L
®
ﬁ‘%ﬁ'”ﬁﬁ%s XVIIl Congresso da Abraves 2017 &
A SUINOCULTURA BRASILEIRA NA ERA DA TECNOLOGIA E DA SUSTENTABILIDADE K
17 a 19 de outubro de 2017 - Goiénia, GO | °

RESISTENCIA A COLISTINA EM ISOLADOS DE SALMONELLA DE CASOS CLINICOS DE
SUINOS NO BRASIL

Meneguzzi, M.%, Pissetti, C.2, Rebelatto, R.%, Kuchiishi, S.S:.“, Costa, A.T.R.°, Guedes, R.M.C.°,
Ledo, J.A., Kich, J.D.°

!Instituto Federal Catarinense - Campus Concérdia, Curso de Medicina Veterinaria
“Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS
3Embra\pa Suinos e Aves, e-mail: jalusa.kich@embrapa.br
“Centro de diagnéstico de Satide Animal - Cedisa
®Instituto de Pesquisas Veterinarias Especializadas LTDA- IPEVE
®Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG
"Mercolab Laboratérios LTDA

PALAVRAS-CHAVE: Polimixina E, resisténcia antimicrobiana, gene mcr-1, suino.

INTRODUCAO

Sulfato de colistina (Polimixina E) € um antimicrobiano peptideo catiénico com atividade bactericida que
atua contra bactérias Gram-negativas. E amplamente utilizada na suinocultura para a prevencio e tratamento de
infeccBes causadas por enterobactérias. Além disso, em alguns paises tem o seu uso permitido como aditivo
zootécnico (10). Entretanto, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera esta droga como uma das
substancias antimicrobianas criticamente importantes para a saide humana, sendo considerado o antimicrobiano
de ultima elei¢@o para determinadas enfermidades decorrentes de bactérias multirresistentes (13).

Em novembro de 2015, foi publicado o primeiro caso de resisténcia antimicrobiana a colistina mediada
pelo gene mcr-1 presente em plasmideo de Escherichia coli de alimentos, animais e humanos na China (7). Apés
este relato, outros estudos demonstraram a rapida disseminacéo deste gene na maioria dos continentes (11).
Devido este alerta e recomendagdes de organizagBes internacionais, como a propria OMS, o Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) emitiu uma instru¢cdo normativa proibindo o uso desta substancia
na alimentacdo animal, com o objetivo de aditivo zootécnico melhorador de desempenho, sendo liberado seu uso
para o tratamento de enfermidades (4). Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de resisténcia
antimicrobiana frente a colistina em isolados de Salmonella enterica provenientes de casos clinicos de
septicemia e entéricos de suinos utilizando duas técnicas de teste de suscetibilidade antimicrobiana:
Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) e disco difusdo. Paralelamente foi pesquisado a presenca do gene mcr-1
nestes isolados.

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de 2016 e 2017, 133 isolados clinicos de Salmonella enterica provenientes de quatro
laborat6rios veterinarios foram enviados a Embrapa Suinos e Aves. Estes isolados se originaram de diagndstico
laboratorial de casos clinicos septicémicos e entéricos de suinos, distribuidos em nove estados brasileiros. Duas
técnicas de suscetibilidade antimicrobiana foram utilizadas contra colistina. A primeira, por meio do teste disco
difusdo em Agar Muller-Hinton, seguindo as orientagBes recomendadas pelo documento VET 01-S2 do Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI). Como o documento do CLSI ndo contém a interpretacdo para colistina, a
determinacao do didametro da zona de suscetibilidade/resisténcia do disco (10 pg), seguiu o seguinte parametro
previamente utilizado (6): resisténcia < 11 mm e suscetibilidade = 14 mm. Para avaliar a distribuicdo da
Concentracéo Inibitéria Minima (CIM), foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo, conforme recomenda-
¢Bes do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Para interpretagéo do cut-off foi
utilizado o parametro de < 2 pg/mL para suscetivel e >2 pg/mL para resistente (1). Como controle de qualidade
dos procedimentos, foi utilizada a cepa Escherichia coli ATCC® 25922 nos testes fenotipicos. Todos os isolados
foram submetidos a pesquisa do gene mcr-1, através da técnica de PCR. Para isso, os primers utilizados foram
CLR5-F (5 CGG TCAGTC CGT TTG TTC 3') e CLR5-R (5' CTT GGT CGG TCT GTA GGG 3') (7).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo a técnica de disco difusdo em agar para determinar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana
frente a colistina, 44,3% (59/133) dos isolados apresentaram um halo = 14 mm (Tabela 1), sendo classificados
como suscetiveis (6); ja 33,8% (45/133) apresentaram um perfil considerado intermediario, ou seja, com um halo
entre 12 e 13 mm, demonstrando que estes isolados apresentam uma tendéncia a resisténcia a esta droga.
Porém, a técnica em agar ndo é recomendada pelos comités internacionais de padronizacdo de testes de
resisténcia antimicrobiana, como o CLSI e EUCAST. As moléculas de polimixinas sdo consideradas grandes, e
desta maneira, se difundem inadequadamente no agar, produzindo zonas de inibigdo inconsistentes (3).

