administragao é util
no tratamento de infegOes intestinais devido a sua agao bactericida local. Por sua vez, a
administragao tépica de SC estd indicada no tratamento de infegoes cutaneas causadas por

bacilos Gram-negativo ****,

Quando se pretende uma administragao por via parenteral, isto € intravenosa,
intramuscular, intratecal (no caso de meningites) ou intraventricular (no caso de
ventriculites) é utilizada a colistina na forma de pro-farmaco, ou seja, o CMS *. No entanto,
a administragao intramuscular é pouco utilizada na pratica clinica dado que a sua absorgao
é variavel e porque pode ser muito dolorosa *. A sua administragao por via intravenosa ou
intramuscular esta reservada ao tratamento de infe¢oes nosocomiais graves, pneumonias
associadas a ventilagdo mecanica e infecoes broncopulmunares em doentes com fibrose

quistica.

Finalmente, ambas as formas, SC e CMS podem ser administradas por via inalatoria,
através de aerossoloterapia, no tratamento de infe¢oes pulmonares cronicas por P.
aeruginosa em doentes com fibrose quistica. Contudo, o uso de SC estd associado a maiores

taxas de broncoconstricio ***.

Além do uso na populagao adulta, a colistina tem sido também usada para o tratamento
de infe¢oes por bactérias de Gram-negativo multirresistentes em pediatria, uma vez que

esta se mostrou segura e eficaz, desde que monitorada a fungio renal do doente **.

Portanto, com a reintrodugao da colistina na terapéutica, o seu uso, atualmente, devera
ser, apenas, considerado no tratamento de infe¢oes causadas por bactérias de Gram-
negativo resistentes aos agentes antimicrobianos disponiveis, apos confirmagao através de
testes de suscetibilidade in vitro adequados. Do mesmo modo, o recurso a colistina parece
ser uma opgao viavel no tratamento de doentes com infegoes causadas por bactérias de
Gram-negativo com suscetibilidade, in vitro, a outros agentes antimicrobianos, quando o

tratamento com estes agentes se revela ineficaz *’.

Pagina| 10



1.4.1.1. Neurotoxicidade e nefrotoxicidade associada a colistina

A colistina é um farmaco com estreita margem terapéutica, estando assim a sua
.. ~ . . ;. 46 .
administragao comumente associada a efeitos toxicos ™. Os efeitos adversos decorrentes
da utilizagdo da colistina na terapéutica estio mais relacionados com a administragao
parenteral do farmaco e traduzem-se essencialmente em nefrotoxicidade e
neurotoxicidade podendo, contudo, a toxicidade pulmonar também ocorrer quando

administrada por via inalatéria, ainda que menos frequentemente ***.

A nefrotoxicidade é o evento adverso mais comum e inclui, principalmente, a necrose
tubular aguda manifestada através do decréscimo da cleareance da creatinina e aumento dos
niveis serologicos de ureia e creatinina, no entanto, a hematuria, proteinuria, oligiria sao

outras manifestagdes clinicas da toxicidade renal causada pelo uso de colistina *****.

As taxas de incidéncia de nefrotoxicidade sao muito variaveis devido aos diferentes
critérios existentes para a definicao de insuficiéncia renal, ao regime posologico adotado
(duragao e doses de colistina administradas), a administragao concomitante de outros
farmacos potencialmente nefrotdxicos (anti inflamatorios nao esteroides, aminoglicosideos
ou vancomicina) e a fatores relacionados como o doente (idade, sexo e patologias renais
associadas) ¥. No entanto, quando comparadas, as taxas de ocorréncia de nefrotoxicidade
de estudos mais recentes sao inferiores as taxas encontradas nos estudos mais antigos. Tal
facto deve-se a diminuigao das impurezas quimicas presentes nas formulagoes de CMS, a
uma melhor e mais apertada monitorizagao de doentes nas unidades de cuidados intensivos

e a ndo administragdo concomitante de outros firmacos potencialmente nefrotéxicos **%.

Em conclusao, a nefrotoxicidade induzida pela administragao de colistina envolve o seu
acumulo substancial nas células tubulares renais, stress oxidativo, inducao de danos no

DNA e apoptose *.

Apesar de menos comum que a toxicidade renal, a neurotoxicidade estd, também,
associada ao uso de colistina **. Deste modo, as manifestacdes clinicas da neurotoxicidade
sao, geralmente, menos severas, sendo a parestesia periférica e facial a mais frequente *'.
Todavia, fraqueza muscular, tonturas, vertigens, alucinagoes, convulsoes, disturbios visuais,
surdez parcial, confusiao, ataxia, letargia e bloqueio neuromuscular constituem outras
manifestagdes clinicas *****. O bloqueio neuromuscular pode, por sua vez, levar a casos de

insuficiéncia respiratéria ou apneia, contudo estes fenémenos sio muito raros *'.
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Tanto a neurotoxicidade como a nefrotoxicidade sao considerados dose dependente e
geralmente reversiveis apos a suspensao atempada do farmaco, existindo, contudo, relatos,

ainda que escassos, de nefrotoxicidade irreversivel apds interrupgao do tratamento .

1.4.2. Medicina veterinaria

Apesar do uso restrito e descontinuado em medicina humana, a colistina continuou a
ser amplamente utilizada em medicina veterinaria durante décadas, nao sé no tratamento
de doengas infeciosas, mas também na sua profilaxia e metafilaxia em paises asiaticos,
europeus e norte americanos. No que respeita a producao industrial de animais produtores

de alimento e aquacultura a colistina foi, também, usada como promotor de crescimento.

De facto, a produgao animal é uma atividade extremamente dinamica, influenciada por
diversos fatores, nos quais se inclui o crescimento demografico. Deste modo, o aumento
da populagao tem como consequéncia o aumento da necessidade e procura de produtos
de origem animal forgando, assim, a otimizacao dos sistemas de criagao, nutricao e saude
animal “*°, O uso de antibiéticos com as finalidades ji referidas assumiu, neste contexto

de otimizagio da produgio de animais em regime intensivo, um papel fundamental °'.

A colistina tem sido usada em diversas espécies animais, incluindo suinos, aves, bovinos,
ovinos, caprinos e coelhos. Nos paises pertencentes ao Espago Econémico Europeu a sua
utilizagao em animais foi autorizada na década de 1950 e na época tinha como principais
indicagoes o tratamento e a prevengao da diarreia em suinos causada por E. coli e Salmonella
Spp., 0 tratamento da diarreia neonatal em leitoes e bezerros causada por E. coli bem como
o tratamento da colibacilose leve em aves **. Nio obstante, em alguns paises asiaticos,
onde se inclui a China, india, Japao e Vietname, a colistina foi também administrada como
aditivo nas ragoes animais com a finalidade de promogao do crescimento, melhorando a
eficiéncia alimentar e o ganho de peso corporal em animais produtores de alimento **2,
Situagao semelhante aconteceu nos Estados Unidos da América (EUA), onde o uso de
colistina foi aprovado pela Food and Drug Administration e no Brasil onde, também, a colistina

foi adicionada a ragao como promotor de crescimento na pecudria, principalmente em

suinos e aves destinadas ao consumo humano 2.

O uso de colistina como promotor de crescimento tornou-se, portanto, pratica comum

por todo o mundo. Na China, em 2015, registaram-se as maiores taxas de utilizagao de
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colistina no setor agropecuario. Ainda assim, na Europa, em 2013, as polimixinas
constituiram o quinto grupo de antimicrobianos com maior nimero de vendas, sendo a
colistina responsavel por 99,9% dessas vendas. As formulagdes para administragao oral
constituiam a grande maioria do consumo de polimixinas em animais de produgao uma vez
que estas formulagoes apresentam como vantagem o facto de poderem ser administradas
oralmente na alimentagio e na 4gua ***. Tal pritica envolve, portanto, o tratamento de
todos os animais de uma mesma produgao, resultando na administragao de colistina quer a

animais doentes quer a animais saudaveis — metafilaxia **.

Nas aquaculturas, a colistina também tem sido usada com o intuito de prevenir as

infe¢oes causadas por bactérias de Gram-negativo.

Estao, ainda, disponiveis formula¢coes auriculares e oftilmicas de colistina em
monoterapia ou em combinagao com outros agentes antimicrobianos destinadas a animais
de companhia cujo uso &, praticamente, negligenciavel quando comparado como os animais

de produgio “.

O uso massivo de colistina teve como consequéncia a emergéncia e disseminagao de
estirpes bacterianas resistentes a colistina quer comensais, quer patogénicas, presentes no
trato intestinal de animais de produgao. Por sua vez, estas bactérias resistentes podem
colonizar a microbiota humana fluindo através da cadeia alimentar por manipulagao e/ou
consumo de produtos alimentares contaminados ». Aliado ao seu uso massivo, o facto de
a colistina ser pouco absorvida e, portanto, possuir baixa biodisponibilidade oral torna os
efeitos colaterais sistémicos decorrentes da sua exposi¢ao praticamente negligenciaveis,
reforcando a emergéncia de resisténcia como resultado da pressao seletiva sobre a

microbiota intestinal 3

. Por conseguinte, em 2006 a Uniao Europeia (UE) comecou a
implementar restrigoes ao uso de colistina, proibindo a suplementagao da ragao animal com
antibiéticos com o objetivo de promogao do seu crescimento. Do mesmo modo, em 2014,
comecaram a ser obrigatorios testes de suscetibilidade a colistina em bactérias isoladas a
partir de animais de produgao através de programas de monitorizagao nacional. Finalmente,
em 2016, a Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) recomendou o uso de colistina
apenas para fins de tratamento ou metafilaxia em animais produtores de alimento,
proibindo o seu uso profilatico estando o seu uso restrito e apenas indicado no tratamento

de infecoes entéricas causadas por E. coli nio invasiva *°. A abordagem da resisténcia a

colistina segundo a perspetiva de Uma S6 Saude teve como principal foco a limitagao do
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seu uso em animais de produgao, verificando-se assim uma quebra de 54% nas vendas de
polimixinas no setor veterinario entre 2011 e 2018 ». Ainda assim, em 2020, 6 paises, nos
quais se inclui Portugal, mantém consumos de polimixinas acima do limite recomendado

pela EMA *.

Esta necessidade de preservagao da eficacia da colistina para o tratamento de infegoes
por bactérias multirresistentes associada a sua disseminagao de animais para humanos e a
emergéncia de novos determinantes de resisténcia, como os genes mcr, teve também
impacto nos orgaos de governagao Chineses. Assim, em 2016, o Ministério da Agricultura
Chinés proibiu o uso de colistina como promotor de crescimento na produgao animal,
estimando-se a retirada de mais de 8000 toneladas de colistina usadas como promotor de

crescimento no setor veterinario .

Finalmente, em 2019, a EMA categorizou os antibidticos utilizados em animais com o
objetivo de proceder a ao seu uso prudente e responsavel, com finalidade dltima de reduzir
o risco de resisténcia bacteriana e potenciais consequéncias para a salde publica
decorrentes do seu surgimento. A tomada de decisoes por parte dos médicos veterinarios
devera ser apoiada nesta categorizagao que fundamentalmente dividiu os antibioticos
passiveis de ser usados em animais em 4 categorias: A — evitar; B —restringir; C — precaugao;
D — prudéncia. As polimixinas a semelhanga das cefalosporinas 3* e 4* geragao e das
quinolonas estao inseridas na categoria B, isto é, o seu uso deve, sempre que possivel,
basear-se em testes de suscetibilidade antimicrobiana, devendo ser apenas considerados
quando nao existem antibioticos clinicamente eficazes nas categorias C ou D, uma vez que
os antibidticos pertencentes a esta categoria sao extremamente importantes na medicina
humana e a sua utilizagao em animais deve ser restringida de forma a mitigar os riscos para

a salde publica .

1.5. Testes de suscetibilidade a colistina e breakpoints clinicos

Apesar de ser um antibidtico antigo, com uso clinico longo e bem documentado, o
método de testagem de suscetibilidade a colistina considerado, hoje em dia, adequado foi,
somente, definido recentemente. Em primeiro lugar, é importante referir que somente o
SC devera ser considerado nos testes de suscetibilidade uma vez que, o CMS é um pro-

farmaco despromovido que qualquer atividade antimicrobiana e instavel in vitro *"*.
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Por outro lado, os classicos testes de difusao em disco nao devem ser considerados na
determinagao da suscetibilidade a colistina, uma vez que apesar de muito usados, os
didametros das zonas de inibigdo obtidas através desta metodologia pouco se relacionam
com os valores das concentragoes minimas inibitérias (CMI) obtidos usando o método de
referéncia — a microdiluigio em caldo (MDC) *. O mesmo acontece ao utilizar o método
de difusao de gradiente, em que sao utilizadas tiras impregnadas com um gradiente pré-
definido de concentragao de antibiotico, vulgarmente conhecido pelos seus nomes
comerciais, E-test ou MIC test strip, que esta, tal como com o método de difusao em disco,
associado a falsos resultados de suscetibilidade devido a fraca difusao das polimixinas no

agar 46,58

O método de referéncia, a MDC esta, contudo, associado a algumas questoes
metodoldgicas que importa clarificar. Em primeiro lugar, a colistina liga-se ao plastico, mais
especificamente ao poliestireno, devido a sua natureza anfipatica. Deste modo, e para evitar
que tal ligacao acontecesse, foram efetuados estudos adicionando um agente surfatante
como o polissorbato-80 ao sistema de teste, no entanto, o uso de agentes surfatantes nao
evidenciou melhorias no ensaio, sendo, portanto, recomendado o uso de microplacas de

> Por outro lado, a concentracio dos ides

polistireno sem a adicao de tensioativos
divalentes Ca®" e Mg** influencia a atividade das polimixinas. Acredita-se que estes catides
interajam com a membrana externa bacteriana, afetando, consequentemente a interagao
entre as polimixinas e o lipido A. Verifica-se assim, uma aparente redugao da atividade das
polimixinas em concentragdes mais elevadas de Ca’* e Mg”. Por este motivo, estd
preconizado na Europa pelo Comité Europeu de Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana
(EUCAST) e nos EUA pelo Instituto de Padroes Clinicos e Laboratoriais (CLSI) o uso de
Caldo Mueller-Hinton com ajuste de catioes (MHCA) para uma concentragao final de 20-

25 mg/L de Ca** e 10-12,5 mg/L de Mg** nos testes de suscetibilidade a polimixina B e

colistina *.

Nos laboratoérios de microbiologia clinica a MDC de é uma técnica de dificil adaptagao,
uma vez que € uma técnica morosa, dispendiosa, manual e requer o uso de solu¢oes de
antibidtico recém-preparadas ou congeladas (as quais acarretam erros inerentes a sua
preparagao), optando-se muitas vezes pelos métodos referidos anteriormente ou por
dispositivos semiautomatizados, tal como Vitek2 ou Phoenix, apesar dos problemas acima
mencionados ***%. Todavia, os métodos de detecio fenotipica nio permitem distinguir qual

o mecanismo subjacente a resisténcia a colistina, existindo, portanto, a necessidade de
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aplicagado de métodos genotipicos, apos realizagio dos testes de suscetibilidade com o
objetivo de preceder a sua identificagao. A detegao genotipica baseia-se em métodos de
reacao em cadeia da polimerase, em inglés polymerase chain reaction (PCR) e sequenciagao
do genoma completo (WGS), do inglés whole genome sequencing. O WGS permite identificar
todos os genes de resisténcia a antimicrobianos, no entanto ainda nao esta adaptado para
a rotina laboratorial. Futuramente, este sera o método mais eficaz na detecao de genes de
resisténcia a colistina, incluindo os genes mcr *°. Em contrapartida, os métodos de detegio
por PCR apresentam algumas limitagoes, em parte, devido a sua amplificagao seletiva apenas
da sequéncia-alvo conhecida. Deste modo, e em particular no caso dos genes de resisténcia
a colistina mediada por plasmideo, se um organismo possuir novos genes ou mutagoes nos

genes mcr, o método de PCR por si s6 pode nio ser capaz detetar essa informagio .

Finalmente, no que concerne a definicao de breakpoints de suscetibilidade, verifica-se
uma certa dificuldade no consenso entre o EUCAST e CLSI *'*. Os primeiros breakpoints
baseados no método de disco difusao foram publicados em 1976 pelo CLSI, acabando por
ser removidos aquando a retirada da colistina da pratica clinica, em 1980, devido aos seus
efeitos toxicos. Em 2010, o EUCAST estabelece os breakpoints da colistina para
Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp. devido a crescente emergéncia de

¢, Atualmente, ndo existem breakpoints

bactérias de Gram-negativo multirresistentes
definidos com base no diametro das zonas de inibicao obtidas através do método de difusao
em disco por nenhuma das duas organizagoes, uma vez que este método de avaliagao de
suscetibilidade nao é o recomendado. Existem, portanto, breakpoints para CMI baseados no
método de referéncia a MDC, no entanto estes diferem entre as duas organizagoes. No
caso das normas do CLSI de 2022 a categoria “suscetivel” foi removida e isolados de
Enterobacterales, Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp com valores de CMI <2mg/L sao
considerados “intermédios” ao passo que nas normas do EUCAST de 2022 os valores de
CMI que definem os breakpoints encontram-se entre parenteses devido a necessidade de
distinguir bactérias com ou sem mecanismos de resisténcia adquiridos. Assim, para

Enterobacterales e Acinetobacter spp. podemos encontrar como breakpoint CMIs de <(2)mg/L

e para Pseudomonas spp. <(4)mg/L >

Com a descoberta dos genes mcr em plasmideos transferiveis surgiu a necessidade de
desenvolvimento de métodos de detegao rapidos e eficazes. Atualmente, tal como referido
anteriormente, a MDC ¢é o uUnico método fenotipico recomendado e os métodos

genotipicos, embora considerados padrao, requerem equipamento especifico e complexo,
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bem como, pessoal especializado. Desta forma, novos métodos de detegao fenotipica tém
sido propostos, alguns deles baseados no crescimento em meios de cultura como
CHROMID® Colistin R, Superpolymyxin™, CHROMagar™ COL-APSE, outros baseados
no crescimento bacteriano quer na presenca, quer na auséncia de colistina como o teste
Rapid Polymyxin NP, Colispot e predifusao em disco e ainda métodos imunoenzimaticos

de detegao de isolados produtores de MCR ***,

1.6. Mecanismos de resisténcia a colistina em bactérias de Gram-

negativo

As bactérias possuem a incrivel capacidade de desenvolver diversos mecanismos de
protecao e adaptagao aos estimulos ambientais adversos a que siao sujeitas. Perante a
exposicao a agentes antimicrobianos como as polimixinas, as bactérias, acabam por
desenvolver mecanismos de resisténcia, os quais, neste caso em especifico, tém como
principal objetivo impedir a interagio eletrostética entre as polimixinas e o LPS *. Antes da
década de 2000, a detecao de bactérias resistentes a colistina em ambiente clinico era um
fendomeno raro, em parte devido ao seu pouco uso até a época . Contudo, a rapida
emergeéncia e disseminagao de resisténcia a colistina verificada em Enterobacterales quer de
origem humana, quer de origem animal, dificilmente poderia ser justificada somente por
mecanismos codificados cromossomicamente (genes phoPQ, pmrAB, and mgrB), os quais nao

267 Este crescimento

sao, geralmente, transferidos horizontalmente entre bactérias
abrupto de bactérias resistentes a colistina, principalmente no continente asiatico, levou a

descoberta do gene mcr-1¢.

A resisténcia a colistina pode ser explicada por diversos mecanismos, embora variem
conforme a espécie bacteriana, traduzem-se, essencialmente, na perda total do LPS ou em
modificagdes covalentes do lipido A do LPS, quer através da adicio de grupos
fosfoetanolamina (pEtN) e 4-amino-4-desoxi-L-arabinose (L-Ara4N) quer através da

desacilacio mediada por pagl e hidroxilagio, tal como esquematizado na Figura 1.3 **.
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Figura 1.3. Mecanismos de resisténcia as polimixinas em bactérias de Gram-negativo: perda total
ou modificagoes do Lipido A do LPS através da adi¢ao de grupos fosfoetanolamina (pEtN), 4-amino-4-desoxi-
L-arabinose (L-Ara4N), galactosamina e palmitoilagdo. Outros mecanismos incluem a formagio de capsula,
utilizacdo de sistemas de efluxo ou crescimento dependente de polimixinas. Adaptado de *.

A substituigao cationica dos grupos fosfato, que conferem carga negativa ao LPS, por L-
Ara4N ¢, nao s6 a mais comum, mas também a mais eficaz uma vez que o lipido A adquire
carga nula ao passo que na substituigao catidnica por pEtN, verifica-se a diminuigao da carga
de -1,5 para -l, o que por sua vez se traduz no desenvolvimento de resisténcia
antibacteriana, uma vez que a redugao da afinidade da colistina impede a sua ligagao a
superficie bacteriana e a sua entrada no interior da célula, onde, por sua vez, deveria

¢ Qutros mecanismos de resisténcia incluem a

exercer a sua atividade bactericida
formacao de capsula, utilizagio de bombas de efluxo ou crescimento dependente de
polimixinas (Figura 3) **%. Nenhum mecanismo de inativagio enzimatica da colistina foi,
ainda, descrito, a nao ser em isolados de P. polymyxa que produzem uma enzima capaz de

hidrolisar a colistina, a colistinase, através da clivagem da ligagao peptidica entre a cadeia
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tripeptidica lateral e o anel heptapeptidico . Além disso, verifica-se a existéncia de

resisténcia cruzada entre a colistina e a polimixina B **”°.

1.6.1. Resisténcia intrinseca a colistina

Tal como referido anteriormente, a resisténcia a colistina € um fendmeno que ocorre
naturalmente em S. marcescens, B. cepacia, Proteus mirabilis e Chromobacterium violaceum
devido a expressao do gene eptB e ao operao arnBCADTEF, os quais sao responsaveis pela
adicao dos grupos catonicos pEtN e L-Ara4N ao LPS, respectivamente, aumentando a sua
carga cationica o que leva a diminuigao da capacidade de ligagao da colistina, resultando

7! 'No caso de Proteus mirabilis

assim, na resisténcia intrinseca destas espécies a colistina.
o lipido A do LPS contém, normalmente, L-Ara4N tornando esta espécie intrinseca e
naturalmente resistente as polimixinas. Estas modificagdes no LPS em P. mirabilis estao
relacionadas com diferentes genes. O gene eptC catalisa a adicao de pEtN, ao passo que a
adicao de L-Ara4N ao LPS é mediada pelo gene galU e pelo sistema de dois componentes
rppA/rppB, capaz de ativar o operao arnBCADTEF. A inativagao de qualquer um destes genes
ou mutagoes que levem a auséncia de L-Ara4N no LPS resultam num fenétipo de
suscetibilidade as polimixinas. O operao arnBCADTEF esta, igualmente, descrito em
Morganella morganii e Serratia marcescens, o que torna ainda mais evidente o envolvimento
deste operio na resisténcia intrinseca as polimixinas . Todas as bactérias Gram-positivas

sao também intrinsecamente resistentes as polimixinas, uma vez que nao possuem

membrana externa .

