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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana é reconhecida como um dos problemas globais mais importantes
de saude humana no século XXI. O equilibrio entre a necessidade clinica e a prevencéo de
resisténcia é ainda mais comprometido pelo uso agricola de antibidticos, uma vez que alguns
paises tém usado ativamente a colistina na producdo animal. Microrganismos resistentes a
antimicrobianos sdo encontrados em humanos, alimentos, animais, plantas e meio ambiente
(4gua, solo e ar) podendo se disseminar entre ecossistemas. Foi relatada a presenca de
microrganismos isolados de amostras bioldgicas que expressam resisténcia plasmidial a
colistina mediada pelo gene mcr-1 ou suas variantes. O objetivo deste estudo foi detectar e
caracterizar a presenca do gene mcr responsavel pela resisténcia a colistina em enterobactérias
isoladas de seres humanos, animais, ambiente e alimentos. A identificacdo molecular dos
genes mcr-1 e mcr-2 foi realizada pela Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR), seguida pela
corrida eletroforética em gel de agarose para analise do produto de amplificagdo. Nos isolados
em que os genes mcr foram detectados foi realizada a avaliacdo do perfil de sensibilidade para
sulfato de colistina pelo método de microdiluicdo em caldo (BMD). No total foram analisados
50 espécimes de Escherichia coli oriundas de seres humanos (n=14), aves (n=19), queijo
(n=12) e 4gua para consumo humano (n=5); além de 16 espécimes de Klebsiella pneumoniae
isolados de seres humanos. Os resultados demostraram a presenga do gene mcr-1 em uma
cepa de E. coli isolada de queijo, em outra isolada de ave de granja e em trés cepas de K.
pneumoniae isoladas de amostras clinicas de seres humanos. Em nenhum isolado foi
detectado o gene mcr-2. As cepas de E. coli positivas para 0 gene mcr-1 apresentaram perfil
de resisténcia para o sulfato de colistina com CIM de 4 pug/mL e as cepas de K. pneumoniae
apresentaram perfil intermediario para colistina (CIM< 0,25 pg/mL). Portanto, esses dados
revelam que enterobactérias de diferentes origens podem albergar o gene mcr responsavel
pela resisténcia a colistina, antibiético amplamente utilizado na pratica médica, contribuindo
com informagcdes de carater molecular e epidemiolégico em uma abordagem de Saude Unica,
tema extremadamente atual e relevante segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e a

Organizacdo Mundial de Sanidade Animal (OIE).

Palavras-chave: gene mcr, polimixinas, colistina, resisténcia bacteriana, saide Unica.



ABSTRACT

Nowadays, Antimicrobial resistance is recognized as one of the most important global human
health problems in the 21% century. The balance between clinical need and resistance
prevention is further compromised by agricultural antibiotic use, as some countries have
actively used colistin in animal production. Antimicrobial-resistant microorganisms have been
found in humans, food, animals, plants and the environment (water, soil and air), and they can
disseminate between ecosystems. Microorganisms isolated from biological samples
expressing plasmid resistance to the colistin mediated by the mcr-1 gene or its variants have
been reported. This study aimed to detect and characterize the mcr gene’s presence
responsible for colistin resistance in Enterobacteriaceae isolates from humans, animals, the
environment and food. The molecular identification of the mcr-1 and mcr-2 was carried out
through the Polymerase Chain Reaction (PCR), followed by an electrophoretic run in agarose
gel to analyze the amplification product. In isolates in which mcr genes were detected, the
sensitivity profile for colistin sulfate was evaluated using the Broth Microdilution (BMD)
method. In total, 50 specimens of Escherichia coli from humans (n=14), poultry (n=19),
cheese (n=12) and water for human consumption (n=5) were analyzed; in addition to 16
specimens of Klebsiella pneumoniae isolated from humans. The mcr-2 gene was not detected
in any isolate. The E. coli strains positive for the mcr-1 gene showed a resistance profile to
colistin sulfate with MIC of 4ug/mL and K. pneumoniae strains showed intermediate profile
to colistin (MIC< 0,25 pg/mL). Therefore, these data reveal that enterobacteria of different
origins can harbour the mcr-1 gene responsible for the resistance to colistin, antibiotic widely
used in medical practice, contributing with molecular and epidemiological information giving
a One Health approach, an extremely current and relevant topic concern of the World Health
Organization (WHO) and the World Organization for Animal Health (OIE).