Quando comparados os resultados das duas técnicas, a CIM apresentou um nimero maior de isolados
resistentes 84/133 (63,1%) do que a disco difusdo 29/133 (21,8%) como pode ser visto nas Tabelas 1 e 2.
Corroborando com estes resultados, varios estudos apresentam uma maior frequéncia de amostras resistentes
quando usado a CIM se comparado com disco difusdo em agar (8,9). A identificacdo de amostras de
enterobactérias de ambiente hospitalar “falso suscetivel e falso intermediario” na técnica de disco difusdo
fundamentou a recomendac&o de submeter as amostras com estes resultados a técnica de CIM (8). A falta de
correlagdo entre as diferentes técnicas, assim como as questdes da difusdo da molécula em agar e a falta de
consenso entre 0s comités internacionais, dificultam os estudos e conclusdes sobre resisténcia a colistina (8).
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Também j& existem evidéncias de diferencgas entre protocolos da CIM, variando conforme a placa utilizada e a
adicao de surfactante (2).

Ja em relacdo a presenca do gene mcr-1, foi encontrado 11,27% (15/133) de salmonelas carreando o
gene. Todos estes isolados apresentaram CIM de 8 ug/mL (Tabela 2) e halo entre 0 a 16 mm. Este gene foi
anteriormente identificado em cinco espécies de bactérias, entre elas a Salmonella com disseminagédo em pelo
menos 18 paises (14) e também provenientes da suinocultura brasileira (5). Apesar deste ndo ser o Unico
mecanismo que confere resisténcia a colistina, ele é considerado importante, uma vez que pode estar localizado
em elementos moveis, tendo a capacidade de ser transferidos horizontalmente entre bactérias, tanto da mesma
espécie como possivelmente entre diferentes espécies (12). A presenca deste gene em isolados provenientes da
suinocultura deve ser considerada um alerta, uma vez que sob a perspectiva de salude Unica € importante
prevenir a manutencéo e distribuicdo de bactérias portadoras de genes de resisténcia no ambiente e na cadeia
de producéo de alimentos.

CONCLUSOES
O teste realizado em microdiluicdo em caldo foi mais sensivel na detec¢éo da resisténcia & colistina.
Desta maneira, é possivel recomendar que os isolados de Salmonella com resultado “suscetivel e intermediario”
no teste disco difusdo sejam, complementariamente, testadas na CIM para orientar o tratamento de casos
clinicos de campo. Além disso, observamos que isolados de Salmonella com alta resisténcia a colistina, e
portadores do gene mcr-1 estdo circulando na suinocultura brasileira.
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Tabela 1. Distribuicdo de 133 isolados de Salmonella sp. conforme didmetro dos halos de inibicdo da colistina
(10 pg) no teste de disco difusdo em agar.

Diadmetro dos halos (mm)

Resistente Intermediario Suscetivel
0 6 8 9 10 12 13 14 15 16 18 25 28
N° de isolados 4 1 7 1 16 40 5 37 5 13 2 1 1
Total 29 45 59

Tabela 2. Distribuicdo de 133 isolados de Salmonella sp. conforme concentracao inibitéria minima (CIM) e a
presenca do gene mcr-1 por PCR.

Concentragcdo em pg/mL de colistina

0,5 1 2 4 8 216
N° de isolados 2 6 41 43 39 2
Total 49 84
Presenca do gene mcr-1
N° de isolados 0 0 0 0 15 0

Traco representa o ponto de corte estabelecido para considerar o isolado resistente a colistina.
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