1.6.2. Mecanismos de resisténcia adquirida a colistina de origem

cromossomica em Enterobacterales

A resisténcia adquirida as polimixinas em espécies naturalmente suscetiveis é
geralmente resultado de modificagoes da superficie celular bacteriana, nas quais se incluem
uma vez mais, alteragoes na estrutura do LPS, alteragdes estas que podem ser codificadas

. , ’ 67 , . .
cromossomicamente ou através de plasmideos *. Além disso, outros mecanismos de
resisténcia identificados incluem a producao e libertagao de polissacarideos capsulares, que
bloqueiam ou ligam-se as polimixinas, como acontece em alguns isolados de K. pneumoniae.
Apesar de descritos em algumas bactérias de Gram-negativo como Enterobacter spp., E. coli,

Salmonella spp. e K. pneumoniae, estes mecanismos permanecem ainda desconhecidos para
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26087 A semelhanga do que acontece nas bactérias

outras espécies bacterianas
naturalmente resistentes a colistina, estao identificados diversos operdes e genes,
codificados cromossomicamente e relacionados com a adigao de grupos cationicos pEtN e

L-Ara4N ao LPS, tal como esquematizado na Figura |.4 e sumarizado na Tabela I.1.

1.6.2.1. Sistemas de dois componentes PmrAB, PhoPQ e CrrAB e sua

regulacdo através do gene mgrB

Os sistemas de dois componentes PhoPQ e PmrAB sao responsaveis pela adicao dos
grupos cationicos ao LPS, ao passo que as enzimas que codificam os operdes sao
responsaveis por modificagdes nos genes pmrC, pmrE e nos genes reguladores do operao
arnBCDADTEF (também conhecido por pmrHFIJKLM) . As proteinas PhoQ e PmrB
possuem atividade tirosina cinase e sao responsaveis pela fosforilagio das proteinas
reguladoras PhoP e PmrA. Para além disso, o gene mgrB controla negativamente a
expressao do sistema de dois componentes PhoPQ (Figura 1.4). No que respeita a sintese
e adicao de L-Ara4N ao LPS, esta ocorre pela ativagao da expressao génica de

arnBCDADTEF e pmrE 7,

O operao pmrCAB codifica trés proteinas: a proteina PmrA reguladora de pEtN;
proteina cinase PmrB ligada & membrana citoplasmitica; e fosfotransferase PmrC >7*, O
sistema de dois componentes PmrAB ¢é ativado por diversos estimulos, como baixo pH,
elevada concentragio de ido férrico Fe’*, exposicio ao aluminio (AI’") e presenca de
peptideos antimicrobianos catidnicos ">’*. Assim, a proteina PmrB é responsavel pela
ativagao de PmrA por fosforilagao, que por sua vez ativa a regulagao dos operdes pmrCAB
e arnBCDADTEF e o gene pmrC ou pmrE, resultando na adicio de pEtN e L-Ara4N,
respetivamente, ao lipido A do LPS (Figura 1.4) *”. Mutagdes ao nivel dos genes pmrA/pmrB
resultam numa indugao dos operoes pmrCAB e arnBCDADTEF e do gene pmrE e pmrC,
levando a resisténcia a colistina tal como descrito em K. pneumoniae ’°, S. enterica 7,
Enterobacter aerogenes ® e E. coli . Por sua vez, o sistema de dois componentes PhoPQ
constituido pela proteina reguladora PhoP e pela proteina PhoQ com atividade cinase, é
ativado e protege a bactéria de baixas concentragoes de calcio e magnésio, baixo pH e da
presenca de peptideos antimicrobianos catidnicos "*’>. A ativagio deste sistema resulta na
modificagao do lipido A através de duas vias. Primeiro, a proteina PhoP é fosforilada por

PhoQ que por sua vez, ativa a transcrigao do operao anrBCDADTEF, levando a modificagao
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do lipido A através da adicao de L-Ara4N. Segundo, a proteina PhoP é indiretamente
responsavel, através da proteina conectora PmrD, pela ativagao da proteina PmrA, que
subsequentemente ativa a transcricao do operao anrBCDADTEF e a sintese de pEtN, o
qual é transferido para o lipido A (Figura 1.4) % Finalmente, est4 ainda descrito que em
S. enterica a ativagao de PhoP desencadeia a ativagao de Pagl que medeia a desacilagao do
lipido A. Mutagoes nos genes phoP/Q que levam a expressao constitutiva deste sistema
estao identificadas em K. pneumoniae, E. coli e S. enterica estao relacionadas com a resisténcia

adquirida a colistina **®"%,

O gene mgrB, também representado na Figura 1.4, codifica uma proteina
transmembranar responsavel pela regulagio dos sistemas de dois componentes PmrAB e
PhoPQ. Esta regulagao é conseguida através de um mecanismo de feedback negativo, no
qual é inibida a atividade cinase da proteina PhoQ *®. Porém, a inativagio ou a ocorréncia
de mutagoes no gene mgrB resulta na sobre-expressao do operao PhoPQ e consequente
ativagio do operao arnDCDTEF, levando a produgio excessiva de L-Ara-4N e sua
posterior adigio ao LPS %, Estdo, j4, identificadas varias mutagdes que consistem na
substituicao de aminoacidos na proteina MgrB, ou até mesmo na sua delegao completa,
resultando num fendtipo de resisténcia a colistina em bactérias de Gram-negativo, em

particular em K. pneumoniae, K. oxytoca e E. coli *%.
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Figura |.4. Modificacio do LPS em Enterobacterales. Mecanismos de resisténcia a colistina codificados
cromossomicamente e mediado por plasmideo ditam alteragGes estruturais no lipido A do LPS através da
adicio de pEtN e L-Ara4N em Enterobacterales. Sob a forma de uma estrela vermelha estdo representadas as
mutagSes que levam a expressao constitutiva destes sistemas.

Finalmente, o sistema de dois componentes CrrAB é responsavel pela modulagao do
sistema PmrAB em K pneumoniae e Enterobacter spp ®. Tal como os sistemas de dois
componentes descritos anteriormente, este sistema € constituido por duas proteinas, a
proteina reguladora CrrA e a proteina cinase CrrB ¥. Mutagdes na proteina CrrB estio
associadas a resisténcia a colistina em K. pneumoniae, uma vez que, esta proteina mutada
regula a expressao dos genes crrAB que codificam uma proteina do tipo glicosiltransferase,
que por sua vez é responsavel pela modificagao do lipido A. Por outro lado, estas mutagoes
em CrrB, normalmente associadas ao aumento da ativacao por fosforilagao de CrrA, levam
indiretamente a sobre-expressao do operao PmrAB, que por seu turno promove a ativagao
do operao arnBCDADTEF e dos genes pmrC e pmrE, traduzindo-se na resisténcia a colistina
através da sintese excessiva e adigao de L-Ara-4N e pEtN ao lipido A da membrana externa
bacteriana ¥*. Além disso, os sistemas de dois componentes CrrAB e PmrAB estio
conectados através da proteina CrrC. portanto, mutagoes em CrrB, resultam também, num

aumento da expressio de CrrC (Figura |.4) ®
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Tabela I.1. Resisténcia adquirida a colistina: determinantes de resisténcia e mecanismo associado em
alguns dos membros da familia Enterobacteriaceae.

Determinante/

Espécie Mecanismo de resisténcia Ref.
Gene
Modificagio do lipido A por ativagio do operio 668930
pmrA/pmrB arnBCADTEF e genes pmrC e pmrE
Modificagdo do lipido A por ativagio do operdo o
phoP/phoQ arnBCADTEF e pmrAB por pmrD
arnBCADTEF Modificagao do lipido A por adigdao de L-4AraN Y
. Sobre-expressio de phoPQ e activagio do operio 8.1
E. coli merB arnBCADTEF
acrAB Bomba de efluxo ?
IpxM Modificagao do lipido A por adigao de L-4AraN *
pmrC/E Modificagao do lipido A por adigao de pEtN e
mer-1 a -9 Fosfoetanolamina transferase e
arnBCADTEF Modificacio do lipido A por adicio de L-4AraN e
Modificagdo do lipido A por ativagio do operdo 90.96.97
pmrA/pmrB arnBCADTEF e genes pmrC e pmrE
Modificagio do lipido A por ativagio do operio 21.66
. phoP/phoQ arnBCADTEF e pmrAB por pmrD
S- enterica Pagl Desacilagao do lipido A 668
IpxM Modificacdo do lipido A por adicio de L-4AraN *
pmrC/E Modificagao do lipido A por adigao de pEtN .
mcr-1,-2,-3,-4,-5 e -9 Fosfoetanolamina transferase 14100
Modificagio do lipido A por ativagio do operio 768687
pmrA/pmrB arnBCADTEF e genes pmrC e pmrE
Modificagdo do lipido A por ativagio do operio 9B3R6ET
phoP/phoQ arnBCADTEF e pmrAB por pmrD
arnBCADTEF Modificacio do lipido A por adicio de L-4AraN e
merB Sobre-expressio de phoPQ e activagio do operido g4gs.101
g arnBCADTEF
. Ativacao da glicosiltransferase; sobre-expressao de 88
K. pneumoniae crrB pmrAB
ramA Modulagao da biossintese do lipido A o
acrAB; KpnEF Bombas de efluxo 87,103,104
IpxM Modificagao do lipido A por adigao de L-4AraN *
pmrC/E Modificagio do lipido A por adicio de pEtN el
mcr-1,-3,-7 e -8 Fosfoetanolamina transferase 225,108
Modificagdo do lipido A por ativagio do operdo 7
pmrA/pmrB arnBCADTEF
Modificagio do lipido A por ativagio do operio 107
Enterobacter PhOP/Pth arnBCADTEF
spp. arnBCADTEF Modificagao do lipido A por adigao de L-4AraN o8
pmrC Modificacio do lipido A por adicio de pEtN v
mcr-1,-4,-5,-8,-9 e -10  Fosfoetanolamina transferase 10112
P 113,174
C:troch ter mcr-le -9 Fosfoetanolamina transferase
freundii
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1.6.2.2. Mutacdo nos genes cromossémicos responsaveis pela

biossintese do LPS - ramA, IpxA, IpxC, IpxD e IpxM

A expressao génica relacionada com a biossintese do LPS em Citrobacter spp.,
Salmonella spp., K. pneumoniae e Enterobacter spp. € modulada pelo gene ramA que consiste
em trés subgenes: ramA, romA e ramR, em que os genes ramA e romA sio regulados
negativamente por ramR (repressor) '®>'"*, Deste modo, o aumento da expressao dos genes
ramA resulta na modificagao do LPS, o que consequentemente leva a resisténcia a colistina
'% Virios outros genes estao implicados na biossintese do lipido A, nos quais se incluem
os genes IpxA, IpxC, IpxD, IpxB, IpxK, IpxL, IpxM e IpxO '". Mutagdes nos genes IpxA, IpxC e
IpxD causam a perda total do LPS em A. baumannii resultando na resisténcia a colistina em

A. baumannii "'

, a0 passo que mutagoes no gene IpxM estao associadas ao aumento da
acilagao do lipido A, facilitando a sua modificagao posterior através da adicao de L-Ara4N

em E. coli, S. enterica e K. pneumoniae *.

1.6.2.3. O papel da capsula e das bombas de efluxo na resisténcia a

colistina

A superprodugao e deposicao de polissacarideos capsulares (PSC) anidnicos impede
que as polimixinas cationicas, incluindo a colistina, atinjam o seu alvo na membrana externa
bacteriana *. O nimero de camadas que constituem a cpsula bacteriana est4 diretamente
relacionado com o nivel de resisténcia, isto é, bactérias com varias camadas de PSC, como
K. pneumoniae, sio mais resistentes a colistina que aquelas com menos camadas '"’. Além
disso, a expressao nao regulada da sintese de PSC em K. pneumoniae é responsavel pelo
aumento da resisténcia a colistina, pois verifica-se a diminuicdo da sua interagao

''|_ Por outro lado, estio descritos algumas proteinas

eletrostatica com o lipido A
membranares cuja fungao € a regulagao da formagao de capsula, como por exemplo: Cpx
(expressao de pilus conjugativo) e Rcs (regulador da sintese de capsula), os quais por sua
vez estao envolvidos na ativagao da bomba de efluxo KpnEF e sistema PhoPQ,
respetivamente ''*'%, Finalmente, o gene ugd est4 envolvido na biossintese e montagem de

PSC e L-Ara4N e como tal, estd também, envolvido na resisténcia a colistina '*"'%,

Alguns estudos sugerem ainda o envolvimento de bombas de efluxo na resisténcia a
colistina '?. Bombas de efluxo como KpnEF, AcrAB e proteinas Sap estio descritas em

Enterobacterales e a sua ativagio esta associada ao aumento da resisténcia a colistina '®'%,
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A bomba de efluxo KpnEF faz parte do sistema de regulagao Cpx e esta associada a
resisténcia nao so a colistina, mas também rifampicina, ceftriaxona e eritromicina. Mutagoes
nesta bomba de efluxo, normalmente implicam maior suscetibilidade a colistina, de tal modo
que é estimada a redugio do valor da CMI em duas vezes '®. Por outro lado, na bomba de
efluxo AcrAB, que é parte do complexo AcrAB-TolC, um sistema responsavel pelo efluxo
de diversos antimicrobianos, estao descritas mutagoes em E. coli que levam ao aumento da
suscetibilidade & colistina em cerca de 8 vezes '**. O envolvimento das bombas de efluxo
na resisténcia a colistina &, também, evidenciado com o uso de inibidores das bombas de

efluxo, uma vez que se observa uma reducio da CMI em isolados resistentes a colistina '?.

1.6.3. Resisténcia a colistina mediada por plasmideo: breve

caracterizacdo genética do gene mrc-|

Inicialmente identificado na China em 2015, e posteriormente, em Africa, Europa e
América, o gene mcr-1, responsavel pela resisténcia a colistina mediada por plasmideo, foi
descrito em isolados de E. coli de origem animal, no decorrer de um programa de

monitorizacio da resisténcia antimicrobiana %%

. O rapido aumento da resisténcia a
colistina evidenciado durante este programa levou ao estudo mais aprofundado destas
estirpes, e, uma vez que, os mecanismos cromossomicos dificilmente seriam responsaveis
por esta rapida emergéncia, foi colocada a hipotese desta resisténcia estar codificada num
plasmideo ***. Assim, o gene mcr- foi identificado num plasmideo conjugativo do tipo Incl2,

apos a sua sequenciagao completa, tal como mostrado na Tabela 1.2 .

O gene mcr-1 codifica uma fosfoetanolamina transferase, enzima que catalisa a adigao
de grupos pEtN ao lipido A do LPS, de modo similar aos mecanismos codificados
cromossomicamente descritos anteriormente, tal como esquematizado na Figura 1.4 *. A
expressao destes genes € capaz de induzir resisténcia a colistina em diferentes espécies
bacterianas, em particular em enterobactérias, tal como sumarizado na Tabela |.1, sem que
estas apresentem qualquer outro tipo de mecanismo de resisténcia associado as polimixinas
2!, Os ides zinco sio essenciais para o funcionamento da enzima MCR- I, embora os locais

de ligagdo bioldgicos do zinco ndo estejam totalmente identificados '>.

A descoberta deste gene foi, e é objeto de grande preocupagao global, essencialmente
porque, a colistina é, atualmente, considerada terapéutica de tltima linha no tratamento de

infecoes por bactérias multirresistentes e, por outro lado, porque este gene foi encontrado,
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nao s em isolados de diferentes espécies bacterianas provenientes de animais de produgao,
mas também, em isolados clinicos provenientes de habitantes da mesma area geografica
onde foi pela primeira vez detetado, evidenciando, assim, a sua capacidade de disseminagao

através de mecanismos de transferéncia horizontal de genes *.

Apos a sua descoberta, e, através de varios programas de monitorizagao e avaliagao da
resisténcia antimicrobiana, que foram instituidos desde entao, foram descritos pela primeira
vez varios genes homologos ao gene mcr-1, codificados em diferentes tipos de plasmideos,
ubiquamente distribuidos por cinco dos sete continentes, em diferentes espécies
bacterianas, provenientes de diversas fontes, tal como mostrado na Tabela |.2. Atualmente,
estao identificadas 10 familias de genes mcr com mais de 100 variantes descritas e
depositadas no GenBank, tendo sido proposta a sua nomenclatura em 2018 '*. Através da
Tabela 1.2 é possivel constatar que o gene mcr-3 € o que apresenta maior nimero de
variantes, seguido do mcr-I, com 4| e 36 variantes descritas até ao momento,
respetivamente. Os genes mcr-2 e -4 apresentam, respetivamente, oito e 7 variantes; os
genes mcr-8 e -10 apresentam cinco variantes e nos genes mcr-5 e -9 estao descritas 4

variantes. Finalmente, apenas uma variante esta descrita para os genes mcr-6 e -7.

Baseado nestes estudos de vigilancia epidemioldgica, é defendida a hipotese de o gene
mcr-1 ter, inicialmente, surgido em animais, particularmente em suinos e bovinos, e
posteriormente se tenha disseminado para humanos. Tal hipotese é sustentada no facto de
o nimero de isolados provenientes de humanos ser consideravelmente inferior quando
comparado com os isolados obtidos a partir de animais e no facto de a colistina ter sido
amplamente usada em animais '”. Além disso, importa ainda realcar que E. coli parece
constituir o principal reservatério destes genes, quer os isolados sejam de origem animal,
humana ou ambiental, e sua a disseminagdo e ampla distribuicado por todo o mundo
comegou muito antes da sua primeira detegao e identificagao, muito provavelmente devido

a sua localizagdo em plasmideos conjugativos, tal como mostrado na Tabela 1.2 *'7.

Os genes mcr, tal como referido anteriormente, tém sido identificados numa grande
variedade de plasmideos, como Incl2, IncX, IncP, IncN, IncFll e IncHI2, embora alguns sejam
mais prevalentes em determinadas regioes geograficas que outros, a distribuicao ubiqua

destes genes é, em grande parte, devida 2 mobilizagio de diferentes tipos de plasmideos *.
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Tabela 1.2. Identificacdo dos primeiros genes mcr-1 a -10. Espécie bacteriana, origem, data de
isolamento e detegdo, tipo de plasmideo e variantes descritas até ao momento dos primeiros genes mcr
identificados.

Gene Espécie Fonte do Pais Anode Anode Plasmideo Variantes Ref.
Isolado detecdao isolamento descritas
mcr-1.1 -
mer-1 Escherichia coli Suino China 2015 2011-2014 Incl2 2
mcr-1.36
Suino mcr-2.1 -
mcr-2 Escherichia coli Bélgica 2016 2011-2012 IncX4 128
Bovino mcr-2.8
mcr-3.1 -
mcr-3 Escherichia coli Suino China 2015 2015 IncHI2 129
mcr-3.41
Salmonella enterica
mcr-4.1 -
mcr-4 serovar Suino Italia 2016 2013 ColEjo 130
mcr-4.7
Typhimurim
Salmonella enteria Aves de mecr-5.1 -
mcr-5 Alemanha 2017 2011-2013 ColE 131
serovar Paratyphy B capoeira mer-5.4
Moraxella Gra-
mcr-6 Suino 2017  2014-2015 * mer-6. 1 132
pluranimalium Bretanha
Klebsiella
mcr-7 Frango China 2017  2010-2015 Incl2 mcr-7.1 106
pneumoniae
Klebsiella mcr-8.1 -
mcr-8 Suino China 2018 2015-2017 IncFll %
pneumoniae mcr-8.5
Salmonella
mcr-9.1 -
mcr-9  enterica serovar Homem USA 2019 2010 IncHI2 133
mcr-9.4
Typhimurium
Enterobacter mecr-10.1 -
mcr-10 Homem China 2019 2016 IncFIA 109
roggenkampii mcr-10.5

* = Localizado no cromossoma

O gene mcr-1 é, frequentemente, identificado associado a sequéncia de insergao ISApl|,
a qual parece desempenhar um papel importante na sua mobilizagao e disseminagao. A
sequéncia de insergao ISApll é um elemento genético movel, pertencente a familia 1S30 e
foi identificado pela primeira vez em Actinobacillus pleuropneumoniae, um bacilo Gram-
negativo pertencente a familia Pasteurellaceae e agente etiologico da pleuropneumonia
fibrinosa em suinos '**. Esta sequéncia de inser¢do codifica uma transposase, e normalmente
esta localizada a montante e/ou a jusante do gene mcr-1, podendo, entao, desempenhar um

papel fundamental na sua translocagao para o plasmideo, tal como representado na Figura

I 5 134-137
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RIE RID

ISApl1 ISApl1
a mecr-1 - pap2
AT CG
ISAp/1
b - mcr-1 - pap2
c - mcr-1 - pap2 —
ISApI1
d - mcr-1 - pap2 |

4————— 2609 pb ——

Figura 1.5. Ambiente genético do gene mcr-I. O gene mcr-| é mobilizado pela ISAplI presente no
transposao composto Tn6330. As setas indicam a diregao de transcricao. As abreviaturas RIE e RID significam,
respetivamente, repeticao invertida a esquerda e repeticao invertida a direita. Os dinucleotideos conservados
e adjacentes as copias localizados a montante (AT) e jusante (CG) da sequéncia ISApll estio também
representados. (a) Estrutura completa do transposdo composto com duas copias de ISApIl (Tn6330). (b)
Estrutura apenas com uma cépia de ISApll a montante do gene mcr-1. (c) Estrutura sem ambas as copias do
ISApll. (d) Estrutura apenas com uma copia de ISApll a jusante do gene mcr-I. As estruturas estdo
representadas por ordem cronoldgica de identificagdo.

Esta organizagao e envolvimento da sequéncia ISApl/l na mobilizagao do gene mcr-1
esta patente em varios exemplos descritos na literatura, nos quais se inclui a primeira

I22

identificagdo e caracterizagdo do gene mcr-I “*. Assim, por exemplo, um transposao

composto Tné330, constituido pelo gene mcr-1 localizado entre duas copias da sequéncia

138 Outro estudo

ISAplI foi descrito num clone ST57 de E. coli isolado a partir de galinhas
recente revelou que uma elevada percentagem de isolados de E. coli provenientes de frangos
eram simultaneamente portadores de mcr-I e ISApll'”. A transposicio de ISApllestd
também descrita em plasmideos do tipo IncHI2, Incl2, IncP e IncX4 **'*'* Contudo em
alguns estudos o gene mcr-l estd associado apenas a uma cépia de ISApl/l na sua
extremidade 5’ ao passo que noutros estudos se verifica a sua total auséncia (Figura 1.5b,

|.5c e 1.5d) "*. Tal facto pode ser explicado com base na capacidade de excisio de uma

copia da sequéncia de insergao por transposicao ou por eventos de recombinagao nao
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homodloga (ligagao de extremidades nao homdlogas), apéds a transposi¢cao do transposao
composto original. Tais fendmenos tém como finalidade a estabilizagido da estrutura

genética apds a sua integragao %',

A perda de elementos ISApl/tem como consequéncia a perda da sua capacidade de
transposicao, levando subsequentemente a estabilizacao do gene mcr-I em plasmideos, o
que facilita a disseminagao generalizada do gene de resisténcia a colistina através de

plasmideos auto-transferiveis .