Keywords: mcr gene, polymixins, colistin, bacterial resistance, one health.
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1INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é reconhecida como um dos problemas
globais mais importantes no século XXI (PRESTINACI et al., 2015; SHAD, 2018; LIU et al.,
2019), alem disso é um problema de epidemiologia complexa adaptada a uma abordagem
mais ampla e integrada de “Saude Unica” ou “One Health” (RAMON-PARDO et al., 2018).
Nas ultimas trés décadas, a resisténcia aos antibioticos apresentou as mais significativas
ameacas a saude humana em todo o mundo. Se ndo forem encontradas soluc@es para impedir
a resisténcia generalizada a esses farmacos, estima-se que até 2050, aproximadamente 10
milhGes de pessoas por ano morrerdo de infecgdes por microrganismos multidroga resistentes,
gue é mais do que o nimero de pessoas que morrerdo de qualquer outro tipo de doenca (LI,
2019). O impacto da resisténcia a antibidticos em termos de mortalidade e do custo da saude
publica é bastante dificil de estimar, e existem poucos estudos abordando esse problema
(PRESTINACI et al., 2015).

O problema da resisténcia antimicrobiana é atualmente visto sob dois conceitos
complementares, One Health definido como esfor¢o colaborativo de maltiplas disciplinas que
trabalham em nivel local, nacional e mundial para conseguir uma saude étima para as pessoas,
animais e meio ambiente e Global Health, que € utilizado para resolver problemas associados
a doencas infecciosas em geral e a RAM em particular. Ambos os conceitos sdo: holisticos e
interdisciplinares e baseiam-se na ideia de que a saude humana e salde animal séo
interdependentes e estdo ligadas a satde dos ecossistemas dos quais fazem parte (ROBINSON
et al., 2016; HERNANDO-AMADO et al., 2019).

A resisténcia antimicrobiana é um problema ecol6gico caracterizado por
interacbes complexas envolvendo diversas populagdes microbianas que afetam a salde dos
seres humanos, animais e meio ambiente. Assim sendo, faz sentido abordar esse problema
tanto pelos residuos desses farmacos no ambiente, como pelas bactérias resistentes, levando
em consideragdo a complexidade e natureza ecoldgica, usando uma abordagem coordenada e
multissetorial, como a de “Saiude Unica” (HARTBARTH et al., 2015; MCEWEN;
COLLIGNON, 2018). O uso de antibidticos em animais produtores de alimentos e em
aquicultura é para promog¢édo do crescimento, para tratamento e prevencdo de doengas, e €
provavelmente um dos principais contribuintes para o agravamento do problema global da
resisténcia antimicrobiana (PRESTINACI et al., 2015; TOUATI et al., 2019; UDDIN et al.,

2021). Além disso 0 uso tanto na pecuaria terrestre como aquicultura, € questionado com base
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no fato de que esses sistemas de producgdo criam condicGes ideais para as bactérias fixarem
genes que conferem resisténcia (ROBINSON et al., 2016).

E por isso que o equilibrio entre a necessidade clinica e a prevencao de resisténcia
é ainda mais comprometido pelo uso agricola de antibidticos usados para combater infeccdes
humanas. A colistina € um dos antimicrobianos de escolha para o tratamento de infeccdes por
microrganismos resistentes aos carbapenémicos, mas alguns paises tém utilizado ativamente
esse farmaco na producdo animal como promotor de crescimento (LIU et al., 2016). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), Organizacdo Pan-americana da Saude (OPS) e o
Centro de Controle e Prevencdo de Doencas nos Estados Unidos claramente estdo procurando
evidéncias cientificas na era pré-antibiotica para elucidar essa problematica da RAM. A OMS
e a OPS recorrem também aos estados-membros para que tomem medidas que proibam a
utilizacdo de antimicrobianos na profilaxia e como promotores do crescimento em animais
destinados ao consumo humano (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD e
ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 2016; SHAD, 2018; XIA et al., 2019),
devido ao aumento de infecgdes em humanos por microrganismos resistentes aos antibioticos,
assim como para estabelecer uma vigilancia do uso de antibioticos em aninais como

promotores de crescimento (DIBNER et al., 2007).