Acredita-se que o gene mcr-/ foi, inicialmente, mobilizado por duas copias de ISApI],
tal como esquematizado na Figura .5, a partir de um ancestral, acabando por atingir uma
ampla diversidade de plasmideos, os quais posteriormente foram transferidos para
Enterobacterales, com a consequente expressao de resisténcia a colistina. A evidéncia
cientifica atual aponta para que o gene mcr-| se tenha originado em espécies de Moraxellg,
um patogeno animal e potencial fonte de genes tipo-mcr e elementos ISApl/, uma vez que
a regiao que abrange o gene mcr-I, um segmento de ADN com 2609 pares de base, que
codifica o gene mcr-1 e uma proteina da superfamilia PAP2 apresenta 96,6% de homologia
com uma regiao do cromossoma de Moraxella sp. MSG13-C03, tal como representado na

Figura 1.5 ",

Embora o contexto genético dos diferentes alelos desta familia de genes possa ser
diferente do gene mcr-I, uma vez que, por exemplo, o gene mcr-2 estd associado a uma
sequéncia de inserc¢ao do tipo ISEc69, os genes mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5, mcr-6, mcr-
7, mcr-8, mcr-9, e mcr-10, atualmente identificados, sio todos semelhantes entre si,
homologos, e tém também em comum o facto de conferirem resisténcia a colistina sob o
mesmo mecanismo — adicao de grupos pEtN ao lipido A do LPS através da enzima

fosfoetanolamina transferase 2%'%.

1.7. Epidemiologia dos genes de resisténcia a colistina mediada

por plasmideo

A identificacao do primeiro gene de resisténcia a colistina, o gene mcr-I, em 2015,
desencadeou uma série de estudos epidemiologicos, levando subsequentemente a
descoberta de novos genes da familia mcr e de novas variantes, colocando em causa a

eficicia clinica da colistina no tratamento de infe¢des por bactérias multirresistentes %,
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Com excegao do gene mcr-6, que foi encontrado pela primeira vez no cromossoma de

2 todos os outros genes mcr foram encontrados em plasmideos

Moraxella pluranimalium
conjugativos ou plasmideos do tipo ColE mobilizaveis com plasmideos auxiliares, tal como

mostrado na Tabela 1.2 ??!%!9%128-3L133 ' A facilidade com que os genes da familia mcr sio

[S R

transferidos horizontalmente permitiu a sua disseminagao por todo o mundo, levando

-

emergéncia de uma grande variedade de espécies bacterianas com maior tolerancia

colistina *.

Os genes mcr estao bem disseminados em Enterobacteriaceae, sendo frequentemente
identificados, por ordem descrescente em E. coli, K. pneumoniae e Salmonella spp., e menos
em outras espécies de Enterobacteriaceae como Cronobacter spp., Citrobacter spp.,

Enterobacter spp., Kluyvera spp., Leclercia spp., Raoultella ornithinolytica e Shigella spp *'.

Em termos de distribuicio geografica, os genes mcr-1 e mcr-9 estao amplamente
disseminados, isto &, tém sido detetados num maior numero de paises, seguidos dos genes
mcr-3 e mcr-5. Relativamente aos genes mcr-2, mcr-4, mer-7, mcr-8 e mer-10, estes possuem
uma distribuigao mais restrita, ao passo que o gene mcr-6 apenas foi detetado no Reino

Unido 132,143

Entre os cerca de 70 paises em que os genes mcr foram detetados, em paises como a
China foram detetados oito genes pertencentes a esta familia (todos, exceto mcr-2 e mcr-
6), na Tailandia foram detetados seis, enquanto que em outros paises como Turquia, EUA,
Nigéria, Franca, Espanha, Japao, Itilia, Coreia, Republica Checa, Bélgica, Brasil, Bangladesh,
Inglaterra e Camboja para além do gene mcr-I, mais trés ou quatro genes mcr foram

detetados 7.

Varios clones de E. coli, como ST10, ST43, ST101, ST206, ST410 e ST744 tém sido
implicados na disseminacao global destes genes, especialmente o clone ST 10, uma vez que
tém sido identificados em isolados obtidos de alimentos, animais, humanos e do ambiente.
Estes clones sao geralmente encontrados em simultaneamente em isolados obtidos a partir
de animais e humanos ?. Em S. Typhimurium o clone ST34, globalmente disseminado, tem

sido, também, isolado em animais e humanos.

Em Portugal, o gene mcr-I tem sido identificado em amostras biologicas de origem
animal, nomeadamente de animais produtores de alimentos, como suinos, galinhas e

bovinos, mas também vegetais **'*. O gene mcr-1 foi detetado em estirpes de E. coli, K.
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26,145

pneumoniae, E. cloacae e S. enterica . Recentemente, os genes mcr-1 e mcr-4 foram,

simultaneamente, detetados em isolados de E. coli obtidos de uma exploragao de suinos

onde a colistina foi usada para tratamento da diarreia neonatal '*.

|1.8. Disseminacao de genes mcr: Transferéncia Horizontal de

Genes

Em contraste com a transferéncia vertical de genes, que ocorre quando um organismo
recebe material genético do seu antecessor, a transferéncia lateral ou horizontal de genes
(THG) resulta na transferéncia de informagao genética entre microrganismos da mesma
geragio, geneticamente relacionados ou nao '¥. Existem trés mecanismos principais de
THG conhecidos em bactérias: conjugacao, transformagao natural e transdugao, que
envolvem plasmideos, ADN livre e bacteriofagos, respectivamente (Figura |.6). Além disso,
os elementos genéticos moéveis (EGMs), como integroes, sequéncias de inser¢ao e

transposoes, também desempenham um papel sinérgico na disseminagao da resisténcia

148,149

A THG é o processo pelo qual a maioria das bactérias adquire genes de outras espécies,
. . . A . Ryon 150 . .
incluindo genes que conferem resisténcia aos antibidticos . Assim, a troca de material
genético é possivel quando ocorre a morte celular, ou quando células vivas o libertam

controladamente no meio ou em células adjacentes ¥

. Os diferentes genes adquiridos pela
célula recetora podem desencadear diferentes efeitos no seu genoma, desde efeitos
deletérios, no caso de aquisicio de um gene menos vantajoso, efeitos neutros, cuja sua
expressao e manuten¢ao numa populacio dependera de efeitos aleatorios, ou ainda, no
caso de conferirem uma vantagem seletiva ao novo hospedeiro, tendem nao sé a
permanecer no organismo, mas também a disseminar-se rapidamente numa populagao,
permitindo que esta rapidamente altere as suas caracteristicas fenotipicas, através da

aquisicao de novos genes e fungdes "'
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Figura 1.6. Representacdo esquematica dos trés principais mecanismos de THG. () Conjugacio;
Transducio; (© Transformacio natural. A vermelho esta representado o fragmento de ADN transferido
horizontalmente.

Em combinacao com a selegao natural a troca genética através da THG, tem como
resultado a evolugao adaptativa de uma populagiao bacteriana, no entanto, varios fatores
podem limitar a ocorréncia de THG entre bactérias "*'. Fatores como a disponibilidade de
ADN no ambiente, a proximidade fisica entre células dadoras e células recetoras, que
envolve reconhecimento especifico, as caracteristicas do proprio microambiente, o estado
de competéncia bacteriana, a especificidade na captagao de ADN, a incompatibilidade da
sequéncia de ADN para integrar o genoma do hospedeiro, a atividade dos sistemas de
restricao-modificacao do hospedeiro, a incompatibilidade de plasmideos e existéncia de
enzimas de restri¢ao, que podem degradar a cadeia de ADN por nao a reconhecerem como
fazendo parte do genoma podem limitar a THG '**'*2, Na THG por transformagio natural
o recetor desempenha um papel preponderante no sucesso do processo, ao passo que no
caso da conjugagao, esse papel parece pertencer ao dador, uma vez que no caso da
transformagao natural o recetor é, muitas vezes, responsavel por limitar a entrada e
incorporagao do novo ADN. A THG pode ocorrer sem necessidade de contato fisico entre

as duas células envolvidas, obtendo-se a chamada célula transformada. Posto isto, no caso
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da transformagao natural e da transducio se o fragmento de ADN a transferir for
cromossomico, este tem de ser capaz de recombinar com o genoma do hospedeiro. Tal
facto pode, também, ser uma limitagao a THG de fragmentos de ADN cromossémico entre

membros da mesma espécie ou de espécies relacionadas '*’.

A THG pode, por isso, promover mudangas em grande escala no genoma bacteriano,
permitindo a evolugao de genes e bactérias, o que em ultima instancia pode resultar no

surgimento de bactérias resistentes '**.

1.8.1. Conjugacao

A conjugagao é caracterizada pela transferéncia de material genético entre duas
bactérias mediada por jungoes célula a célula e um poro, através do qual o fragmento de
ADN a transferir pode passar (Figura 1.6A) '**'**. Este mecanismo de THG est4 associado

a transferéncia de plasmideos e a elementos integrativos e conjugativos.

Os plasmideos sao fragmentos de ADN circular extra-cromossdmicos com capacidade
de se replicarem autonomamente, estao presentes em quase todas as espécies bacterianas
e o seu tamanho pode variar de alguns a centenas de pares de base. Estes elementos
genéticos sao, tal como referido, responsaveis pelo aumento da diversidade genética e
podem ser transferidos entre populagoes bacterianas de estirpes diferentes, e até de

espécies diferentes, por conjugagio ou mobilizagio .

Os plasmideos podem ser
classificados em duas categorias de acordo com a sua mobilidade, ou seja por um lado
temos os plasmideos conjugativos (auto-transferiveis) que transportam toda a maquinaria
necessaria para a sua auto-tranferéncia, e por outro lado os plasmideos mobilizaveis
(transferiveis apenas na presenga de fungoes conjugativas adicionais) que apenas
transportam um gene relaxase (enzima iniciadora da replicagao), uma ou mais proteinas
acessorias auxiliares e ainda um componente oriT (origem de transferéncia), nao sendo,
portanto, capazes de se mobilizar de forma autonoma. Os plasmideos mobilizaveis, assim
como, alguns fragmentos de ADN cromossémico podem ser transferidos por conjugagao
aquando a transferéncia dos plasmideos conjugativos presentes numa mesma célula '*'*>,

Existem ainda os plasmideos nao conjugativos nem mobilizaveis, sendo que a sua

disseminagdo ocorre através de transformacio natural ou transducio '*’.

O contacto célula a célula é o requisito fundamental para o sucesso da conjugagao, logo,

o ambiente bacteriano e a densidade celular influenciam a frequéncia com que ocorre a
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conjugagio "*®. Embora o citoplasma da célula recetora possa limitar a entrada e a instalagao
do novo ADN, o sucesso da THG por conjugagao depende, também, da compatibilidade
entre a célula dadora e a célula recetora, no entanto, os plasmideos conjugativos possuem
uma regido especifica capaz de codificar genes responsaveis pelo controlo de replicagao,
isto &, responsaveis por garantir a distribuicao das réplicas de um determinado plasmideo
durante a divisio celular '**'*°. Deste modo, plasmideos que contenham o mesmo sistema
de controlo de replicagdo nao podem coexistir numa mesma célula, designam-se, portanto
por plasmideos incompativeis. Portanto, com base neste principio, os plasmideos foram
classificados em diferentes grupos de incompatibilidade (Inc), sendo que dois plasmideos
pertencentes ao mesmo grupo de incompatibilidade nao podem proliferar na mesma linha

celular "',

Os plasmideos apresentam uma grande diversidade de fungoes, dependendo dos genes
que transportam. Numa mesma célula podem, por isso, coexistir multiplos plasmideos, cada
um com fungoes diferentes. Os plasmideos podem, portanto, conter genes que contribuem
para fungdes essenciais como a sua replicagao, transferéncia e manutengao, assim como
genes acessorios que contribuem para a sobrevivéncia do hospedeiro em ambientes
indspitos. Estes genes podem codificar resisténcia a antibidticos, resisténcia a ioes
metalicos, determinantes de viruléncia e patogenicidade que permitem que a bactéria
colonize o hospedeiro e se defenda do seu sistema imunitario, fungoes metabdlicas que
permitem a utilizagao de diferentes nutrientes e produgao de bacteriocinas responsaveis

pela inibigdo do crescimento de outras estirpes bacterianas '°'.

Os genes mcr estao associados a EGMs, maioritariamente localizados em plasmideos
conjugativos do tipo Incl2, IncHI2, IncX4, IncF, e IncP, com elevado potencial de
disseminagao entre outras bactérias de Gram-negativo. Neste contexto, o papel da
conjugagao bacteriana na disseminagao de genes mcr tem sido largamente investigado,

havendo, por isso, varios estudos in vitro que mostram o seu envolvimento .

A capacidade de mobilizagao in vitro do plasmideo Incl2 contendo o gene mcr-1 foi
demonstrada logo no primeiro estudo onde se descreveu pela primeira vez a sua
ocorréncia. Liu et al. provaram através de ensaios de conjugagao a transferibilidade destes
plasmideos provenientes de isolados de E. coli de origem animal para uma estirpe de E. coli
C600 resistente a estreptomicina, com uma frequéncia de conjugagao de 10"'a 10 células

por célula recetora. No entanto, quando a célula recetora foi K. pneumoniae ou P. aeruginosa
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nio se verificou a ocorréncia de conjugagio *>. Noutro estudo, os plasmideos Incl2 e IncX4
provenientes de isolados de E. coli, obtidos de galinhas e portadores do gene mcr-/ foram
transferidos por conjugacio para E. coli K-12 resistente a estreptomicina '*2. Similarmente,
o gene mcr-2, identificado num plasmideo IncX4 num isolado de E. coli, foi transferido por
conjugagao para uma estirpe de E. coli Al5 resistente a rifampicina com uma frequéncia de

cerca de 107 células por célula recetora '*°.

No que respeita aos genes mcr-3 e mcr-4, sao, também, varios os estudos em que ambos
os genes foram transferidos por conjugacao. No primeiro caso, o plasmideo IncHI2 foi
transferido com sucesso para uma estirpe de E. coli EC600 resistente a rifampicina '*’. No
segundo caso, o gene mcr-4 foi primeiramente identificado em plasmideos ColE, um grupo
de plasmideos mobilizaveis. Assim, a transferéncia por conjugagao para E. coli CSH26 apenas
se verificou quando na bactéria dadora, para além do plasmideo ColE, coexistia um
plasmideo conjugativo do tipo Incl2 "*°. No entanto, noutro estudo os genes mcr-1, mcr-2,
mcr-3, mcr-4 e mcr-7 foram transferidos com sucesso de E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae
e A. hydrophila para E. coli |53 resistente a azida de sodio com frequéncia de conjugagao
compreendidas entre 10¢e 10° células por célula recetora '*. A semelhanca do gene mcr-
4 o gene mcr-5 foi, também, primeiramente identificado num plasmideo nao conjugativo
ColE num isolado de Salmonella spp. "*', contudo a transferibilidade por conjugagao do gene
mcr-5 foi confirmada, com uma frequéncia de conjugagio de 10% quando este foi

identificado num plasmideo IncX| em E. coli '*.

Os genes mcr-7 e mcr-8 inicialmente identificados em isolados de K. pneumoniae em
plasmideos Incl2 e IncFll, respetivamente, foram transferidos por conjugacao para E. coli J53
resistente a azida de sédio, com uma frequéncia de conjugacio de 10 células por célula

recetora, no caso do gene mcr-7 >'%,

Finalmente, os genes mcr-9 e mcr-10 (inicialmente identificado num plasmideos nao
conjugativos) foram, apds a sua primeira identificagao, também, transferidos por conjugagao
a partir de isolados de Enterobacter cloacae para E. coli EC600 '* e a partir de isolados de
Enterobacter roggenkampii para E. coli ]53 '*, respectivamente. A frequéncia de conjugacio
foi de 10 células por célula recetora, no caso dos plasmideos IncFll que transportavam o

gene mcr-10 ',
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1.8.2. Transducao

A transdugao € o processo de transferéncia de material genético entre bactérias através
da agao de um virus, denominado bacteriofago ou simplesmente fago, tal como
representado na Figura |.6B. Quando o genoma de um fago é inserido e integrado no

cromossoma da célula hospedeira, este é chamado de profago '*’

. Os fagos sao conhecidos
como as entidades biologicas mais abundantes na Terra, sao considerados uma forga motriz
na evolugio e diversidade bacteriana '*>, uma vez que sio capazes de regular a dindmica da
populacao bacteriana, bem como facilitar os eventos de THG. Durante a sua propagagao,
os fagos podem acidentalmente incorporar na sua capside ADN bacteriano e,
posteriormente, ejetar este ADN bacteriano quando infetam outras bactérias, este ADN
pode entao, recombinar-se no cromossoma ou replicar como um plasmideo na célula
hospedeira '*’. No processo de transdugao generalizada, qualquer fragmento de ADN pode
ser transferido, ao passo que na transdugao especializada, somente o ADN adjacente ao
local de ligagio do fago é transferido "*>'*”'®”. A quantidade de ADN transferida durante a
transducao € limitada pelo tamanho da capside do fago, no entanto esta pode variar entre
10 a 100 quilo pares de bases. Nem todos os fagos sao capazes de se transduzir, nem todas
as bactérias sao transduziveis, tal depende dos recetores reconhecidos pelo bacteriofago,
porém, na transdugao tanto o ADN cromossémico como o plasmidico pode ser
transferido. Por fim, as proteinas codificadas pelos fagos, nao s6 medeiam a entrega do
ADN no citoplasma do recetor, mas também promovem a sua integracao no cromossoma

e protegem-no da degradacao pelas endonucleases de restricao presentes no hospedeiro

155

Estima-se que elementos semelhantes a fagos estejam envolvidos na aquisicao de 20%
do genoma bacteriano '"°. Ao contrario da transformagio em que o ADN livre é mais
suscetivel a alteragao e degradacao, as particulas de fago sao mais resistentes no ambiente
7!, A titulo de exemplo, os solos agricolas s3o ricos em bactérias e fagos, numa proporcao
de 1:10a 1:100 '%, e o estrume animal, uma fonte de genes mcr, demonstrou ter uma maior
prevaléncia de fagos quando comparado com outras fontes ambientais '”°. Alguns fagos
ambientais abrigam genes de resisténcia a antibioticos (GRAs) e genes que conferem
resisténcia a aminoglicosideos, B-lactimicos e sulfonamidas foram detetados em solos
fertilizados 7. Existem estudos que demonstram a transmissao de genes de viruléncia por
transdugio no solo '”® ou de genes de resisténcia através de fagos isolados de efluentes de

esgoto ',
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No que respeita a transferéncia de genes de resisténcia a colistina, nomeadamente
genes mcr, alguns estudos apontam a transdugao mediada por fagos como outra forga
motriz para a THG no ambiente. O gene mcr-/ foi, pela primeira vez detetado em fagos na
China, com elevada frequéncia, em amostras provenientes de fezes de frango. Neste estudo,
os fagos sao apontados como potenciais e importantes reservatorios do gene mcr-l1 em
ambientes de produgio animal '”’. Ainda que numa abundéncia relativamente baixa, o gene
mcr-1 foi, também, detetado associado a fagos, em aguas residuais sem tratamento,
provenientes de suiniculturas na China '’®. Este gene tem sido identificado em plasmideos
semelhantes a fagos, isto €, fagos funcionais temperados que sao encontrados no genoma

do hospedeiro como plasmideos '”°. Primeiramente em isolados de E. coli provenientes de

180,181 182

suiniculturas , e depois num isolado clinico de K. pneumoniae ™, os plasmideos
semelhantes a fagos representam novos veiculos mediadores da disseminagao dos genes
mcr-1 entre diferentes espécies. Foi, também, demonstrado o envolvimento dos
bacteriofagos na incorporagao do gene mcr-1 em plasmideos e no cromossoma de estirpes

de E. coli em aquacultura '® .

O gene mcr-3.] foi, também, identificado num plasmideo IncA/C2 proveniente de um
isolado clinico de Salmonella enterica serovar Choleraesuis associado a outros genes de
resisténcia antibioticos, nomeadamente, B-lactaimicos (blactx-ms5), aminoglicosideos
[aph(6)-Id, aac(3)-Ild], anfenicois (floR), sulfonamidas-trimetoprim (sul2) e tetraciclinas (tetA).
Analises subsequentes a este plasmideo revelaram que o gene mcr-3.1 estava localizado num
profago associado a sequéncias codificadoras de transposase, recombinase e proteinas da

capside '*.

1.8.3. Transformacao Natural

A transformagao natural é caracterizada pela aquisicaio de ADN livre, a partir do
ambiente ou secretado ativamente por células vivas por células recetoras competentes
(Figura 1.6C), o que inclui a captagao, incorporagao e expressao funcional de ADN
extracelular, podendo ocorrer em condigoes normais de crescimento bacteriano, sem que
haja intervengao de fatores externos, como a permeabilizagao artificial das células como
acontece na eletroporagio '*. O ADN livre é abundante no ambiente, uma vez que é
libertado pelas células mortas '8 Este ADN extracelular, por sua vez, demonstrou manter

a sua transformabilidade por longos periodos de tempo '**'*. A transformacao natural pode
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ocorrer em diversas espécies bacterianas e em diversos ambientes, como solo, agua '*"'%,

e alimentos ', existindo, por isso, varias espécies bacterianas naturalmente competentes
no solo, como Acinetobacter baylyi, Bacillus subtilis e Pseudomonas stutzeri, ou que fazem parte
do trato digestivo animal, como Campylobacter spp. '*. No caso do solo, o ADN adsorvido
a diferentes particulas do solo é protegido contra a atividade de nucleases, o que permite
que este persista inalterado e disponivel para captura por células competentes "**'*, A
transformagao natural é, dos trés mecanismos de THG aqui descritos, o Unico que é
iniciado pela célula recetora. Posto isto, para que a transformagao natural ocorra é
necessario que se atinja o chamado estado de competéncia, que se julga ser temporario na
maioria das espécies e geralmente dependente da fase de crescimento em que a célula
recetora se encontra, onde sao ativadas um conjunto de 20 a 30 proteinas responsaveis

por ligar, fragmentar, degradar e transportar o ADN e facilitar a sua chegada ao citosol

149,185

Apos a passagem do ADN para o citoplasma, para que este persista, ele deve integrar
o genoma bacteriano através de recombinagao homdloga, recombinagao nao homologa
(responsavel pela recombinagao de sequéncias com pouca ou nenhuma homologia) ou
transposicao, embora estes dois tipos de eventos sejam mais raros. Deste modo, a
transferéncia natural é responsavel pela troca de ADN entre bactérias taxonomicamente
distintas, e o sucesso da integragcao do ADN no genoma bacteriano é facilitado pela
similaridade com o genoma da célula recetora, logo quanto maior for a divergéncia entre
as sequéncias de ADN, mais baixa serd a frequéncia de transformacgio '*'°. No caso da
aquisicao de plasmideos, nem sempre se verifica a sua incorporagao no genoma do recetor,

uma vez que basta ocorrer a sua reconstrugio no citoplasma do novo hospedeiro "°'.

Além da similaridade entre as sequéncias de ADN, o sucesso da transformagao natural
esta dependente de diversos fatores, onde se podem incluir a quantidade de ADN
disponivel no ambiente, bem como a sua integridade (apos a sua libertagao este fica sujeito
a acao de DNases), o nivel de desenvolvimento de competéncia bacteriana para a
transformacio, e a atividade dos sistemas de restricio e modificacio do ADN "*2'*° Para
que a transformagao ocorra, a célula recetora devera estar no seu estado de competéncia

e simultaneamente exposta ao ADN transformante '¥

. A captagao de ADN pode ser inibida
por agentes quelantes, como o EDTA, uma vez que algumas espécies, como A. baylyi
necessitam de catides divalentes para que a transformagio ocorra '¥’. Por exemplo, o cilcio

é essencial para a transformacgao natural de algumas espécies, e sua presenga em alguns
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ambientes naturais tem demonstrado induzir a competéncia natural, tal como demonstrado
em isolados de E. coli que em diferentes ambientes de dgua doce (dgua de rio, agua de
nascente e agua mineral engarrafada) e na presenca de diferentes concentragdes de Ca** é
capaz de desenvolver competéncia natural '**'®. Nio obstante, o esterco de suino, além
de possuir elevado teor de calcio, possui também genes de resisténcia a antibiéticos, como
o gene mcr-1, sugerindo a potencial ocorréncia deste fendmeno. Contudo, faltam ainda
estudos que demonstrem o envolvimento da transformagao natural na disseminagao de

genes mcr neste ambiente 158,192,193

Finalmente, a aquisicio de genes que impliquem efeitos desvantajosos ou custo
biologico para a célula tendem a competir contra a sua aquisigao e heranga estavel, contudo,
o custo bioldgico imposto a um determinado hospedeiro pode ser atenuado através de
mutagoes compensatorias e assim a informagao adquirida pode permanecer na populagao

bacteriana '**.

Embora reconhecido como um dos principais mecanismos de THG, nao hj,
praticamente, estudos que explorem o envolvimento da transformagao natural na
disseminagao de genes mcr. Contudo, o gene mcr-5 detetado num isolado de Aeromonas
hydrophila proveniente de suinos foi transferido por transformagao natural para uma estirpe
de Aeromonas hydrophila susceptivel a colistina. A transformagao natural é uma propriedade
geral dos isolados ambientais de Aeromonas spp. e portanto, neste caso, o gene mcr-5

revelou potencial para ser transferido entre espécies aquaticas de Aeromonas '”.

1.9. Plataformas de disseminacao de genes mcr

1.9.1. Animais produtores de alimento

A administragao de antibidticos como a colistina em animais precipitou e favoreceu o
crescimento da produgao moderna e intensiva de animais produtores de alimento,
permitindo o aumento da densidade animal, o seu desmame bem-sucedido, o seu
crescimento mais rapido e um maior controlo econémico de infe¢des causadas por
enterobactérias, nomeadamente E. coli enterotoxigénica, com o objetivo de acompanhar o
crescimento demografico, e as mudangas nas tendéncias de consumo, que parecem evoluir
no sentido da introdugao de mais proteina na dieta, com o consequente aumento do

20,53,196

consumo de produtos de origem animal . Os animais produtores de alimento
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constituem, assim, uma importante fonte patdgenos de origem alimentar, os quais
apresentam elevados niveis de resisténcia aos antibioticos, especialmente espécies da familia

Enterobacteriaceae, como E. coli, Salmonella spp. nao tifoide, e do género Campylobacter spp.

196

A disseminagao de bactérias resistentes a antibioticos (BRAs) e a sua transmissao de
animais para humanos através do consumo de alimentos de origem animal pode colocar
em risco a sallde humana e levar a ineficacia da antibioterapia no tratamento das infegoes

por eles causadas '”’.

Tal como abordado anteriormente, a resisténcia a colistina mediada por plasmideos
emergiu, provavelmente, nos animais de produgao, uma vez que a colistina devido a sua
nefrotoxicidade e neurotoxicidade foi pouco usada em medicina humana e porque a grande
maioria das bactérias portadoras do gene mcr tem sido isolada a partir de amostras
provenientes de animais de producio . Sio varios os estudos epidemiolégicos onde se
demonstra que os animais produtores de alimento, como suinos, bovinos e aves de
capoeira, constituem uma séria ameaga a saude publica, pelo seu grau de exposicao a
colistina e pela sua propensio para disseminar os genes mcr, entre outros *. De facto, a
colistina foi usada em quantidades massivas na produgao de suinos em larga escala um
pouco por todo o mundo, em diversas fases do seu ciclo produtivo, de tal modo que foi
demonstrada a existéncia de uma relagio positiva entre a extensao da resisténcia a colistina
entre Enterobacteriaceae provenientes de suinos e a quantidade de colistina usada durante
o seu ciclo produtivo **'**'”, Situagdo semelhante ocorreu na produgio aviaria, onde a
colistina foi usada para tratamento da colibacilose leve e, também aqui, foi encontrada uma
relagdo positiva entre o consumo de polimixinas e a emergéncia de resisténcia em E. coli
198199 - Ademais, foi, também, estabelecida uma correlacio entre o consumo de animais
expostos a colistina e a presenga de E. coli na normal microbiota intestinal do Homem,
evidenciando a presenga de bactérias resistentes a colistina em animais produtores de

alimento e a sua transmissio para humanos **.

Apos a descoberta do gene mcr-I em isolados de K. pneumoniae e E. coli de origem
animal, varios autores reportaram a presenca deste gene em isolados essencialmente de
isolados de E. coli obtidos a partir de animais produtores de alimento, distribuidos por todo
o mundo **. Nio obstante, os genes mcr, também tém sido encontrados em isolados de

S. enterica, embora com menos frequéncia do que em E. colj, inclusive em S. enterica serovar
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Paratyphi, um serotipo associado ao desenvolvimento de febre entérica (febre paratifoide)
1!, Deste modo, S. enterica é um importante patdgeno zoondtico, tanto em paises em
desenvolvimento quanto em paises industrializados, podendo colonizar o intestino de

animais adultos, especialmente o de aves e suinos .

Atualmente, a colistina nao é utilizada para tratar infegoes em humanos causadas por
Salmonella spp., portanto o desenvolvimento de resisténcia a colistina nao ¢ clinicamente
relevante. No entanto, a presenga de genes mcr nao deve ser de todo negligenciada neste
patégeno zoonotico, uma vez que a resisténcia a colistina in vivo foi observada em isolados

de S. enterica obtidos a partir de animais produtores de alimento ***°'?%

, € pelo facto de
estes genes estarem inseridos em elementos genéticos moveis com elevada capacidade para
se transferir lateralmente para outras espécies, comensais ou patogénicas quer de origem
animal, quer de origem humana. Além disso, as plataformas genéticas que carregam genes
mcr transportam frequentemente outros genes de resisténcia dificultando a eficacia de

outras classes de antibioticos '*.

Deste modo, a transmissao da resisténcia a colistina mediada por genes mcr de animais
para humanos através da cadeia alimentar, gerou uma onda de preocupagao na comunidade
cientifica sobre as consequéncias do uso de colistina quer em medicina veterinaria, quer na

produgao de animais produtores de alimento.

1.9.2. Estrume animal e efluentes agricolas

A colistina, tal como referido anteriormente, foi amplamente utilizada em medicina
veterinaria para a prevencao e tratamento de infe¢coes gastrointestinais, nomeadamente a
diarreia pds-desmame em suinos, causada por E. coli enterohemorragica ****. Apés a
administragao, a colistina é fracamente absorvida no trato gastrointestinal do porco, sendo
por isso, excretada diretamente nas fezes, acabando, subsequentemente por contaminar o
solo. Além disso, o uso de colistina em suinos exerce pressao sobre a microbiota intestinal
dos animais, o que tal como referido anteriormente, contribui para o desenvolvimento e
disseminagao da resisténcia através da selecao de estirpes resistentes, que em ultima
instancia acabam por atingir o solo, uma vez que sao, também, excretadas nas fezes 20
Deste modo, a presenca de residuos de antibiéticos, GRAs e BRAs faz do estrume animal,

dos efluentes agricolas e dos solos com eles fertilizados e irrigados, excelentes plataformas
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de disseminagao de resisténcia a antibidticos por mecanismos de THG, tal como referido

anteriormente, e representado na Figura 1.7 2%,

Bactérias
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GRAs Antibiéticos

Disseminagdo de:
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Figura 1.7. Disseminagdo da resisténcia antimicrobiana associada a aplicagao de estrume animal em solos
agricolas.

O gene mcr-1 é frequentemente detetado, especialmente em amostras provenientes de
animais, sendo o mais prevalente quando comparado com os restantes nove genes
homélogos *. Tal facto sugere que a emergéncia de resisténcia a colistina em humanos foi
devida a mobilizagao de genes mcr provenientes de bactérias de origem animal que fluiram

através da cadeia alimentar %’

Por conseguinte, a presenga de colistina no estrume
correlaciona-se com a detegao do gene mcr-/ tanto em amostras de estrume de porco
como de aves '"**”. Similarmente, este gene foi, também, identificado em estrume de
bovino e de cavalo **. Portanto, o estrume animal e os efluentes agricolas parecem ser
importantes reservatorios de estirpes de E. coli resistentes a colistina, uma vez que estas
carregam plasmideos do tipo IncX4, Incll, IncFll, IncFIB, IncXl e IncQlcontendo o gene

mcr I92,I93,209.

De forma a minimizar a emergéncia e disseminagao da resisténcia aos antibiéticos no
ambiente torna-se, nao so crucial a redugao do seu uso na produgao animal, mas também
a adogao de estratégias de gestao que permitam a eliminagao dos GRAs nos efluentes
agricolas e no estrume antes da irrigacao dos solos e da sua aplicagao como fertilizante.

Neste sentido, a compostagem termofilica mostrou ser um método eficaz para a eliminagao
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do gene mcr-l no estrume animal, uma vez que apds 22 dias de compostagem a alta
temperatura (44-65 °C) a sua presenca tornou-se completamente indetetével *®®. No que
respeita aos efluentes agricolas, a combinagao de tecnologias oxidativas baseadas na
utilizacao de ozono, adsortivas baseadas no uso de carvao e areia filtrante e baseadas em

membranas devera ser considerada *'°.

1.9.3. Efluentes hospitalares

Os hospitais sao importantes nichos ecolégicos para BRAs e desempenham, portanto,
um papel de extrema importancia quer no surgimento quer na disseminagao dessas
bactérias e GRAs devido ao seu uso intensivo. Elevados niveis de BRAs e GRAs tém sido
detetados em efluentes hospitalares, mesmo apoés o processo de tratamento de aguas
residuais *'"*'%. Assim, as BRAs saem dos hospitais nio sé através da colonizagio dos
doentes e profissionais de salde, mas também através dos sistemas de aguas residuais
juntamente com residuos de antibiodticos que acabam por exercer pressao seletiva continua
sobre as BRAs *'2. Exemplo disso sio os véarios estudos onde foram detetadas
enterobactérias produtoras de beta-lactamases de espectro alargado (ESLBs) e/ou

carbapenemases em efluentes hospitalares *''*",

Em contexto de medicina humana, a colistina é usada exclusivamente em ambiente
hospitalar no tratamento de infecdes por bactérias de Gram-negativo multirresistentes. A
semelhanga de outros genes, os genes mcr tem vindo a ser detetados em efluentes
hospitalares, em diversos paises e em diversas espécies bacterianas. O gene mcr-1 foi
detetado em efluentes hospitalares na China em K. pneumoniae e Kluyvera ascorbata, em
plasmideos conjugativos do tipo IncP e Incl2, respetivamente *'**">. Os genes mcr-1, mcr-3,
mcr-4 e mcr-5 foram, igualmente, detetados em aguas residuais hospitalares na Suécia,

principalmente em isolados de E. coli, S. enterica, Aeromonas spp. e K. pneumoniae *'°.

O pré-tratamento destes residuos hospitalares antes da sua descarga em estagoes de
tratamento é de suma importancia. Contudo, esta pratica apenas é recomendada em alguns
r 4 . Lot 212,217
paises, uma vez que estes efluentes sao classificados como domésticos . Portanto, os
efluentes hospitalares apesar de nao constituirem a principal fonte de bactérias em efluentes
municipais, podem representar um importante e nao negligenciavel reservatério de BRAs

e ARGs com relevancia clinica 2.
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1.9.4. Frutas e vegetais frescos

Os produtos frescos, como as frutas e vegetais, tém sido cada vez mais implicados em

surtos bacterianos '®

. A transferéncia de bactérias de Gram-negativo multirresistentes para
frutas e vegetais frescos pode ocorrer durante a sua produgao, através do uso de aguas
residuais contaminadas para irrigagao, através do uso de estrume animal como fertilizante
dos solos, ou ainda durante a fase pos-colheita, nomeadamente no transporte, conservagao
e processamento pelos manipuladores *°. A ingestio de BRAs constitui um potencial
problema de saude publica, uma vez que estas bactérias nao sé sao podem colonizar o
intestino do hospedeiro, mas também sao capazes de trocar genes de resisténcia com
bactérias intestinais durante a sua passagem e permanéncia no intestino, facilitando a sua
disseminagdo em diversos ambientes. Posto isto, bactérias produtoras de ESBLs,
cefalosporinases, carbapenemases e genes mcr tém sido isoladas em frutas e vegetais frescos
em varios paises do mundo *'°?*2, Sobretudo na China e especialmente em espécies

pertencentes a familia Enterobacteriaceae, principalmente E. coli o gene mcr-1 foi detetado

em frutas e legumes frescos em 9 estudos, até a data, muitas vezes associado a detecao de

ESBLs 22,

2O gene mcr-1 foi, pela

Apenas o gene mcr-1 foi detetado neste tipo de matriz
primeira vez, detetado em isolados de E. coli produtores de ESBLs na Suiga, em vegetais
importados da Tailindia e do Vietnam ***. Em Portugal o gene mcr-1 foi, também, detetado
em dois isolados de E. coli provenientes de alfaces '***. No maior estudo efetuado até a
data, vinte e trés isolados de E. coli e um isolado de E. cloacae produtores de MCR-| foram
isolados a partir de amostras de vegetais frescos obtidas entre maio de 2017 e abril de

2018, em nove provincias da China **°

. A ocorréncia deste gene em vegetais € mais comum
que em frutas, uma vez que foi maioritariamente isolado a partir de amostras de alface,
seguido de amostras de tomate. No entanto, também se verificou a presenca do gene mcr-
| em folhas de couve-nabiga, pimento verde, folhas de espinafre, folhas de acacia, folhas de
manjericao, pepino, cenoura, folhas de chicéria, pak choi e folhas de coentro *****, No que

respeita as frutas, apenas em foi detetada a presencga do gene mcr-/ em maga e laranja em

dois isolados de K. pneumoniae **’.

O consumo de vegetais e fruta crua pode, deste modo, constituir um importante veiculo
de disseminagao de genes de resisténcia a colistina. O facto dos plasmideos detetados em

fruta e vegetais frescos serem idénticos ou com elevado grau de semelhancga aos plasmideos
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encontrados em animais e humanos corrobora com a hipotese de estes genes de resisténcia
emergirem através da cadeira alimentar, uma vez que as frutas e os vegetais estao muitas

vezes na interface animal-ambiente-homem 2.

Em suma, a presenca de BRAs e GRAs em frutas e vegetais frescos torna evidente a
necessidade de dedicar maior atengao a este tipo de produtos, pois estes constituem
possiveis reservatorios de bactérias de Gram-negativo produtoras de mcr-1, ESBLs e outros
genes clinicamente relevantes. Medidas adequadas, que poderao passar pela melhoria da
qualidade da agua e das praticas agricolas, deverio ser consideradas para garantir a
seguranga alimentar e saide dos consumidores, evitando que estes produtos se tornem um

futuro problema de satide publica ****,

1.10. Custo biolégico da aquisicio de genes de resisténcia a

colistina

A aquisicao de genes resisténcia &, geralmente, acompanhada de custo biologico para o
hospedeiro. Este custo biologico é considerado um parametro chave na propagagao e
estabilidade de bactérias resistentes e traduz-se, entao, numa redugao do fitness do
hospedeiro, isto é, a diminuigao da sua capacidade de sobrevivéncia, expressa na reducao

da sua taxa de crescimento, viruléncia ou transmissio 2%,

A resisténcia mediada por plasmideos esta, geralmente, associada a um menor custo
biolégico quando comparada a resisténcia mediada por mutagoes cromossomicas 20 Além
disso, os plasmideos podem ainda conter varios genes de resisténcia, permitindo, sob
condicoes de pressao seletiva com diferentes antibidticos, a co-selecio de estirpes

, s sl A sa 231 H
contendo estes plasmideos com multiplos genes de resisténcia ~'. Assim, na presenga de
um antibidtico, a pressao seletiva leva a prevaléncia de populagoes bacterianas com
vantagem adaptativa que, ao tornarem-se dominantes, podem propagar-se e,
. .. . 232 T
posteriormente, ser transmitidas a um novo hospedeiro “**. Deste modo, o custo bioldgico
e a redugao do fitness imposto pela aquisi¢io de um determinante de resisténcia sugere a
perda da resisténcia na auséncia de pressao seletiva por um antibiético, levando a uma
redugao na frequéncia de bactérias resistentes através da sele¢ao natural, ou seja, bactérias
resistentes vao sendo substituidas por bactérias suscetiveis ao longo do tempo *"***. No

entanto, na auséncia de pressao seletiva, o gene pode permanecer na bactéria, uma vez que
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o custo bioldgico inerente a sua aquisi¢ao pode ser atenuado por mutagoes compensatorias

tanto no plasmideo, quanto no ADN cromossémico %%

. De facto, nem todos os genes
de resisténcia a antibioticos implicam custo bioldgico para os seus hospedeiros, alguns

genes apresentam caracter neutro, ja outros acabam, mesmo, por melhorar o seu fitness

234,235

A resisténcia a colistina devido a mutagdes cromossémicas tem sido associada a
redugdo de fitness, principalmente em A. baumannii **. Em contrapartida, em K. pneumoniae,
algumas mutagoes cromossomicas em genes como mgrB nao acarretam custo biologico
significativo *, ao passo que mutagdes nos genes pmrB implicam redugio de fitness em K.
pneumoniae ***. Em E. coli, a ocorréncia mutagdes ao nivel do gene pmrB, responsavel pela
resisténcia a colistina através da fosforilagdo do lipido A, parece, também, influenciar
negativamente o fitness da célula *. Baseado em ensaios de competigao in vitro e, embora
sem se verificar redugao na taxa de crescimento, mutagoes nos genes phoPQ, pmrAB e eptA
que em dltima instancia catalisam a adicao de PEtN ao lipidio A do LPS, também
representam custo biolégico em estirpes de E. coli, tal facto, explica a razao pela qual a
resisténcia a colistina devido a mutagdes cromossomicas tenha aumentado lentamente

entre bactérias de Gram-negativo *.

No que respeita aos genes mcr verificou-se que apesar da aquisigao de plasmideos
contendo o gene mcr-| exercer um efeito benéfico no hospedeiro uma vez que melhora a
sua sobrevivéncia na presenga de colistina, esta esta associada a um custo biolégico
significativo em isolados de K. pneumoniae **’. Similarmente, outros estudos mostraram que
a expressao do gene mcr-| implica custo biologico para o hospedeiro, traduzindo-se numa
diminuicao da taxa de crescimento, degradagao significativa da membrana celular e perda
de fitness em isolados de E. coli 2****°. Em sentido oposto, esta descrito em alguns estudos
que a aquisicao de plasmideos, contendo o gene mcr-/, nao tem impacto significativo em
termos de custo bioldgico para o hospedeiro ****°. Além disso, verificou-se que em isolados
isogénicos de K. pneumoniae, a resisténcia a colistina mediada pela aquisicao do gene mcr-
|.2, esta associada a menores custos biologicos, quando comparada com uma mutagao no

gene pmrB localizado no cromossoma 2,

Para além do gene mcr-I, os genes mcr-3 e mcr-4 parecem também implicar custo
biologico para os seus hospedeiros, afetando o crescimento bacteriano, e no caso do gene

mcr-3 a integridade da parede celular. No entanto, verificou-se que apesar dos trés genes

Pagina | 46



implicarem a reducao do fitness do hospedeiro, o gene mcr-4 esta associado a menores
redugoes, seguido do gene mcr-3, estando o gene mcr-/ associado a maiores redugoes de

fitness 241242

Tal como referido anteriormente o custo bioldgico da aquisicio de novos genes ou
mutagoes, estd, muitas vezes, associado a mutagdes compensatorias. Neste contexto,
foram identificados varios polimorfismos de um unico nucledtido, contudo o seu papel na
redugao do custo biologico associado aos plasmideos que transportam os genes mcr ainda

nio é conhecido, podendo por isso representar novos mecanismos de compensagio **.

Com vista a redugao da resisténcia aos antibioticos, a restricao e proibigao do seu uso
€, muitas vezes, uma das estratégias adotadas, uma vez que se assume que a expressao de
genes de resisténcia implica custo biologico para o hospedeiro, o que por sua vez,
significaria a sua perda na auséncia de pressao seletiva **. Contudo, face ao exposto, a
reversibilidade da resisténcia nao é linear, pois outros fatores além da pressao seletiva

podem ditar a estabilidade e manutenc¢ao dos determinantes de resisténcia numa populagao.

1.11. Objetivos da tese

A dificuldade crescente no tratamento de infecoes bacterianas constitui, atualmente,
um grave problema de salde publica mundial devido ao surgimento e evolucio da
resisténcia aos antibioticos, traduzindo-se em graves consequéncias clinicas e econdmicas.
Os antibioticos, como a colistina, um antibiético de importancia critica em medicina humana
devido a crescente resisténcia bacteriana, tém sido usados rotineiramente na produgao
intensiva de animais produtores de alimentos quer no tratamento, quer na prevengao de
infegcoes bacterianas, especialmente em animais jovens. Tal pratica pode levar a selegao de

bactérias resistentes a multiplos antibioticos no trato intestinal destes animais.

Neste contexto, a identificacao da resisténcia a colistina mediada por plasmideo assume
particular importancia e é motivo de grande preocupagao por parte da comunidade
cientifica mundial, devido a sua disseminagao entre a microbiota intestinal e potenciais e
agentes patogénicos, concomitantemente com outros genes de resisténcia localizados no
mesmo plasmideo, e devido a sua potencial disseminagao através da cadeia alimentar por

manipulagao e/ou consumo de produtos alimentares contaminados.
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Os resultados deste estudo poderao fornecer alguma evidéncia para suportar a tomada
de decisdao sobre a descontinuagao do uso de colistina em animais, uma vez que esta é,

ainda, uma questao em debate.

Posto isto, os principais objetivos deste trabalho de investigagao sao:

e Determinar a prevaléncia dos genes de resisténcia a colistina mediada por plasmideo
em Salmonella enterica e Escherichia coli provenientes de animais produtores de

alimento;

e Entender como a administragao de antibioticos em animais produtores de alimentos
afeta o surgimento de resisténcia a antibioticos em Escherichia coli e sua manutengao
no intestino, numa cadeia de producao, isto &, desde o nascimento até o peso de

abate ser atingido;

e Auvaliar o custo biolégico in vitro conferido pela aquisicao de plasmideos contendo o

gene mcr-1;

e Auvaliar a capacidade de disseminacao da resisténcia a colistina por mecanismos de

transferéncia horizontal de genes (conjugacao e transformagao natural);

e Avaliar a viruléncia dos isolados resistentes a colistina, através da capacidade de

formacgao de biofilme.
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2.1. Abstract

Cephalosporins and polymyxins are employed in antimicrobial protocols to control and
treat neonatal infections and post-weaning diarrhoea in swine operations. We conducted a
longitudinal study to evaluate the colonization and transmission of antibiotic—resistant
Escherichia coli in sows and their piglets in a farrow-to-finish operation, focusing on
characterization of Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) and mcr genes, virulence
traits and genetic relatedness. A total of 293 E. coli isolates were obtained from faecal
samples collected in five time points. At birth blacrx.m.igrou Cluster was detected in E. coli
isolates from 9 sows and 49 piglets (73.41%), while in the following four’ piglets sampling
moments it was detected in 91.8%, 57.6%, 71.4% and 97.4%. The gene mcr-1 was detected
in E. coli from one sow and from three piglets from different litters at birth and increased
in the first weeks of piglet life (68.85%, 100%, 90% and 8.1%). A new mcr-4 allele, mcr-4.7,
was identified in 3.28%, 28.57%, 7.5% of E. coli isolates. Most mcr-positive E. coli isolates
(96.7%) carried blactx.m.1Group genes and 93.33% carried both mcr-4 and mer-1. CTX-M-1 and
CTX-M-32 were the most predominant ESBLs. Plasmids belonged to Incll, IncF and IncN
groups. Most isolates belong to phylogenetic group Bl; PAI IVs3, marker was detected in
nine isolates. The strains were kept in the different stages of the piglets’ life. The use of
ceftiofur and colistin may explain the high prevalence and co-selection of blacrx.m.iGrou and
mcr-1 and/or -4 genes, contributing to the maintenance of resistant and virulent isolates

throughout the pig life cycle that may reach the food chain.

Keywords: antimicrobial resistance; swine; colistin; public health; livestock.
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2.2. Introduction

The ever-increasing emergence and dissemination of antimicrobial resistance is a huge
concern in clinical, veterinary and environmental settings worldwide. Due to global
demographic growth and consequent increasing demand for livestock products, livestock
production has become intensive, with significant improvements in breeding, nutrition and

animal health 2.

In veterinary medicine and intensive farming production, antibiotics are largely used not
only with prophylactic, metaphylactic and therapeutic purposes but are also used in
subtherapeutic doses as growth promotants, despite tight restrictions in some countries
associated with this practice. In the particular case of intensive pig husbandry systems, for
many years, antimicrobials, such as polymyxins, B-lactams and aminoglycosides, have been
used prophylactically during the nursery period to control Gram-negative infections in
piglets *. Colistin and third-generation cephalosporins, which are classified by the World
Health Organization as “Highest Priority Critically Important Antimicrobials” for human

medicine *

are now not allowed to be used as prophylactic agents in animals. Third-
generation cephalosporins such as ceftiofur are a part of the beta-lactam antibiotic class
and are some of the most widely used antibiotics approved for systemic treatment of
bacterial infections in intensive animal production °. The veterinary administration of
extended-spectrum cephalosporins for extended-spectrum B-lactamase (ESBL)-producing
Enterobacterales in animals may increase zoonotic transmission of resistant bacteria carrying
plasmid-mediated ESBL resistance genes °, therefore acting as potential reservoirs of

clinically important antibiotic-resistance genes through the food-producing animals’ gut

microbiota °.

Another antibiotic that has been widely used in animal husbandry due to its efficiency
and low cost is colistin, administered mainly during the nursery period *’. Colistin use in
the human hospital setting has also become one of the last resorts in the treatment of
bacterial infections caused by multidrug-resistant (MDR) bacteria, in particular of
carbapenemase-producing Enterobacterales ®. Until 2015, prevalence of colistin resistance
was considered low and all known resistance mechanisms were chromosomally encoded ’.
However, a plasmid-mediated colistin resistance gene (mcr-1 gene) was identified for the

first time as part of a conjugative plasmid in Escherichia coli isolates of animal origin from
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China °. Since then, plasmid-borne mcr alleles have been reported in numerous studies,

mostly detected in E. coli of animal origin '°.

Faecal carriage of ESBL and mcr genes has been widely identified in both the human

clinical setting and animal reservoirs '*'"

, and while resistance levels to third generation
cephalosporins and colistin remains generally low in pork meat produced in the European
Union (EU) ", the food chain may significantly increase the dissemination and acquisition of
third generation cephalosporin and colistin resistance worldwide . In 2020, the main meat
produced in the EU was pork, with 23 million tonnes, nearly doubling the quantity of the
second and third top meat protein sources produced (|3.6 million tonnes of poultry and
6.8 million tonnes of beef, respectively) '*. These data highlight the need for food safety
measures and surveillance in farrow-to-finish swine herds due to the major role of pork in
human food and also the need to understand if antibiotic use in pigs allows the selection of
resistant strains to be carried from birth through the production cycle until slaughter and
ultimately enter the food chain. We performed a longitudinal study during 5 months to
assess the prevalence and transmission of ESBL and mcr-producing E. coli in the sows and

their piglets from farrow-to-finish in Portuguese intensive farm production, characterizing

their antimicrobial resistance, virulence features and genetic relatedness.

2.3. Materials and Methods

2.3.1. Selection of Herds and Sampling Scheme

This study was conducted on an industrial swine farm located in Portugal in the Alentejo
region, where ceftiofur was routinely used. A total of 10 sows with newly born litters were
randomly selected, and 7 new-born healthy piglets from each corresponding litter were
ear-tagged with a code for litter (letter A-J) and piglet (humber |-7) identification (n=79).
One of these newborn piglets died after being tagged. A single dose of ceftiofur (Naxcel®
20 mg/piglet IM) was prophylactically administered to all new-borns to prevent neonatal
infections, namely Streptococcus suis infections, navel infections, arthritis and colibacillosis
diarrhoea. Colistin was also administered as part of the ongoing antimicrobial protocol for

post-weaning diarrhoea due to E. coli.

Faecal samples were collected from each sow when giving birth. Piglet samples were

collected with sterile swabs at 5 time points over 5 months between November 201 | and
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April 2012: (i) at birth (before ceftiofur administration); (ii) after weaning; (iii) at the nursery
unit; (iv) at the finishing unit; and (v) before leaving the finishing unit (one day before

transportation to the abattoir).

2.3.2. Isolation and ldentification of Escherichia coli

Each faecal sample was enriched for [8h at 37°C in buffered peptone water.
Subsequently, 100 pL of the bacterial suspension were inoculated onto MacConkey agar
supplemented with 1.5 pg/mL of cefotaxime and incubated aerobically overnight at 37°C.
E. coli isolates were presumptively identified by phenotypic features, namely colony
morphology and lactose-fermenting ability, and their identity was confirmed by screening

for gadA gene by PCR, as previously described .

2.3.3. Antimicrobial Susceptibility Testing

The antimicrobial susceptibility testing was performed by disk diffusion method
according to the guidelines of the Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility
Testing, using the following antimicrobial-containing disks: 10 pg amoxicillin/clavulanic acid
(Amc), 10 pg amoxicillin (Aml), 30 pg cefotaxime (Ctx), 30 pg ceftazidime (Caz), 30 pg
cefoxitin (Fox) and 30 pg ceftiofur (Xnl) according to the Clinical Laboratory Standards
Institute guidelines M31-A3 '¢, MI00-S22 " and recommendations of the French

Microbiology Society for veterinary antimicrobial susceptibility testing '®

. Phenotypic
detection of ESBL was carried out by the double-disk synergy test . E. coli ATCC 25922

(American Type Culture Collection) was used as a quality control strain.

For extended phenotypic and genotypic characterization, 60 isolates obtained from 10
piglets, from each sow at each sampling moment were selected. Susceptibility to other
antibiotics was also tested by disk diffusion method using disks containing 30 pg nalidixic
acid (Na), 5 pg ciprofloxacin (Cip), 5 pg enrofloxacin (Enr), 25 pg
sulfamethoxazole/trimethoprim (Sxt), 30 pg chloramphenicol (C), 30 pg florfenicol (Ffc),
200 pg fosfomycin (Fos), 300 pg nitrofurantoine (F), 10 pg gentamicin (Cn), 30 pg amikacin
(Ak), 10 pg imipenem (Imp) and 10 pg meropenem (Mem) disks. The results were
interpreted according to the abovementioned guidelines with the exception of florfenicol

susceptibility, which was interpreted according to Keyes et al. .
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2.3.4. Detection of Antimicrobial Resistance Genes

Bacterial isolates that grew in cefotaxime supplemented MacConkey agar were
screened for blacrx.m type-encoding genes by PCR as previously described 2 The blactx.m
negative isolates were screened for other common ESBL genes, namely blargm, blaoxa and
blasy type genes by a multiplex PCR, according to Pomba et al. *'. Identification of the
specific blactx.m gene was carried out by DNA sequencing of the amplicon generated with

primers designed for the blacrxm.i-group -

The detection of mcr-1 to -9 genes was performed in all isolates by three multiplex
PCRs: one for screening mcr-I and mcr-3; the second for mcr-2, mcr-4 and mcr-5 and the

I. 22 and Borowiak et al.

third for mcr-6 to mcr-9, using the primers described by Rebelo et a
2 with some PCR methodology modifications. The mcr-10 was screened by simplex PCR
using the in-house designed primers: mcr-10_fw [5'-ATTCCGTTTGTGCTGGTTGC-3']
and mcr-10_rv [5-AACATACAGGGCACCGAGAC-3"] and the following conditions: a
cycle of denaturation at 95°C for 60s, followed by 30 cycles of denaturation at 95°C for
30s, annealing at 58°C for 30s and elongation at 72°C for 60s, and a final cycle of elongation
at 72°C for 10min. The expected mcr-10 amplicon size was 707 base pairs. On mcr-4-
positive isolates, we performed another mcr-4 amplification using the external primers
designed by Carattoli et al. ** (Table 2.1). All the amplicons of mcr genes were sequenced

on both strands (Stabvida, Portugal), and sequences were compared with those included in

the GenBank database.
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Table 2.1. Primers used in this study for detection of gadA/B, blacTx-m, blatem, blastv, blaoxa-1, ampC
and mcr-1 to -10 genes

Tareet Amplico
Primer name Sequence (5’-3) s n size Reference
gene
(bp)
gadA/B_fw ACCTGCGTTGCGTAAATA gadA 670 o
gadA/B_rv GGGCGGGAGAAGTTGATG gadB
CTX-M_fw TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA  blactx- 544 20
CTX-M_rv CGATATCGTTGGTGGTGCCATA M genes
TEM_fw TTCCTGTTTTTGCTCACCCA b J16
a
TEM rv TACGATACGGGAGGGCTTAC T
SHV_fw TCAGCGAAAAACACCTTG
bIGSHV 471
SHV_rv TCCCGCAGATAAATCACCA "
OXA-I_fw TATCTACAGCAGCGCCAGTG
blaoxa-i 199
OXA-I_rv CGCATCAAATGCCATAAGTG
ampC_fw CCCCGCTTATAGAGCAACAA
ampC 634
ampC_rv TCAATGGTCGACTTCACACC
mcrl_320bp_fw  AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC | 320
mcr-
merl_320bp_rev  AGATCCTTGGTCTCGGCTTG
mcr2_700bp_fw  CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT 5 o
mcr-
mcr2_700bp_rev  TCTAGCCCGACAAGCATACC
mcr3_900bp_fw  AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG
mcr-3 929 2
mcr3_900bp_rev  AATGGAGATCCCCGTTTTT
mcr4_1100bp_fw TCACTTTCATCACTGCGTTG ‘ e
mcr-
mcr4_1100bp_rev TTGGTCCATGACTACCAATG
MCR5_fw ATGCGGTTGTCTGCATTTATC
- mcr-5 | 644
MCR5_rev TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG
mcr-6_mp_fw AGCTATGTCAATCCCGTGAT
mcr-6 252
mcr-6_mp_rev ATTGGCTAGGTTGTCAATC
mcr-7_mp_fw GCCCTTCTTTTCGTTGTT . -
mcr-
mcr-7_mp_rev GGTTGGTCTCTTTCTCGT ”
mcr-8_mp_fw TCAACAATTCTACAAAGCGTG
mcr-8 856
mcr-8_mp_rev AATGCTGCGCGAATGAAG
mcr-9_mp_fw TTCCCTTTGTTCTGGTTG o 011
mcr-
mcr-9_mp_rev GCAGGTAATAAGTCGGTC
mcr-10_fw ATTCCGTTTGTGCTGGTTGC
B mcr-10 707 This study
mcr-10_rev AACATACAGGGCACCGAGAC
Mcr-4 ext FW ATCTGTTAAGTTTGTTGGTGAC complete | 820 2
Mcr-4 ext RV TGAGAGCTAAATGTAACAATAGA mcr-4
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2.3.5. Genetic Relatedness and Virulence Markers Detection

Genetic relatedness was evaluated in the isolates (n=59) from the 10 piglets selected
for extended characterization by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) analysis, following
the PulseNet Protocol *. Total DNA from E. coli isolates was digested using the Xbal
restriction enzyme. The generated fragments were separated by PFGE using a CHEF-DR II|
System (Bio-Rad, San Diego, CA, USA, EUA). PFGE pattern analysis was performed with
BioNumerics software v 4.61 (Applied Math, Ghent, Belgique) using Dice’s coefficient and
the unweighted pair group method with arithmetic mean (UPGMA dendrogram type).
Pulsed-field type clusters and subtypes were assessed according to the settings
recommended by Carrico et al. with a position tolerance of 1.7% for type classification and

2.5% for subtype, based on a similarity cut-off of 280% *.

E. coli isolates were also classified into one of the four main phylogenetic groups A, Bl,

B2 and D, following the PCR-based technique described previously *’.

Plasmid incompatibility groups were identified among isolates by PCR-based replicon

typing, using |8 pairs of primers *.

A total of 8 pathogenicity island markers were screened by multiplex PCR **%; with a
few modifications. Briefly, PCR assays were split in 3 separate multiplex assays: multiplex A
for PAI lllsz, PAl V53, and PAI llcerors; multiplex Bl for PAI Iljgs and PAI Is3,; and multiplex
B2 for PAI lls3, PAl Icerozs and PAL g,

2.4. Results

2.4.1. Occurrence of blacrx.ym and mcr Type Genes and Other Resistance

Genes in E. coli

From all sampling moments over five months of study, a total of 293 E. coli isolates grew
in cefotaxime supplemented MacConkey agar and were screened for blacrx.mtype genes.
At birth, blacrx.m.igroup type genes were detected in 90% of sows (n=9) and 71% of piglets
(n=49). Additionally, 10% of sows (n=1) and 5.36% of piglets (n=3) from different litters
also carried the mcr-1 gene. In the following four sampling moments of piglets, blactx.m type
genes were detected in 91.8% (n=56) after weaning, 57.62% (n=34) at the nursery unit,
71.42% (n=40) at the finishing unit and 97.36% (n=37) before leaving the finishing unit. The
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mcr type-encoding genes were screened in 234 of 317 isolates. Only mcr-1 and mcr-4 were
identified. The mcr-1 gene was detected in 68.85% (n=42), 97.22% (n=35), 90% (n=36) and
8.10% (n=3) of isolates obtained after weaning, at the nursery, at the finishing unit and
before leaving the finishing unit, respectively. The mcr-4 gene was identified in 2 (3.3%), 10
(27.8%) and 3 (7.5%) of the isolates collected after weaning, at the nursery unit and at the
finishing unit, respectively. Nucleotide sequencing of the mcr-4 amplicons performed on
both DNA strands revealed a new allele of the mcr-4 gene. Compared to the prototype
mcr-4.1 gene (GenBank accession no. MF543359.1) *, this new allele contains three
missense mutations at positions 706 (G706T), 992 (A992G) and 1453 (G1453A) resulting
in amino acid transitions Val236Phe, GIn331Arg and Val485lle, respectively, as shown in
Table 2.2. The sequence of this new allele, named mcr-4.7, is released at the NCBI GenBank
under accession number ON586856.1. Figure 2.2 illustrates the prevalence of the blacx.m

type, the mcr-1 and the mcr-4 genes at each sampling moment.
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Figure 2.2. Prevalence of blactx-m and mcr-producing E. coli throughout the piglets’ life. The first
sampling moment refers to the sows, when they give birth (n = 10). The following five sampling moments
refer to the piglets from farrow-to-finish. At each sampling moment, E. coli isolates were selected by
phenotypic features on cefotaxime supplemented MacConkey agar, and their identity was confirmed by gadA
PCR, which led to obtaining f a different number of isolates over the time of the study.
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Remarkably, most mcr-positive isolates (96.7%) also carried blacrx.m type genes and
93.3% of mcr-4 producing isolates also harboured the mcr-1 gene. Furthermore, at birth,
three blacrx.m positive isolates also showed cefoxitin resistance, and in one cefotaxime-

resistant blactx.v negative isolate, the blarem type gene was detected instead.

Table 2.2. Nucleotide/amino acid changes in mcr-4/MCR-4 alleles.

AT Nucleotide Mutation Amino acid changes Accession
329 536 613 706 992 1453 no.
4.1 C T C G A G — MF543359
4.2 C T C G G G GIn33I1Arg MG822663
4.3 C G C T A G Val179Gly, Val236Phe MG026621
4.4 C T A G G G His205Asn, GIn331Arg MG822665
4.5 T T C G G G Prol10Leu, GIn331Arg MG822664
4.6 C T C T A G Val236Phe MH423812

Val236Phe, GIn33|Arg,

4.7 C T C T G A Val485ile

ON586856

2.4.2. Extended Phenotypic and Genotypic Characterization
2.4.2.1. Antimicrobial Resistance

A total of 60 isolates from |0 pigs were selected to test antibiotic susceptibility to drugs
other than B-lactams. Overall, all isolates were susceptible to amoxicillin/clavulanic acid
combination, fosfomycin, amikacin and to carbapenems; in contrast, they were resistant to
amoxicillin, cefotaxime and ceftiofur. A total of 22 different resistance patterns were found
in the farm during the period of study. The most frequently detected pattern (17 isolates)
comprised resistance to amoxicillin, cefotaxime, and ceftiofur, followed by the amoxicillin,
cefotaxime, ceftazidime, ceftiofur, sulfamethoxazole/trimethoprim, chloramphenicol,
florfenicol and gentamicin resistance pattern, detected in 7 isolates. Table 2.3 shows the
number of different resistance patterns, as well the most prevalent antimicrobial resistance

profile found in each of the six sampling moments.
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2.4.2.2. Identification of blactx.m Genes and Plasmid Incompatibility

Groups

Nucleotide sequencing of 60 blacrx.m type genes revealed that 32 E. coli isolates carried
blacrxm.i (53.33%), and 28 carried blacrx.mi, (46.67%) (Table 2.3). Additionally, by using
PCR-based replicon typing, plasmids were assigned to Incll, IncF, and IncN groups, the
latter being the least frequent. In blacrx.m.32-carrying isolates, IncF plasmids were detected
in 19, followed by Incll plasmids (n=8) and IncN plasmids (n=1), while in blacrx.m.|-carrying
isolates Incll plasmids (n=21) was more prevalent, followed by IncF (n=8) and IncN (n=3)

plasmids.

Otherwise, IncF (n=15) and Incll (n=12) plasmids were identified in mcr-1-carrying
isolates, while IncF (n=2) and Incll (n=1) plasmids were detected in the new allele mcr-4-

harbouring isolates.

2.4.2.3. Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)

The clonal relationship of 59 E. coli isolates from piglets over the five sampling moments
was assessed by PFGE. Different genetic profiles were observed and |6 genetic clusters
were found. The dendrogram analysis showed that genetically closely related isolates were

maintained through the different stages of piglets’ life (Figure 2.3).

2.4.2.4. Pathogenicity Island Markers and Phylogenetic Analysis

Strain virulence was inferred by detection of pathogenicity islands and phylogeny.

PAI markers were detected in nine isolates (15.0%) as shown in Table 2.3. Notably, one
isolate carried both PAIl IVs3, and PAIl lcero73 markers, while the other eight isolates only
carried PAIl Vg3, marker. The other PAI markers targeted by this study were not detected

in any of the isolates.

These E. coli isolates were allocated into four phylogenetic groups. The Bl phylogenetic
group was the most prevalent (n=45; 75.0%), followed by group A (n=10; 16.67%). The
phylogenetic group B2 and D was only found in two (3.33%) and one (1.67%) isolates,

respectively.
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Figure 2.3. Dendrogram of clonal relationship of E. coli isolates from piglets over the five sampling moments.
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2.5. Discussion

This study describes the characterization of E. coli strains from pigs in an intensive farm
production setting from birth to finishing, using both phenotypic and genotypic methods to
characterize and study the dynamics of resistant E. coli persistence and dissemination at

animal level in livestock production.

A high prevalence of blactx.m genes was found in E. coli throughout the piglet’s life cycle
in the Portuguese farm included in this study. Similar data were reported from diverse
intensive farming production from diverse European countries where, likewise, ceftiofur

31-34

was used as prophylactic treatment . In this study, blacrx.m. was the most prevalent

gene, followed by blacrx.m.32, Which is in agreement with other studies conducted in Europe

35,36

The colistin-resistant mcr-genes screening revealed a high prevalence of the mcr-/ gene.
In fact, the mcr-1 gene has been widely reported in E. coli strains from food-producing
animals, mainly from the pig reservoir ****¥_Although mcr-4 was firstly described in 2017
*in pig samples, in our study mcr-4 was detected mainly in mcr-1-producing E. coli strains
isolated in 201 1. To our knowledge, this is the first time the mcr-4 gene is reported in
Portugal. Moreover, the sequencing of the gene revealed a new mcr-4 allele, which contains
three point mutations when compared with the mcr-4./ allele *. Some point mutations
were previously described; however, this is the first report of the mutation at position
1453, which results in the change of amino acid 485 due to the substitution of a valine for

an isoleucine ***,

There are only a few reports of co-occurrence of mcr-1 and mcr-4, but they are all from
swine isolates from Spain ****'*2 Thus, this is the first report of E. coli isolates harbouring

blactx.m.3 or blactx.m.1, mer-1 and mcr-4 recovered from Portuguese piglets.

In this study, a high prevalence of blacrx.m genes was found both in the newborn piglets
before ceftiofur administration and in sows when they give birth. This finding suggests that
vertical transmission of the resistant bacteria from sows to the offspring has occurred.
Transmission of bacteria during perinatal period remains unclear. However, some studies
showed that primary colonisation of newborn piglets’ gut is influenced by the mother and
the environmental microbiota in the farrowing unit “*. The maintenance of resistant E. coli

during all stages of the piglet’s lives and the increased levels of blacrxm at the nursery unit |
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may be due to the prophylactic administration of ceftiofur to all piglets immediately after
birth, highlighting the need of alternative practices to prevent young animal infections.
Similarly, high levels of prevalence of mcr genes were observed during the after weaning, at
the nursery and at the finish units. In this farm, colistin was administered for post weaning
diarrhoea that may affect piglets during the after weaning period, associated with intestinal
dysbiosis and proliferation of enterotoxigenic E. coli. Therefore, colistin pressure may be
responsible for the emergence of mcr genes, since in the first sampling moments and in the
sows, these genes were present at low rates. The levels of mcr genes tended to be less
frequent as time after treatment progresses. Thus in the beginning of the fattening period,
a small reduction in the prevalence of the mcr genes was observed and a sharp decrease in
this prevalence was found before leaving the finish unit. Finally, it is important to note that
the detection of these resistance genes was performed in the isolates obtained after
selective culturing with cefotaxime and not with colistin. Therefore, the prevalence of mcr

genes in this study may be underestimated.

The use of ceftiofur was not only associated with amoxicillin and cefotaxime resistance
but also with structurally unrelated antimicrobials such as chloramphenicol . In this study,
resistance to chloramphenicol was observed in 35 isolates of piglets (58.33%), despite no
phenicols being used in the early stages of the piglets’ lives. Indeed, in previously reported
studies, chloramphenicol resistance genes have often been found on the same ESBL

encoding plasmids “*.

The blacrx.m. and blacrx.m.32 detected in this study were likely located on Incll, IncF and
IncN plasmids, which means that one ESBL-type gene is possibly mobilized by different
incompatibility plasmids, and at the same time one incompatibility plasmid group can
possibly carry different ESBL-type genes. The association of blacrx.m type genes and the
conjugative plasmids of incompatibility groups A/C, F, HI, |1, L and N has been observed.
In fact, blactx.m.-carrying Inc N, Inc F and Incll plasmids are strongly associated with
Enterobacterales isolated from animal sources and these plasmids play a major role in
dissemination of these antimicrobial resistance genes among the bacteria population *°.
Beyond the resistance transfer, we aimed to understand whether the same strains were
maintained along the pig life cycle. Indeed, the same E. coli clones were found in different

sampling moments, from the sows to the finishing unit, showing the maintenance of the

resistant and virulent isolates throughout a pig’s life cycle and demonstrating that piglets
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not only acquire E. coli clones from their mothers but also act as active carriers of possibly

plasmid-borne blactx.m type and mcr E. coli strains.

The majority of E. coli isolates were allocated into the Bl phylogenetic group, which
includes intestinal pathogenic strains with increased ability to persist in the environment *'.
The Bl phylogenetic group is usually considered less virulent than strains from the
phylogenetic groups B2 and D *. However, in this study nine E. coli isolates carry one or
more PAIl markers. PAI 1Vs;¢ encoding for the yersiniabactin iron-uptake system was the
most frequently detected, which is in concordance with previous studies reporting PAl Vs34
as the most ubiquitous in Enterobacterales **>. Often it is detected together with PAI Icpro;
*%. However, PAI V53 was mostly detected alone in this study, mostly in Bl phylogenetic
group. This high frequency of PAIl IVs3, in commensal isolates has led to the suggestion that
PAI IVs;, may be a fitness island rather than a pathogenicity one %. From our point of view,
the carriage of siderophore, a virulence factor, will increase the fitness of the bacteria, and
it will contribute to the maintenance of potential pathogenic strains along the productive

cycle of pigs that, ultimately, may enter in food chain.

2.6. Conclusions

Overall, a high proportion of sows and their piglets were colonized by ESBL/mcr-
producing E. coli. The results of this longitudinal study showed that the use of antibiotics in
intensive animal production in the early stages of life, namely ceftiofur and colistin, exert a
high selective pressure in pig gut microbiota, and as such contributing to the high prevalence
and co-selection of blacrx.m.icyy and mcr-1 and/or -4 genes in E. coli strains and promoting
the maintenance of resistant and virulent strains throughout the pig life cycle, potentially
reaching humans through the food chain. This highlights the importance of antimicrobial
stewardship during all stages of a production animal’s life as a possible tool to achieve a

reduction of the burden of multidrug-resistant and virulent isolates.
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3.1. Abstract

Colistin is classified as a high-priority critical antimicrobial by the World Health
Organization (WHO). A better understanding of the biological cost imposed by mcr-
plasmids is paramount to comprehending their spread and may facilitate the decision about
the ban of colistin in livestock. This study aimed to assess the prevalence of mcr and ESBL
genes from 98 Escherichia coli and 142 Salmonella enterica isolates from food-producing
animals and the impact of the mcr-I acquisition on bacterial fitness. Only mcr-I was
identified by multiplex PCR (mcr-I to mcr-10) in 15.3% of E. coli. Colistin MICs ranged
between 8-32 mg/L. In four isolates, blargm., blactx.m.;, and blacrx.m.is co-existed with mcr-1.
The IncHI2, IncHII, IncP, IncN, and Incl plasmids were transferred by conjugation to E. coli
J53 at frequencies of 107" to 107 cells/recipient. Growth kinetics assays showed that
transconjugants had a significantly lower growth rate than the recipient (p<0.05), and
transconjugants’ average growth rate was higher in the absence than in the presence of
colistin (1.66 versus 1.32 (p=0.0003)). Serial transfer assay during 10 days demonstrated
that plasmid retention ranged from complete loss to full retention. Overall, mcr-1-bearing
plasmids impose a fitness cost, but the loss of plasmids is highly variable, suggesting that
other factors beyond colistin pressure regulate the plasmid maintenance in a bacterial

population, and colistin withdrawal will not completely lead to a decrease of mcr-1 levels.
Keywords: colistin resistance; mcr-1; CTX-M; fitness cost; conjugation; livestock.
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3.2. Introduction

Extensive use and misuse of antimicrobial agents are recognised as the most important
causes of the emergence and selection of antimicrobial resistance worldwide. Nowadays,
antimicrobial resistance has been widely considered a global threat to human and animal

health and should be seen from a One Health perspective .

In veterinary medicine and intensive animal farm production, the overuse of antibiotics
with therapeutic, prophylactic, and metaphylatic purposes led to the emergence of
important clinical resistance genes, such as extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs) and
mobilised colistin resistance (mcr) genes, in bacteria of animal origin that may enter in the
food chain and/or spread into the environment °. There are several reports of the
prophylactic administration of cephalosporins in intensive pig production to prevent
neonatal infections, namely Streptococcus suis infections, navel infections, arthritis and
colibacillosis diarrhoea *. Colistin is approved in pig production in some countries for the
control of Enterobacteriaceae infections, particularly for those caused by Escherichia coli °. In
addition, according to the European Medicines Agency report, colistin should only be used
for therapy or metaphylaxis purposes in food-producing animals ¢. However, according to
the recommendations for the prudent and responsible use of antibiotics used in animals,
colistin should have its use restricted and, whenever possible, its use should be based on
antimicrobial susceptibility tests, given its extreme importance in human medicine thus

following a One Health approach ’.

The first report of ESBL-producing bacteria was in 1980, shortly after the introduction
of the third-generation cephalosporins in clinical practice. Nowadays, there are several
types of ESBL that promote resistance to all beta-lactams, except carbapenems. The most
widespread are the ESBL types generated due to point mutations in the classical

penicillinases SHV-1/2, TEM-1/2 and the CTX-M family beta-lactamases ®.

The lack of effective antibiotics in human medicine, particularly to fight carbapenemase-
producing Enterobacterales, led to a renewed interest in the old antibiotic colistin, which
became one of the last-resort therapeutic options °. Colistin, also known as polymyxin E,
was used in human medicine several decades ago, but it was banned due to its neurotoxicity

and nephrotoxicity. In contrast, it has been widely used in animal production practice in
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numerous countries for therapeutic, prophylactic and growth promotion purposes, mostly

in pigs, poultry and cattle, due to its efficiency and low cost .

The prevalence of colistin resistance has been gradually reported in the last few years,
and understanding the underlying resistance mechanisms is a priority ''. Colistin resistance
is mainly associated with LPS structure modifications, with consequent reduced or absent
affinity to colistin '. Until 2015, all known colistin resistance mechanisms were
chromosomally encoded as a result of specific mutations that led to an overexpression of
LPS-modifying genes . Then, the first plasmid-mediated colistin resistance gene (mcr-1) was
identified in E. coli isolates from pigs’ samples, retail meat and human clinical isolates in
China. The mcr gene encodes a phosphoethanolamine transferase that adds a
phosphoethanolamine group to Lipid A, leading to decreased binding of colistin to LPS "°.
Since then, mcr-I homologs (mcr-1 to mcr-10) and several variants have been identified
worldwide in diverse Gram-negative bacteria of different origins, mainly associated with

food-producing animals '*'*".

It is generally assumed that antibiotic resistance by the acquisition of mobile genetic
elements, like plasmids, confers a reduction in the fitness of the recipient cell that is
expressed as reduced growth rates, lower virulence, lower transmission rates or less
invasiveness '®. However, the fitness cost is strongly dependent on the plasmid backbone
and on the host cell type "°. In addition, plasmids may harbour diverse resistance genes,
which under the selective pressure of antibiotic treatment, may result in co-selection of

the plasmid-carrying multiple resistance genes .

The co-occurrence of ESBL and mcr genes has been reported *'>'¢, Their dissemination
is fuelled by horizontal gene transfer mechanisms, such as conjugation, which may spread
to pathogenic Gram-negative bacteria, further limiting the treatment options '®*'.
Therefore, the surveillance and molecular characterization of colistin resistance in zoonotic
pathogens play a key role in the need to decide on restrictions on antibiotic use in animal

roduction ?2. Moreover, understanding the biological cost of the acquisition of mcr-carryin
P g g q ying

plasmids is important to infer their stability in the host and dissemination.

The aim of this study was to assess the prevalence of mcr and ESBLs genes in E. coli and
Salmonella enterica isolates, two well-known zoonotic pathogens, collected from intensive
farming animals and farm environments, to assess the potential of horizontal dissemination

of these genes and to evaluate the impact of mcr-1 acquisition in the fitness of the host.
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3.3. Materials and Methods

3.3.1. Bacterial Isolates

Ninety-eight E. coli and 142 S. enterica isolates were collected from animals of intensive
farming production and farmer’s boots between January 2016 and April 2018 by ALS-
Controlvet (Tondela, Portugal). These isolates were collected from swine, poultry, rabbit,
sheep and bovine from Portugal and Spain. All S. enterica isolates were serotyped

accordingly to the Kauffmann-White scheme =.

3.3.2. Antimicrobial Susceptibility Testing

The antimicrobial susceptibility testing was performed by the disc diffusion method with
the antibiotics: amoxicillin/clavulanic acid, ampicillin, apramycin, cefalexin, ceftiofur,
doxycycline, erythromycin, enrofloxacin, florfenicol, flumequine, lincomycin/
spectinomycin, nalidixic acid, neomycin, oxolinic acid, pipemidic acid, spiramycin,
tetracycline, tiamulin, tilmicosin and trimethoprim/sulfamethoxazole (Oxoid, Basingstoke,
UK), according to the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
guidelines (EUCAST) *. Phenotypic detection of ESBL was performed by the double disc
diffusion method with amoxicillin/clavulanic acid, aztreonam, ceftazidime and cefotaxime
disks (Oxoid, Basingstoke, UK). The data were interpreted according to the EUCAST

guidelines *.

Screening of colistin-resistant isolates was performed according to a previously

». The SuperPolymyxin® medium was

described method, with some modifications

developed for this purpose. However, our study was performed only with Gram-negative

bacteria, and so neither amphotericin B nor daptomycin was used. Therefore, bacterial

growth was observed in EMB agar (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italy) supplemented

with 3.5 mg/L of colistin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) after 24 and 48h

of incubation. Colistin susceptibility was evaluated by the broth microdilution method,
24

according to EUCAST recommendations “, determining the minimal inhibitory

concentrations (MICs) both for wild strains and transconjugants.
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3.3.3. Detection of Antimicrobial Resistance Genes

Screening of blasny, blarem and blacrx.m type genes was performed by PCR with
specific primers, as previously reported *. Bacterial isolates that grew in colistin-
supplemented EMB agar were screened for mcr-1 to mer-10 genes. PCR screening for mcr-
| to -5 was carried out using the multiplex PCR protocol, according to Rebelo et al., with
some alterations *. Briefly, the multiplex PCR was divided into two: one for screening mcr-
I and mcr-3 and the second for mcr-2, mcr-4 and mcr-5. Screening of mcr-6 to -9 genes was
performed according to Borowiak et al. %
the in-house designed primers: mcr-10_fw [5'-ATTCCGTTTGTGCTGGTTGC-3"T and mcr-
10_rv [5-AACATACAGGGCACCGAGAC-3] and the following conditions: initial

denaturation at 95°C for 60s, followed by 30 cycles of denaturation at 95°C for 30s,

, and mcr-10 was screened by simplex PCR using

annealing at 58°C for 30s and elongation at 72°C for 60s, and a final cycle of elongation at

72°C for |0 min. The mcr-10 amplicon size was 707 base pairs.

Identification of the resistance genes was confirmed by nucleotide sequencing of the

amplicons (Stabvida, Caparica, Portugal).

3.3.4. Conjugation Assay and Plasmid Replicon Typing

Conjugation experiments were performed to determine the transferability of mcr genes
using sodium azide-resistant E. coli J53 as a recipient strain at a bacterial cell ratio |:10.
Transconjugants were selected on Mueller Hinton (MH) Agar (Liofilchem, Roseto degli
Abruzzi, Italy) plates supplemented with sodium azide (150 mg/L; Scharlab, Barcelona,
Spain) and colistin (2 mg/L). The success of conjugation was further confirmed by mcr-1-
PCR detection and colistin susceptibility testing by the microdilution method in
transconjugants. Conjugation frequency (CF) was determined as the number of

transconjugants per recipient cell.

Incompatibility groups were identified among mcr-1-borne plasmids carried by

transconjugants by PCR-based replicon typing, using eighteen pairs of primers, as previously

described %,
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3.3.5. Determination of Growth Rates

Growth rates of E. coli J53 and 14 transconjugants carrying the mcr-1-bearing IncH12,
IncHII, IncP IncN, Incl;, FIB plasmids and blargm.;, blactx.m. and blacrx.m.is genes were
evaluated by measuring the optical density (OD) at 600 nm. Bacterial strains were
inoculated in antibiotic-free and in 4 mg/L colistin-containing Luria-Bertani (LB) broth
(Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italy) at a 1:100 ratio. Bacterial growth was recorded by
monitoring ODyq, every 30 min for seven h and then at 8, 9, 10, 12, 24 and 30h. The kinetics

is expressed in a specific growth rate constant ().

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 8 software (GraphPad San
Diego, CA, USA). The differences were assessed using paired, two-tailed t-test and ANOVA

test. p-values <0.05 were considered statistically significant.

3.3.6. Plasmid Stability Assay

The stability of mcr-1-bourne plasmids was investigated in vitro, as previously described
*_ Briefly, 10 uL of overnight cultures of six transconjugants and their donors were
inoculated in 10 mL of antibiotic-free LB broth (1:1000 ratio). Sub-culturing was performed
after 24h of incubation at 37°C in an orbital shaker at 120 rpm and repeated for 10
consecutive days. Each day, the culture broths were serially diluted and plated both onto
antibiotic-free and 4 mg/L colistin-containing MH agar once 8 mg/L was the lowest MIC

value found among these strains.

The percentage of plasmid retention was calculated by dividing the number of colonies

on colistin-containing MH agar by the number of colonies on antibiotic-free MH agar.
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3.4. Results

3.4.1. Origin of Bacterial Isolates and Antimicrobial Susceptibility Test

A total of 240 bacterial isolates were collected: 142 S. enterica and 98 E. coli from
different sources (Tables 3.1 and 3.2) and from diverse Portuguese and Spain regions. The
majority of the isolates were from poultry (Table ). S. enterica serovar Typhimurium was
the most prevalent serotype detected, followed by the serovar Enteritidis in poultry. Sixty-
eight (47.9%) S. enterica isolates were recovered from the farm environment and one from

animal-derived food (Table 3.2).

Bacterial susceptibility testing showed that in S. enterica, 4| isolates (28.87%) were
resistant to amoxicillin, 26 (18.31%) were resistant to tetracycline, 6 (4.23%) to the
combination amoxicillin/clavulanic acid, 3 (2.11%) to cephalosporins, 3 (2.11%) to
aztreonam, and 3 (2.11%) to quinolones. Regarding E. coli, it was found 77 (78.57%)
tetracycline-resistant isolates, 72 (73.47%) amoxicillin-resistant isolates, 45 (45.92%)
quinolone-resistant isolates, 13 (13.27%) resistant isolates to the combination
amoxicillin/clavulanic acid, 6 (6.12%) aztreonam-resistant isolates and 3 (4.08%) resistant

isolates to cephalosporins.

Phenotypic screening of ESBL suggested that 18 (12.68%) S. enterica and 14 (14.29%) E.

coli were ESBL producers.

It was observed that 94 bacterial isolates (39.17%) grew in EMB agar supplemented with
3.5 mg/L of colistin, of which 37 grew after 24h (30 E. coli and 7 S. enterica; 15.42%) and 57
(20 E. coli and 37 S. enterica) only after 48h (23.75%) of incubation.
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Table 3.1. Origin of Escherichia coli and serovar of Salmonella enterica isolates. The
numbers at the end of table are the number of strains.

Source

E. coli
(n=98)

S. enterica
(n=142)

Poultry

77

S.
. Enteritidis

N nun un omnmounmonountmounomnmounononounonononononononononononounononon

Typhimurium

. Anatum

. Infantis

. Havana

. 4,12:i:-

. Brandenburg

. Typhimurium -like

Cerro

. Indiana

. Lexington
. Bredeney
. Rissen

. Virchow

. Kentucky
. Mbandaka
. Tennessee

9,46:-:-

. 3,15:z10:
. Salamae 4(5),12:b-

Agona
Bardo
Berta

Hadar

. Kottbus

. Llandoff

. Newport

. Ohio

. Seftenberg

. Schwarzengrund

Not typed

19

I
I
10

O - —m —m - — - - - - — —m —m —m NN NNWWWh>MN-MNAMNOO

133

Swine

S.
S.

Derby
Typhimurium

Not typed

N A — BN

Rabbit

Sheep

Animal feed

Not typed

Bovine

S.

Anatum
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Table 3.2. Frequency of Escherichia coli and Salmonella enterica according to biological,
food and environmental samples.

E. coli S. enterica

(n=98) (n=142)
Boots swabs 58
Carcasses/fresh meat 42 20
Ready to cook meat 18
Organs 40 2
Rectal swabs 6
Faeces 6 24
Incubator/bed swabs 2 10
Neck skin 5
Abscess 2
Frozen meat 2
Eggs 2

Animal feed |

3.4.2. Screening of mcr and ESBL Genes

The multiplex PCR allowed for the detection of |5 E. coli (15.31%) carrying mcr-1, but
not in S. enterica isolates. The other mcr genes were not detected in any isolate. All the mcr-
| positive strains were classified as resistant to colistin, with MICs values ranging from 8 to
32 mg/L. Two of the mcr-1 positive E. coli strains only grew after 48h under colistin selection,
despite the MIC values of 8 and 16 mg/L. The majority of the mcr-1 positive strains (n=9;
60%) were collected from pig samples, while the others were from poultry (n=4; 27%) and

rabbits (n=2; 13%).

Phenotypic screening of ESBL revealed 13.33% (32/240 isolates) of positivity, and all
were screened for blary, blasyy and blacrx.m genes. Twenty beta-lactamase-producing
isolates (8.33%) were found, including 16.33% E. coli (16/98 E. coli) and 2.82% S. enterica
(4/142 S. enterica). The four S. enterica isolates carried blargm., (2.82%). In relation to the E.
coli isolates, 10 (10.20%) carried only blarem.. Five (5.10%) E. coli isolates carried, beyond
blargm.,, mer-1 (n=2), mcr-1 and blactx.m.is (n=1), blactx.m. (n=1) and blaoxy., (n=1). One E.

coli carried both mcr-1 and blacrx.m.;. These results are summarised in Table 3.3.
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3.4.3. Conjugation Experiments

Conjugation assays were performed with the 15 mcr-1 E. coli positive strains and E. coli
J53 as the recipient cell. The mcr-1 gene was successfully transferred to E. coli J53 from all
the donor cells at a frequency between 1077 to 107 cells per recipient (Table 3.3).
Additionally, blarem.; and blacrx.m.; Were also co-transferred in E. coli 166, E. coli 170, E. coli
186 and E. coli 189, but not the blacrx.m.is in E. coli 186 (Table 3.3). The success of the gene
transfer was confirmed by PCR detection of mcr-I and beta-lactamase genes. The
transconjugants showed a resistance profile to colistin identical to the donors, with MICs
values identical to the mcr-I-borne plasmids donor strain. PCR-based replicon typing

showed that these genes were located on IncH12, IncHII, IncP IncN and Incl, plasmids.

3.4.4. Growth Rates and Plasmid Stability

Growth kinetics of E. coli J53 and its mcr-/-carrying transconjugants were investigated.
Significant growth rate differences between E. coli |53 and transconjugants 162T, 185T,
86T, 212T and 221T were found (p<0.05). In addition, a significant difference in growth
rates (p=0.0003) was observed between transconjugants in the absence and in the presence

of colistin, after 30h assessment, with a mean growth rate of 1.66 and 1.32, respectively

(Figure 3.2).

The stability of the mcr-1 plasmids was determined by serial passages for 10 days in the
absence of colistin. As shown in Figures 3.3 A and B, plasmid retention rates were diverse.
Briefly, in E. coli 177 and 185, IncHI2 plasmids were highly retained (>85%) but lost in their
transconjugants (<95%). Otherwise, IncHI2 plasmids of E. coli 186 and its transconjugant
were maintained in 37% and 3 1%, respectively. IncP plasmids were lost in both E. coli 170
and in its transconjugant; in contrast, in E. coli 166, 27% of parental strain and only 19% of
transconjugants IncP plasmid was retained. Finally, an untypable plasmid was maintained
stably in 60% of E. coli 189 and its transconjugants at least |0 days of passage in an antibiotic-

free environment.
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Figure 3.2. Growth kinetics assay results. Growth kinetics assays revealed that transconjugants have a
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S A
fra} 100'-\0/0\’\
c
ot A\'/\ /
L go- )4 -+ E. coli 170
o
e .
% 60- -+ E. coli 185
a
S 40+
(D)
(@))
S 20-
c
(D)
(@]
o O A}
o 0 2 4 6 8 10
Day

Pagina | 102



C
2 100+,
[
q.) .
§ 80- 4 E. coli 170T
S
% 60-
o
©  40-
&}
Sk
£ 20-
(]
o
g 0 A—h——h——h——h——h——h—h—A

0 2 4 6 8 10

Day

Figure 3.3. Stability of mcr-1 plasmids. Assessment of E. coli donor strains (A) and its transconjugants
(B) over 10 days in the absence of colistin.

3.5. Discussion

In this study, E. coli and S. enterica isolates were recovered from animal biological and
food samples and from farm environments in Portugal and Spain with the objective of

assessing the epidemiology of mcr-I to mcr-10 genes and ESBL genes.

Only the mcr-1 gene was identified in E. coli samples. The majority (60%) of mcr-|
identified in E. coli was from swine samples, which is in accordance with most of the current
reports, where the main sources of E. coli carrying mcr-1 are pigs, poultry samples and their
derivate food products '**'"*. Yet, the majority of samples were from poultry, with the
majority of isolates being S. enterica, including from boots’ swabs. Surprisingly, mcr genes
were not detected in S. enterica despite the growth in media supplemented with colistin.
Although less frequently than in E. coli, there are several reports worldwide of the
occurrence of mcr genes in S. enterica, mostly the mcr-I gene, including in Portugal '%**,
The presence of chromosomal mutations of the PmrA/PmrB and PhoP/PhoQ two-
component regulatory systems, which are responsible for the biosynthesis of L-Ara4N and
PEtn '°, or other uncharacterised variants of mcr genes may explain the growth of some §.

enterica strains under colistin selection. The mechanisms and evolutionary pathways
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resulting in decreased susceptibility to colistin in certain Salmonella serovars remain to be
fully understood, but bacterial tolerance, persistence or heteroresistance to antimicrobials
and natural and spontaneous phenomena may be an explanation for bacterial growth in the

presence of colistin ***.

Intensive swine production has been pointed to as the main source of emergence and
spread of mobile colistin resistance due to the wide use of colistin for treatment and control
of gastrointestinal infections caused by Enterobacterales in pigs and piglets >*. Also, in
industrial rabbit breeding, the recorded consumption of colistin is relevant, and in fact, we
found the mcr-1 gene in two E. coli isolates from rabbit meat, which is rarely reported ***'.
It is highly expected that transmission between intensive farming animals is facilitated by
close contact between them *. The food chain may play a major role in the spread of
colistin resistance since mcr genes have been mostly found in samples from food-producing
animals. There are several reports from human clinical samples °. The rate of mcr genes

that have been found in our study and in the rest of Europe “*

was lower compared to
the high rates observed in China. This may be explained by the previously high levels of
colistin consumption observed in some Asian Countries, including China, where the use of

colistin as a feed additive was allowed until recently as a growth promoter *,

The co-occurrence of mer-1 with other clinically relevant resistance genes in E. coli was
previously reported *'*'*?* Here, the strains showed high levels of resistance to
tetracycline and beta-lactams, as expected, because these antimicrobial agents were and
are widely used in livestock production to prevent and control respiratory and
gastrointestinal disease “, including in Portugal *. Although ciprofloxacin is not used in
livestock production, some isolates were ciprofloxacin-resistant. This can be explained by
the cross-resistance to enrofloxacin, which is commonly used in farm animals and is partially
metabolised to ciprofloxacin in animals *°. Moreover, the mcr-I gene can easily spread due
to the use of colistin or co-selection with other antibiotic classes . Thus, the administration
of different antibiotics to animals plays a key role in the development and spread of various

resistance profiles >'.

Phenotypic screening of ESBL indicated a higher production of these enzymes compared
to the PCR detection, which suggests that other less common ESBLs than blacrx.m., and

blactmm.is that were identified in this study may be produced. Additionally, there seems to
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be a connection between mcr-1 and ESBL genes, which can lead to co-selection of the

resistance to beta-lactams and colistin.

All mcr-1-carrying E. coli isolates were able to transfer the colistin resistance gene by
conjugation at different frequencies, as reported *. The mcr-1 gene has been often found
on IncHI2, IncHII, IncP, Inclland IncN conjugative plasmids ***2. Other reports indicate that
IncX4 and IncHI2 are the two major plasmid incompatibility groups implicated in mcr-1
dissemination **. The genetic platforms of mcr in this study were variable. The plasmid
IncHI2 was not completely lost in the absence of colistin, which might explain the highest
frequency found. Moreover, it was shown that the dissemination of mcr-1 is linked with the
co-spread of ESBLs, namely blacrx.m.;. The MICs for colistin for transconjugants showed a
similar value to the donor strain, suggesting that colistin resistance is specific and not
influenced by other resistance mechanisms in the donor strains. Nevertheless, the colistin-

resistant wild strains may display chromosomal resistance genes.

The dissemination and the high diversity of mcr-encoding plasmid backbones assume
greater relevance in the context of livestock production, particularly in swine production
>215354  Animal manure should be regarded as a source of antibiotic residues and DNA, and
in this case, it is not clear that the processing through composting is effective in reducing
amounts of colistin or mcr genes in pig manure >*"**, The role of animal manure used in
land fertilization and in the environmental dissemination of mcr genes should be further

studied.

Many isolates, especially from S. enterica, grew with colistin only after 48h of incubation.
As observed for two E. coli isolates, our study demonstrated that the prevalence of mcr
genes might be underestimated because some positive mcr-1 strains did not show visible
growth after 24h of incubation. Since mcr-1 may be present in colistin-susceptible strains, it
has been suggested that mcr genes may play a physiological role in bacterial cells **. Thus,
the prevalence of these genes may be underestimated by the breakpoint value that might

need an update and/or by the time of incubation, as shown in the present study.

In addition, the slow growth of some colistin-resistant isolates might be related to a
fitness cost. Studying the biological cost of exogenous DNA in the recipient cell is important
to comprehend the dynamic of transmission of plasmids in a bacterial population and to
further understand whether colistin withdrawal in intensive animal production may

attenuate the spread of the mcr-1 gene with positive implications in public health in the view
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of the One Health context. A report showed that in China, after the ban of colistin as a
growth promoter in 2017, the prevalence of colistin resistance and mcr genes was reduced
*¢. However, this is not a paradigm *"*%. To assess the biological cost of mcr-carrying-plasmid
acquisition, we compared the growth rate of transconjugants and the recipient strain E. coli
J53, observing that the carriage of the mcr-plasmid imposes a fitness cost to the host, as
previously described ***'. Also, the comparison of growth rates between transconjugants
in the presence and absence of colistin showed that the presence of colistin impairs the in
vitro growth of mcr-/-carrying bacteria resulting in reduced fitness. This suggests that
colistin withdrawal from intensive animal production could indeed attenuate the spread of
the mcr-1 gene because susceptible strains would be more fit. However, plasmid stability
assays revealed that the loss of plasmids was highly variable, ranging from complete loss to
full retention. IncHI2 was more retained than others, which might explain their higher
prevalence association with mcr genes, while other plasmids, such as IncP, rarely described
as carrying mcr-genes, were partially or completely lost *>*2. These findings show that the
acquisition of mcr-I-carrying plasmids reduces the fitness of the host, but plasmid loss in
the absence of colistin is highly variable, and other factors beyond colistin pressure
contribute to resistance-plasmid maintenance in a bacterial population. The variability in
plasmid stability may be related to plasmid features (type, size) and bacterial host *>.
Compensatory adaptations may explain the mcr-I expression at a low fitness cost.
However, the mechanisms that are responsible for the equilibrium between mcr-I
expression to provide protection in the colistin environment and normal cellular functions

remain unknown and should be further studied 2.

3.6. Conclusions

We demonstrate that the prevalence of mcr genes might be underestimated due to the
slow growth of colistin-resistant bacteria in phenotypic screening, suggesting the re-
evaluation of reliable guidelines for epidemiological purposes. Colistin withdrawal from
intensive farm production will not completely lead to a decrease of mcr-1 levels since the

reversal of colistin resistance mediated by mcr genes is not straightforward.

The results highlight the need of continuous surveillance of foodborne pathogens and

implementation or improvement of antibiotic stewardship in animal production since it
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promotes the emergence of bacteria carrying important clinical resistance genes, which can
enter the food chain and human gut. These data are important because they can provide a
basis for the development of national policies, and they can help guide the risk of colistin
resistance management and assess the effect on animal, environmental and public health of
possible interventions following a One Health perspective. For efficient monitoring systems

at the national level, coordination between the many stakeholders is essential.

With the application of sufficient science-based risk management policies that adhere
to transdisciplinary recommendations, the One Health concept is more crucial than ever
to better control colistin resistance at the interface between the human, animal and
environment with the goal of achieving a balance between the need to protect public health

and the potential impact of risk management measures on animal health.
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4.1. Abstract

The B-lactamase blaoxy gene is uncommon in the Enterobacteriaceae family, except in
human clinical Klebsiella species. In this study a blaoxy.,.1»and blarem.; producer Escherichia coli
206FFUC was isolated from turkey organs recovered from a Spanish aviary. Antibiotic
susceptibility testing was performed by disc diffusion method and blasyy, blarem and blacrx.m
genes were detected by PCR followed by sequencing of amplicons. The blaoxy., gene was
amplified using amplification primers for blactx.m. A new pair of primers was designed to
amplify the entire blaoxy, gene. The Inc FIB and FIC(FIl) plasmids were transferred by
conjugation to E. coli |53 at frequencies of 10®. Whole Genome Sequencing confirmed the
species and identified the strain as E. coli O153:H37, included in the sequence type ST162.
Our results highlight that blagxy genes are able to disseminate horizontally regardless of
bacterial species and, on the other hand, the real prevalence of blaoxy and blacrx.m genes

may be under- and overestimated, respectively.

Keywords: OXY-2; CTX-M; Escherichia coli; plasmids; conjugation; poultry production.
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4.2. Brief Report

In November 2017, as part of an antimicrobial resistance epidemiological study,
Escherichia coli 206FFUC was isolated from turkey organs recovered from a Spanish aviary.
Identification was performed by API 20E system (BioMérieux). Antimicrobial susceptibility
testing was performed by the disc diffusion method and results were interpreted according
to EUCAST breakpoints. PCR was used for detection of blasuy, blaremand blacrx.mtype genes
with the primers in use in our laboratory, as previously described ', followed by Sanger
sequencing of amplicons (Figure 4.2). Conjugation assays were performed using sodium
azide-resistant E. coli J53 as a recipient strain. Transconjugants were selected on Mueller
Hinton agar supplemented with 150 mg/l of sodium azide and 20 mg/L of ampicillin . Whole
genome sequencing (WGS) was performed at STABVida Portugal. Sequencing libraries
were prepared using the KAPA HyperPrep Library Preparation Kit (Roche, Switzerland)
and sequenced using an lllumina HiSeq Novaseq 6000 platform with paired-end reads (2
x|51 bp). De novo assembly was carried out using SPAdes and in silico species identification
was performed using the PubMLSt species identification tool implementing ribosomal
Multilocus Sequence Typing (rMLST). The multi-locus sequence typing (MLST) data, mobile
genetic elements and their relation to antimicrobial resistance genes and virulence factors
were characterized in silico by MLST, SerotypeFinder and Mobile Element Finder (MGE)
tools in CGE (https://cge.cbs.dtu. dk/) °.

The WGS confirmed the species and identified the strain as E. coli O153:H37, included
in the sequence type STI162. The antimicrobial susceptibility test showed resistance to
amoxicillin/clavulanic  acid, cefalexin, quinolones, tetracycline, trimethoprim/
sulfamethoxazole, erythromycin and susceptibility to ceftazidime, cefotaxime, ceftiofur,
aztreonam and imipenem. PCR amplification and sequencing confirmed the blarev., gene but
the 543 bp amplicon, which was expected to correspond to the blacrx.m, Was identified as
the blaoxy., gene. To obtain a full allelic identification, a pair of primers was designed to
amplify the entire blaoxy., gene: Fw [5'-ATGATAAAAAGTTCGTGGCG-3" and Rv [5'-
TTAAAGCCCTTCGGTCACGA-3’]. Sanger sequencing revealed 100% genetic homology
with blacxy.,.1; identified in Klebsiella oxytoca strain FDAARGOS 1333 (GenBank accession
number: CP070020.1) (Figure 4.2).
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Figure 4.2. The blaoxy.2.12 gene and primers used in this study. Alignment of primers for blacrx.m gene
amplification (represented in green) with the blaoxy..12 gene entire sequence. Homology between primers
and blaoxy.».12 gene sequence was represented in blue. The fragment the fragment resulting from this
amplification has a size of 543 bp. Primers for amplification of entire blaoxy->-12 gene, was represented in orange,
originating an amplicon with a size of 873 bp.

Conjugation was successful, occurring at frequencies of 2.1x10?® to 6.25x10°® cells per
recipient. Transconjugants showed identical B-lactam susceptibility phenotype as the donor
strain E. coli 206FFUC. After confirmation by PCR and sequencing it was identified the genes
blaoxy.2.12, blarem., and two replicon types FIB and FIC(FII).

WGS analysis for resistance genes across the assembled genome (AMRFinder software)
corroborated the phenotypic susceptibility pattern [blarem.;, blaEC-18, aadAl, aadA2,
aph(3")-lb, aph(6)-1d, dfrA14, dfrA12, sul2, sul3, tet(A), tet(M), amlA1, mef(B)] (Table 4.1) but
failed to detect blaoxy.,..» gene. This may be because the assembly of short-reading
sequencing data practically always results in a fragmented genome assembly, increasing the
difficulty of plasmid identification from assemblies **. Moreover, there is no tool able to
predict distinct plasmid sequences fully and unambiguously. Larger plasmids prediction

remains challenging using only short-read sequencing data *.
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Table 4.1. Antimicrobial resistance genes type
in E. coli 206FFUC by WGS

Resistance gene  Resistance phenotype

aadAl
aadA2

Streptomycin
aph(3")-1b
aph(é)-Id
blagc.is Cefoxitin
bIGTEm.| Penicillins
cmiA | Chloramphenicol
dfrAl4

Trimethoprim
dfrAl2
sul2

Sulfonamide
sul3
mef(B) Macrolide
tet(A)

Tetracycline
tet(M)

The blagxy gene is intrinsic to the Klebsiella oxytoca complex and encodes a chromosomal
class A beta-lactamase produced at low level that confers resistance to aminopenicillins and
carboxypenicillins. The genetic diversity of the blaoxy genes allowed to define eight groups,
blaoxy.i to blaoxy.s ®. Typically, K. oxytoca (sensu stricto) included to phylogroup Ko2 carries
the blaoxy., gene and variants. The plasmid location of blacxy was reported for the first time
in K. oxytoca and K. pneumoniae . However, they have been rarely reported in other
bacteria, and so far, only identified in uropathogenic E. coli ® and in Salmonella enterica
serovar Enteritidis isolated from food and human patients °.

Our results highlight that blacxy genes are able to disseminate not only in the clinical
environment but also in intensive animal production regardless of bacterial species. The
antimicrobial susceptibility profile of OXY beta-lactamases might be masked by the
extended-spectrum beta-lactamases activity often produced by clinical strains. Similar
activity profiles against B-lactams are shared by the different blaoxy groups, though
mutations in the promoter region of the gene lead to overproduction of OXY and an

increase in the hydrolytic activity against B-lactamase inhibitor combination agents,
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monobactams and some broad-spectrum cephalosporins (cefotaxime and ceftriaxone), but
typically not to ceftazidimen '°. This diversity of susceptibility profiles poses a challenge to
the phenotypic differentiation of B-lactamase classes, highlighting the need for genotypic
testing. Numerous PCR-based typing assays for the identification of blacrx.mgenes have been
developed, including PCR amplification with universal degenerated primers targeting the
CTX-M and OXY/Kl-enzyme genes '"'">. However, our blacrxm .op primers amplified a
region that had 100% homology with the blaoxy., sequence. Different primers also amplified
this sequence ®’. This finding suggests, on one hand, that confirmation with sequencing is
required in order to avoid erroneous results and, on the other hand, that the real
prevalence of blaoxy genes may be underestimated and, in opposition, blactx.v genes may
be overestimated. By aligning the primers used to amplify the blacrx.m gene against the entire
blacxy gene as a template, it is possible to verify that the resulting amplicon has exactly the
same size, 543 bp, as would be expected in the case of amplifying a blactx.m gene (Figure
4.2).

In conclusion, blagxy genes can be located in conjugative plasmids that can be spread
horizontally across different bacterial species. The real prevalence of blaoxy and blacrx.m
genes may be under- and overestimated, respectively. Epidemiologic surveillance is
paramount to early detection of OXY-type B-lactamase, though this could be hampered at

the laboratorial level if sequencing techniques are not employed.

Pagina | 120



4.3. References

l. Vubil D, Figueiredo R, Reis T, Canha C, Boaventura L, GJ DAS. Outbreak of KPC-
3-producing ST |5 and ST348 Klebsiella pneumoniae in a Portuguese hospital. Epidemiol Infect.
2017;145(3):59-599. doi:10.1017/50950268816002442

2. Lima T, Loureiro D, Henriques A, et al. Occurrence and Biological Cost of mcr-1-
Carrying Plasmids Co-harbouring Beta-Lactamase Resistance Genes in Zoonotic Pathogens
from Intensive Animal Production. Antibiotics. 2022;11(10):1356. doi: 10.3390/antibiotics
11101356

3. Johansson MHK, Bortolaia V, Tansirichaiya S, Aarestrup FM, Roberts AP, Petersen
TN. Detection of mobile genetic elements associated with antibiotic resistance in Salmonella

enterica using a newly developed web tool: MobileElementFinder. The Journal of antimicrobial
chemotherapy. 2021;76(1):101-109. doi:10.1093/jac/dkaa390

4. Arredondo-Alonso S, Willems RJ, van Schaik W, Schurch AC. On the (im)possibility
of reconstructing plasmids from whole-genome short-read sequencing data. Microbial
genomics. 2017;3(10):e000128. doi:10.1099/mgen.0.000128

5. de Toro M, Lanza VF, Vielva L, Redondo-Salvo S, de la Cruz F. Plasmid
Reconstruction from Next-Gen Data: A Detailed Protocol for the Use of PLACNETw for
the Reconstruction of Plasmids from WGS Datasets. Methods in molecular biology.
2020;2075:323-339. doi: 10.1007/978-1-4939-9877-7 23

6. Yang |, Long H, Hu Y, Feng Y, McNally A, Zong Z. Klebsiella oxytoca Complex: Update
on Taxonomy, Antimicrobial Resistance, and Virulence. Clin Microbiol Rev.
2022;35(1):e0000621. doi:10.1128/CMR.00006-2 |

7. Gonzalez-Lopez JJ, Coelho A, Larrosa MN, Lavilla S, Bartolome R, Prats G. First
detection of plasmid-encoded blaoxy beta-lactamase. Antimicrobial agents and chemotherapy.
2009;53(7):3143-6. doi:10.1128/AAC.01473-08

8. Decano AG, Tran N, Al-Foori H, et al. Plasmids shape the diverse accessory
resistomes of Escherichia coli STI3l. Access microbiology. 2021;3(1):acmi000179.
doi:10.1099/acmi.0.000179

9. Ma Y, Li M, Xu X, et al. High-levels of resistance to quinolone and cephalosporin
antibiotics in MDR-ACSSuT Salmonella enterica serovar Enteritidis mainly isolated from
patients and foods in Shanghai, China. International journal of food microbiology. 2018;286:190-
196. doi:10.1016/j.ijfoodmicro.2018.09.022

10.  Tsakris A, Poulou A, Markou F, et al. Dissemination of clinical isolates of Klebsiella
oxytoca harboring CMY-31, VIM-I, and a New OXY-2-type variant in the community.
Antimicrobial agents and chemotherapy. 201 1;55(7):3164-8. doi:10.1128/AAC.00102-1 |

I1. Monstein HJ, Ostholm-Balkhed A, Nilsson MV, Nilsson M, Dornbusch K, Nilsson
LE. Multiplex PCR amplification assay for the detection of blasy, blatem and blacrx.m genes in

Enterobacteriaceae. APMIS : acta pathologica, microbiologica, et immunologica Scandinavica.
2007;115(12):1400-8. doi:10.1111/j.1600-0463.2007.00722.x

12. Monstein HJ, Tarnberg M, Nilsson LE. Molecular identification of CTX-M and
blaOXY/K| beta-lactamase genes in Enterobacteriaceae by sequencing of universal MI3-
sequence tagged PCR-amplicons. BMC infectious diseases. 2009;9:7. doi:10.1186/1471-2334-
9-7

Pagina | 121






CAPIiTULO V

Interspecies Transfer of Colistin Resistance mcr-I Gene by
Natural Transformation and Virulence Features of mcr-1

Harbouring Strains

Em preparagao para submissao:

e Tiago Lima, Ana Abrantes, Hugo Tavares, Constanga Pomba, Sara Domingues,
Gabriela Jorge da Silva. Interspecies Transfer of Colistin Resistance mcr-1 Gene by

Natural Transformation and Virulence Features of mcr-1 Harbouring Strains






5.1. Abstract

Antibiotic resistance genes pose a severe threat to human and animal health on a global
scale due to their emergence and spread by horizontal gene transfer events in the
environment and in clinical settings. Although conjugation is considered to be the most
common mechanism responsible for new resistance acquisition, and has been pointed as
the main mechanism for mcr genes dissemination, no study had shown the ability of the mcr-
| gene to be transfered by natural transformation. Acquisition of mcr-gene by HGT can
affect the virulence traits of the strain, such as biofilm formation ability. The main aim of
this study was to assess the role of natural transformation in the dissemination of mcr-/
gene between genetically unrelated bacterial species and also to assess biofilm formation
ability in bacteria carrying the mcr-l gene. Six Escherichia coli and two Salmonella
Typhimurium isolates carrying mcr-1 gene were used as the DNA donor bacteria in natural
transformation assays performed by filter transformation using the naturally competent A.
baylyi BD413 as a recipient cell. The mcr-1 gene was successfully transferred to A. baylyi
BD413 at a frequency of 6,8x10®to 1,2x107 cells per recipient; blacrxm. and class |
integron were also co-transferred from one E. coli and one Salmonella isolates, respectively.
The ability for biofilm formation was compared between E. coli ]53 and its transconjugants
carrying mcr-1 gene by using crystal violet assay. In conclusion, mcr genes can be
disseminated by natural transformation, explaining the acquisition of mcr genes by
Acinetobacter spp. without conjugative plasmids. Moreover, acquisition of the mcr-bearing

plasmid by bacteria increases the amount of biofilm, a virulence trait.
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5.2. Introduction

Antimicrobial resistance is considered a growing threat to human, animal and
environmental health in the 21* century, negatively affecting the socioeconomic growth of
countries . Antimicrobial resistance is a global concern and resulted from extensive use
and misuse of antimicrobial agents in human and veterinary medicine and agricultural
settings . In veterinary and agricultural niches, the increasing need of animal protein for
human consumption accelerates the development of modern and intensive animal

production, which includes antimicrobial use with different purposes °.

Colistin and third-generation cephalosporins are classified as "Highest Priority Critically
Important Antimicrobials" for human medicine, according to the World Health
Organization * and its use in animals should be managed to mitigate the risk to public health®.
However, these antibiotics continue to be used in intensive farming production °. Colistin
and third-generation cephalosporins resistance has been gradually reported in the last few
years, particularly among Enterobacterales, essentially due to ubiquitously spread of
extended spectrum beta-lactamase (ESBL) and mobilised colistin resistance (mcr) genes by

horizontal gene transfer (HGT) events .

In contrast to transduction and natural transformation, which do not involve direct
contact between the donor and recipient cells, conjugation, which takes place when a donor
bacterium transfers genes directly to a recipient cell, is reported to be the most common
mechanism of HGT between different bacteria species and it has been pointed as the main

mechanism of mcr genes dissemination worldwide *’.

10,1 I’ and

Natural transformation occurs in diverse environments, such as soil, water
food ', by diverse bacterial species, such as Acinetobacter baylyi, Bacillus
subtilis and Pseudomonas stutzeri, or some that are part of the animal digestive tract,
like Campylobacter spp. *. There are some human pathogen species naturally competent,
however only a few studies also showed that Acinetobacter spp. human pathogens can show
natural competence *'°. Acinetobacter species can express competence, a physiological state
that allows them to take up foreigner genetic material from their surroundings, which
contributes to the acquisition of antimicrobial resistance genes and mobile genetic elements

from unrelated species '*'. While ESBL genes have been reported frequently among

Acinetobacter species, the occurrence of mcr is less frequent '”'®, MCR-1 and MCR-4 families
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are the most frequently found in Acinetobacter spp. but mcr-2 and mcr-3 genes have been
described too"”. However, the acquisition of conjugative plasmids does not entirely explain
resistance in Acinetobacter spp. *°. Many of the plasmids-borne mcr-genes in Acinetobacter
spp. were unable to conjugate '°. Even while natural transformation is now well established
as a lateral gene transfer mechanism shared by Acinetobacter spp., no study had shown the

ability of the mcr genes to be transfered by natural transformation.

Due to the mechanism of action of MCR enzymes that encode for a
phosphoethanolamine transferase that alters the lipid A of outer membrane by addition of
phosphoethanolamine groups to lipopolysaccharide reducing its overall negative charge, it
was hypothesized that colistin resistant strains could be less virulent. Some studies showed

21

that colistin resistance was associated with less virulence “, while others reported

increased virulence in vivo, highlighting that colistin resistance is mechanistically very

complex and strain specific *%.

Acquisition of mcr genes by HGT can affect the virulence of the strain. The formation
of biofilms is considered a virulence feature of a strain. Moreover, HGT events can occur

more frequently in biofilms than among planktonic bacteria ***?’.

Biofilm formation is a bacterial survival strategy, an adaptive response to the constant
changing and potentially hostile environments ***°. Bacterial biofilms are organized microbial
colonies adherent to a biotic or abiotic surface, encased in a self-synthesizing extracellular
polymeric material that includes exopolysaccharides, matrix proteins, and extracellular
DNA *, Bacteria in biofilms can tolerate better both host defences and antibiotics and
disinfectants when compared with microorganisms that grow as planktonic bacteria.
Bacterial biofilm development greatly increases antibiotic resistance, complicates infection
therapy, and increases the risk of relapse *'. Considering the relevance of the epidemiology
of mcr-genes in the context of public health, and knowing that in Acinetobacter spp. the
acquisition of mcr gene is not always explained by conjugation, the main goal of this study
was to assess the role of natural transformation in the dissemination of mcr between
genetically unrelated bacterial species. Biofilm formation was also assessed in bacteria

carrying the mcr-1 gene.
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5.3. Material and Methods

5.3.1. Bacterial Isolates

The strains used in this study were collected from retail meat and animals of intensive
farming production, as reported previously ®*2. Six mcr-1 positive E. coli isolates isolated
from swine, poultry and rabbit samples ® and two mcr-1 harbouring S. enterica Typhimurium
isolates, Sal25 and Sal90 *, were selected as donor DNA strains. Acinetobacter baylyi BD413

was used as a recipient strain in natural transformation assays (Table 5.1) *.

Table 5.1. Bacterial isolates used in natural transformation assays.

Role in Natural

Year of Source of Resistance
Isolate  Specie Transformation
Isolation Isolation Genes/markers
Assays

166 E. coli 2018 Fowl carcasse  mcr-1; blatem.| DNA .donor
bacteria
DNA d

176  E. coli 2017  Rabbit organs mcr-I coner
bacteria
DNA d

185 E. coli 2017 Swine organs  mcr-1 .onor
bacteria
-1; blatem.i; DNA d

186  E. coli 2017 Swine organs mer L bldrey coner
blactx-M-15 bacteria
DNA d

189 E. coli 2017 Swine organs  mcr-1; blacTx-m-i .onor
bacteria
DNA d

219 E coli 2017 Piglet facces  mcr- coner
bacteria

S. enterica Swine retail mr-1; I?IGCTX'M'I; DNA donor
Sal25 Tvohimurium 2011 meat class | integron bacteria

P harbouring aadAl

Sal90 S. ent.erlca' 2011 Poultry retail mer-| DNA ?Ionor

Typhimurium meat bacteria
Spontaneous
BD413 A baylyi rifampin-resistant Recipient cell

mutant

5.3.2. DNA extraction and quantification

Both total DNA and only plasmidic DNA were used in the transformations’ assays.

Genomic DNA of E. coli 189, Sal25 and Sal90 used in the transformation assays was isolated

from bacterial cultures using anion exchange columns QIAGEN Genomic tip 500/G
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(QIAGEN, Germany) according to the manufacturer’s protocol and resuspended in in EB

buffer, pH 8.5 (QIAGEN, Germany).

The mcr-1-carrying plasmids were extracted from E. coli and S. enterica by the alkaline
lysis method **. Briefly, E. coli isolates were inoculated into Luria-Bertani (LB) broth
(Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italy) overnight at 37°C. Then, |15 mL of these cultures
were centrifuged and resuspended in 500 pL of TE buffer, and 500 uL of NaOH 0,4M and
500 pL of 20% SDS solutions were added to each tube. After standing on ice for 5 minutes,
750 pL of potassium acetate solution 5M, pH 4.8 at 4°C was added. Tubes were placed on
ice again and then centrifuged. The DNA was extracted with phenol-chloroform and was
precipitated with 100% ethanol solution at -20°C. After washing the DNA with 70% ethanol
solution, it was dried and resuspended in 100 pL of EB buffer with 5 pL of RNase (I mg/mL).
The DNA was quantified with the Thermo Scientific NanoDrop™ 000
Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA).

5.3.3. Natural Transformation Assays

Natural transformation assays were performed on nitrocellulose filters (Merck-
Millipore, Tullagreen, Carrigtwohill, County Cork, Ireland) placed on LB agar surfaces, using

| ', since this is the standard

the naturally competent A. baylyi BD413 as a recipient cel
described method for assays with the recipient cell that was used *. In brief, A. baylyi BD413
competent cells were grown in LB broth at 30°C until the OD¢go.» reaches 0.6. An aliquot
of 80 pL containing 1.0 x 10® competent cells was mixed by vortexing with 10 ug of each
donor DNA. This mix was applied to the centre of each sterile filter on antibiotic-free and
on 0.4 mg/L colistin-containing LB agar plates (A. baylyi BD413 colistin sub-inhibitory
concentration). The transformation reactions were incubated for 24h at 30°C; bacteria
were removed from the filter by vortexing for 60s in a tube containing 4 mL of 0.85% of
NaCl followed by selection on LB agar supplemented with |2 mg/L of colistin (Thermo

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) at 30°C for 2-3 days or until the Colony Forming

Units (CFUs) were sufficiently large for enumeration.

The transformation frequency (TF) was calculated as the ratio between the number of
transformants and the total number of cells. Negative controls were always included in

each transformation experiment, using sterile water instead of donor DNA. A minimum of
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three independent transformation experiments, each repeated in triplicate, were

performed.

5.3.4. Transformants Characterization

The CFUs that grew on supplemented LB plates were considered possible
transformants. Selected cells were re-streaked onto colistin-containing LB agar and tested
by PCR targeting the mcr-1, blacrx.m and/or class | integron ', using the DreamTaq Green
PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and minimal inhibitory
concentrations of possible transformants for colistin, cefotaxime and/or streptomycin were

determined by the broth microdilution method according to EUCAST recommendations

35

5.3.5. Detection of Biofilm Formation Ability

To analyse the ability of biofilm formation, we used isogenic bacteria: E. coli |53
transconjugants and the recipient (see capitulo Il, for methods). Using 96 micro well plates
biofilm formation assays were performed to determine the capacity to grow as biofilm
following a previously described protocol ***". Briefly, E. coli 185, E. coli 186 and E. coli 189
and their transconjugants obtained in conjugations assays using E. coli |53 as recipient cell,
as reported in previous study ®, were grown overnight at 37°C in 8 mg/L colistin-containing
LB agar. After the incubation, a single CFU of each culture was transferred to 5 mL LB
broth, and posteriorly was incubated at 37°C for 24h at |50 rotations per minute (rpm) in
an orbital shaker (New Brunswick Scientific CO., USA). The inoculum with a turbidity
identical to 0.5 McFarland standard was obtained by adding a few drops of bacterial
suspension to 5 mL of fresh LB broth and measuring in a McFarland Densitometer (DEN-
| B, Biosan, EU). Then, 200 pL of each suspension were added to a 96-well polystyrene
flat-bottom microtiter plates (Biosigma, Italy), as well as 200 pL of LB broth for a sterility
control. The plates were incubated at 37°C for 24h at 150 rpm. After 24h of incubation,
the supernatant containing planktonic cells was removed by turning the plate and the wells
were washed once with milliQ water, followed by inversion of the plate and air dry for
5min. Following this, 200 pL of 99% (v/v) ethanol (VWR Chemicals, France) were added to

each well for |15min for fixation, the supernatant was removed by inverting the plate and
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air dried for 5min. Two hundred pL of a solution of 1% of crystal violet (Applichem,
Germany) was add to each well and incubated at room temperature for 20min, and the
excess of crystal violet was removed by inverting the plate. The plate was then rinsed two
to three times with milliQ water and dried completely. To each well were added 200 pL of
33% (v/v) acetic acid (Pronalab, 14 Portugal), in order to solubilize the dye and biofilm
biomass, followed by I min homogenization of the plate in an orbital shaker. Subsequently,
each well was transferred to a new 96 well microtiter plate. The absorbance at 590 nm was
measured using a microplate reader (Synergy HT, BioTek, USA). The assay was performed

in triplicate and was repeated independently five times.

5.4. Results and Discussion

The mobilization of mcr-1 gene by natural transformation did not occur when genomic
DNA of E. coli and Salmonella isolates was used. The mcr-1 gene was successfully transferred
to A. baylyi BD413 by natural transformation at frequency of 6,8x10°® to 1,2x107 cells per
recipient when plasmidic DNA of E. coli 189 and Sal25 was used as donor, respectively.
Furthermore, blactx.m.1 and class | integron, which were embedded into the same plasmid,
were also co-transferred (Table 5.1). However, no transformants were obtained using the
plasmidic donor DNA of Sal90, E. coli 166, E. coli 176, E. coli 185, E. coli 186 and E. coli 219.
These results show that antibiotic resistance-encoding mcr-1 and blacrx.m. genes and
integrons can be horizontally transferred by natural transformation between genetically
divergent species, namely Acinetobacter spp. and the Enterobacterales, Salmonella enterica and

E. coli, but there might be strain variability influencing the acquisition of the foreign DNA.

The natural transformation of Acinetobacter cells is influenced by several factors.
Depending on the transforming DNA type (plasmid versus chromosomal DNA), some
studies found variations in the natural transformability of Acinetobacter isolates *****. In fact,
natural transformation has been recognized as one of the main mechanisms of HGT ',
though its relevance in antimicrobial resistance spread among clinical strains remains
relatively unexplored. Nevertheless, to the best of our knowledge, there are no studies
that show the involvement of natural transformation in the dissemination of mcr genes. This
HGT ability can explain the increased antimicrobial resistance seen in Acinetobacter species

in the last decades, albeit colistin resistance conferred by mcr genes is not frequently
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reported in Acinetobacter spp. '°. Our experiments showed, for the first time, that mcr-|
gene can be mobilized by natural transformation. Nevertheless, this event occurred at low
transformation frequencies, and only when plasmid DNA was used, i.e, without
interference from high genetically divergent chromosomal DNA. Increased genetic
divergence reduces transformation frequency in Acinetobacter “. Contrary to what is
commonly advocated, the antibiotic pressure exerted by the sub-inhibitory concentrations
of colistin used in the same experiments of this study does not seem to be the driving force
for the acquisition of colistin resistance genes by natural transformation. In HGT by plasmid
conjugation, colistin at sub-inhibitory concentrations seems to increase the conjugation

frequencies of mcr-1- and blaypm.s-positive plasmids 4

Until this study, only the mcr-5 gene detected in an Aeromonas hydrophila isolate from
swine was shown to be transferred by natural transformation to a colistin susceptible strain
of Aeromonas hydrophila. Natural transformation is a general property of environmental
isolates of Aeromonas spp. and therefore, in this case, the mcr-5 gene showed potential to

be transferred between aquatic species of Aeromonas *.

The acquisition of these resistance determinants by natural transformation, though at
low frequency, might contribute for the emergence and spread of antibiotic resistant
bacteria in clinical and animal production environments, since all the transformants were
classified as resistant to colistin, cefotaxime and streptomycin, according to the genotype
transferred, with MIC values of 8, >512 and 256 mg/L, respectively; the mcr-1-positive
transformants had a MIC of 8 mg/L for colistin, at least |6-fold higher than the control
recipient (MIC <0.5 mg/L). The acquired resistance is subsequently transferred vertically to

the offspring, increasing the dissemination of the resistant genes.

Biofilm formation has been associated with bacterial fitness advantage by strengthening
their capacity to survive, increasing their virulence, and making it easier for them to acquire
virulence and antibiotic resistance genes through HGT *. Biofilm may have a substantial
impact on resilience and duration of bacterial infections, being refractory to antibiotic
therapy “. In our study, the ability for biofilm formation of mcr-/-positive E. coli isolated
from swine production and their transconjugants was evaluated. Overall, mcr-1-positive
strains are able to form more biofilm when compared with colistin susceptible E. coli J53

strain, as shown in Figure 5.2.
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Figure 5.2. Biofilm formation ability of mcr-1-positive E. coli and its transconjugants compared with E. coli
J53. %p<0.05.

Furthermore, transconjugants 186T and I89T showed significantly increased ability of
biofilm formation compared with the E coli J53. Despite of addition of
phosphoethanolamine groups to lipid A in bacterial outer membranes, the ability to form
biofilm is not compromised; on the contrary, the acquisition of the mcr-1-carrying plasmids
seems to enhance the biofilm formation. This finding may suggest that beyond mcr-1 genes,
plasmids can harbour genes associated with biofilm formation. However, in our study, the
amount of biofilm produced by the donor type mcr-[-positive wild strains is invariably less
that of the corresponding transconjugants, although being higher than that of wild type E.
coli )53. During conjugation process, conjugative plasmids can enhance bacterial ability to
form biofilms because conjugative pili act as adhesion factors , but after their acquisition,
plasmids appear to play a complex role in biofilm formation, not being controlled by a single
factor or in a single direction, and also responding to interactions with the host
chromosome *. Previous studies not only showed that conjugative plasmids are associated
with an increase in biofilm production, but also, that this ability is correlated with
conjugative efficiency **®. This statement supports previous studies insofar as of the tested
transconjugant, 185T, the one whose conjugation efficiency was the lowest, was also the

one that produced the least biofilm ®.
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In conclusion, natural transformation may also contribute to mcr gene dissemination
and may explain the acquisition of mcr genes by Acinetobacter spp. carrying nonconjugative
plasmids. Future molecular studies will clarify the genetic environment of the mcr genes and
whether the plasmid was inserted into the chromosomal DNA of the recipient strain or a
mobile genetic element transposed into chromosome. Moreover, acquisition of the mcr-
bearing plasmid by bacteria increases the amount of biofilm. However, the processes behind
the plasmid interactions that influence the development of biofilms are not yet clarified.
Overall, acquisition of plasmid-mcr resistance gene is associated with virulence, which is a

worrisome development.
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CAPITULO VI

Conclusoes Gerais e Perspetivas Futuras







Conclusdes Gerais e Perspetivas Futuras

A utilizagao inadequada de antibidticos tem contribuido para o desenvolvimento de
resisténcia bacteriana, que apesar de ser um fenomeno natural tem sofrido acelerada

expansao nos Ultimos anos, em resultado da pressao seletiva exercida pelo seu uso.

O uso de antibidticos em sistemas de criagao intensiva de animais produtores de
alimento, nomeadamente o ceftiofur e a colistina, exercem pressao seletiva sobre a
microbiota intestinal dos animais, contribuindo para o aumento dada prevaléncia de genes
blactxm € mcr em bactérias do microbiota intestinal, como Escherichia coli. Estes
determinantes de resisténcia estao frequentemente associados a EGM, como plasmideos,
os quais podem transportar varios genes de resisténcia, como documentado nos resultados
deste trabalho. Neste caso, mesmo que retirada a colistina, a administragao de outro
antibidtico, como por exemplo o ceftiofur, uma cefalosporina de terceira geragao usada
apenas em medicina veterinaria, vai nao so6 selecionar as bactérias portadoras do gene
blactx.m, mas também o plasmideo com os genes mcr. Deste modo, o plasmideo mantém-
se na populacao bacteriana, com elevado potencial de disseminagao podendo atingir

possiveis patdégenos humanos.

Embora o gene mcr-4 tenha sido pela primeira vez descrito em 2017 em amostras
provenientes de suinos, um novo alelo deste gene foi identificado neste estudo, em isolados
de E. coli produtores de mcr-| obtidos em 201 |. Este resultado, constituiu nao sé a primeira
identificagao do gene mcr-4 em Portugal, mas também de uma nova variante do gene, que
se denominou mcr-4.7. Também se verificou a sua coocorréncia com o gene mcr-1 e o gene
blactx.m.i ou blactx.m3, 0 que sugere que as cefalosporinas de terceira geragao podem

selecionar o EGM e manter a resisténcia a colistina na populagao bacteriana.

Embora, por um lado, um elevado numero de isolados de S. enterica descritos neste
estudo tenha crescido na presenca de 3,5 mg/L de colistina e, por outro lado, o gene mcr-
| tenha sido previamente detetado em isolados de S. enterica provenientes de amostras de
carne em Portugal em 2015 ', nenhum dos genes mcr descritos até ao momento (mcr-1 a
mcr-10) foi detetado nos isolados desta espécie obtidos neste estudo. Mecanismos de
origem cromossomica, nao investigados no presente estudo, poderao justificar o
crescimento naquelas concentragdes de colistina %. Por outro lado, foi demonstrado que a
real prevaléncia dos genes mcr podera estar subestimada, uma vez que algumas bactérias

fenotipicamente resistentes a colistina apresentam um crescimento mais lento, visivel apos
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48h de incubagao, realgando-se assim a necessidade de reavaliagao das normas para fins

epidemiologicos.

A avaliagao fenotipica da suscetibilidade aos antibidticos é uma ferramenta de grande
utilidade quer em termos clinicos quer em termos de vigilancia epidemioldgica. Contudo,
e sempre que possivel, os resultados fenotipicos devem ser suportados com resultados
genotipicos. Tal como demonstrado neste estudo, quando a nivel laboratorial nao sao
utilizadas técnicas de sequenciagdo, a vigilancia epidemioldgica pode ser prejudicada,
podendo levar a subestimagao e/ou sobrestimagao de determinados genes de resisténcia,

como demonstrado neste estudo com os genes blaoxy., € blactx.m.

O gene mcr-1, neste trabalho, foi, apenas, detetado em isolados de E. coli, uma bactéria
presente na microbiota quer dos animais quer dos humanos. Provou-se que o plasmideo
contendo este gene, e contendo genes de resisténcia a outras classes de antibiéticos é
disseminavel por conjugagao, assim como por transformacao de natural. A transferéncia de
genes mcr através de conjugagao € um evento frequente, uma vez que os genes mcr sao
frequentemente detetados associados a plasmideos conjugativos ou mobilizaveis. Contudo,
e até a data, este foi o primeiro estudo onde se avaliou e demonstrou a possibilidade de
transferéncia de genes mcr entre Enterobacterales e Acinetobacter sp., espécies
filogeneticamente divergentes, através de transformagao natural. Esta particularidade
assume especial relevancia uma vez que estirpes clinicas de Acinetobacter spp. podem ser
naturalmente competentes, tal como anteriormente demonstrado °. A resisténcia a
colistina mediada por plasmideo pode ainda ser disseminada no ambiente, através de outras
bactérias competentes, como por exemplo em produgao animal e agricultura através do
estrume . Deste modo, bactérias com relevancia clinica para o Homem, e nio s6, podem
adquirir tais genes de resisténcia. Estes genes poderao ser integrados no cromossoma da
célula hospedeira tornando-se mais estaveis °, permitindo assim, a sua disseminagao através

de transferéncia vertical as geragoes futuras.

Ao contrario do que comummente se preconiza, a pressao antibidtica exercida por
a for¢a motriz para a aquisicao de genes de resisténcia a colistina por transformagao natural.
Situagao contraria foi anteriormente verificada em eventos de THG através da conjugacao
de plasmideos, onde a colistina em concentragoes subinibitorias, promoveu a aquisicao de

plasmideos contendo os genes mcr-1- e blanpm.s.
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Devido ao custo biologico imposto pela aquisicao do gene mcr-1, a retirada da colistina
da produgao intensiva de animais produtores de alimento nao se traduzira numa eliminagao
completa do gene de mcr-I numa determinada populagao bacteriana, dado que a reversao
da resisténcia a colistina mediada pelos genes mcr nao € linear, visto que a taxa de retengao

do plasmideo variou desde a sua perda completa até a sua retengao total.

Embora alguns estudos sugiram que devido as alteragoes provocadas no LPS, as estirpes
resistentes a colistina possam apresentar diminuigao da viruléncia *’, neste estudo mostrou-
se que a aquisicao do plasmideo portador do gene mcr aumenta a capacidade de produgao

de biofilme, uma caracteristica de viruléncia.

Em suma, a retirada de um antibiodtico, como a colistina, da produgao animal pode
reduzir a resisténcia numa populagao mas havera sempre uma pequena fragao dessa mesma
populacao que continuara resistente. Assim, a introdugao de um antibiotico na terapéutica
clinica, e em especial em producao animal, deve ser bem ponderada uma vez que o nao uso

de um antibiético nao garante uma total reversao ao fenétipo de suscetibilidade.

Futuramente, a vigilancia epidemioldgica da resisténcia aos antibiéticos em varios
ambientes, em particular aos antibioticos clinicamente importantes e considerados de
dltima linha em medicina humana, devera continuar a ser uma prioridade, numa perspetiva
One Health, uma vez que a semelhan¢a do que aconteceu com os genes mcr, € atraveés
destes estudos de vigilancia que na maioria das vezes, novos mecanismos de resisténcia e
novos genes de resisténcia clinicamente relevantes sao identificados. Relativamente a este
trabalho, prevé-se um estudo molecular mais aprofundado, nomeadamente caracterizando

o ambiente genético dos genes mcr-1 aqui descritos.

A disseminagao de genes mcr pode ocorrer em diversos ambientes e plataformas
distintas. A aquisicao destes genes de resisténcia estd associada a uma maior produgao de
biofilme, e tendo sido provado o envolvimento da transformacgao natural na disseminagao
de genes de resisténcia a colistina, sera importante, futuramente, avaliar o seu papel na
transferéncia destes genes tanto em biofilmes de uma Unica espécie como em biofilmes
mistos, uma vez que ficou documentada a transferéncia de genes mcr entre espécies
geneticamente divergentes. Aliada a possibilidade de aquisi¢ao de genes mcr em contexto
de biofilme, importara também clarificar se a aquisicio destes genes por transformacao
natural esta, tal como na conjugacao, associada a uma maior producao de biofilme, ou seja,

a um aumento da viruléncia.
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Uma caracterizagao mais completa da viruléncia dos isolados portadores do gene mcr-
| pode ajudar a determinar o seu real potencial patogénico, bem como antecipar o
desenvolvimento de determinadas condi¢des clinicas no decorrer de uma possivel infegao.
Assim, nesta fase, surge a necessidade de testar a viruléncia destes isolados em modelos in
vivo, pelo que serio desenhados ensaios recorrendo a um modelo animal — Galleria
mellonella, medindo a mortalidade causada pelas estirpes testadas. Outra abordagem
possivel serda a realizagdo de ensaios para a avaliagdo da sobrevivéncia bacteriana em
macroéfagos com a finalidade de perceber quais as caracteristicas bacterianas que podem

ser afetadas pela resisténcia a colistina.

Por agora, e tendo em conta o objetivo geral deste trabalho de investigagao, os
resultados aqui obtidos destacam a necessidade de vigilancia continua de patogenos de
origem alimentar e implementagao de medidas de controlo da administragao de antibioticos
na produgao animal, uma vez que o seu uso esta intimamente relacionado com o surgimento
e disseminagao de bactérias portadoras de genes de resisténcia clinicamente relevantes, os
quais podem entrar na cadeia alimentar e no intestino humano. Além disso, estes resultados
podem fornecer uma base para o desenvolvimento de politicas nacionais com o objetivo
de orientar o gerenciamento do risco de resisténcia a colistina e avaliar o impacto de
possiveis intervengoes, seguindo uma perspetiva de Uma S6 Saude sobre a saude animal,

ambiental e publica.
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