Recentemente, foi relatada a presenca de microrganismos isolados de amostras
bioldgicas humanas que expressam resisténcia a colistina mediada pelo gene mcr-1 (plasmid-
mediated colistin resistance) ou suas variantes (UGARTE SILVA et al., 2018), mas LIU et al.
(2016), assim como ZHI et al. (2016) e ISHII et al. (2018) ja haviam relatado o surgimento de
plasmideos de resisténcia a colistina em Escherichia coli isolada de animais, alimentos e

fontes humanas na China.

Portanto, apesar da aten¢do global com a RAM, estudos em relagdo ao gene mcr
permanecem relativamente escassos em paises em desenvolvimento que apresentam falhas na
administracdo dos sistemas de saude e na vigilancia e controle da resisténcia antimicrobiana,
fazendo com que este problema atual seja de importancia para a salde publica local e

mundial.

A colistina tem sido amplamente utilizada na alimentacdo animal como promotor
de crescimento na pecuaria brasileira, principalmente em porcos e aves. Desde 2008, o
Ministério de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) estabeleceu niveis adequados

para o uso desse antimicrobiano em frangos de corte, aves, porcos e bovinos. Contudo, ap6s o
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isolamento de E. coli resistente a colistina portadora do gene mcr-1 em seres humanos e
animais (incluindo o gado), o uso desse antibidtico na alimentacdo animal foi proibido no ano
2016 pelo MAPA, Comunicado de risco N°. 01/2016, seguindo as recomendacdes da OMS
(MONTE et al., 2017; ZHANG et al., 2021). Além disso, em 2016, a ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéaria) alertou para a descoberta de uma nova cepa de E. coli
resistente a colistina em amostras de pacientes no Brasil, correlacionando o uso desse
antimicrobiano na producdo pecuaria como promotor de crescimento animal ao surgimento de
resisténcia a esse medicamento em bactérias que infectam seres humanos (MINISTERIO
PUBLICO FEDERAL, 2016).

Desde abril de 2016, no continente Sul-americano, 0 mecanismo de resisténcia
pelo gene mcr foi identificado em E. coli e outras enterobactérias, isoladas de amostras de
alimentos, animais, mas também de amostras clinicas de pacientes (MEDINA, 2017), que
podem ser sintomaticos ou assintomaticos (BARLAAM et al., 2019), tendo sido também
detectado esse gene em isolados obtidos de amostras de animais selvagens e de &guas
superficiais, demostrando contaminagdo ambiental (MCEWEN e COLLIGNON, 2018).

Sendo importante destacar que na América do Sul, os genes mcr-1 foram
identificados em paises como Brasil, Argentina, Colémbia, Equador, Venezuela, Chile e Peru,
em espécimes de E. coli, Klebsiella pneumoniae e Salmonella enterica sorovar Typhimurium
de diferentes amostras clinicas de humanos e animais, carne de frango e boi (INS, 2016;
UGARTE SILVA et al., 2018; PAPA-EZDRA et al., 2019), e o gene mcr-5 foi detectado em
amostras de carne de frango em isolados de E. coli no Paraguai (NESPOROVA et al., 2019).

Sobral é um municipio brasileiro no interior do estado do Ceara, localizada entre
duas grandes capitais, Fortaleza, a cerca de 230 km, 5% maior capital do pais e Teresina,
capital do Piaui, localizada a 360 km. Com uma populacdo de 208.935 habitantes, conforme
estimativa do IBGE de 2019, é o quinto municipio mais povoado do estado e o segundo maior
do interior. Com uma taxa de urbanizagdo de 88,35, sendo o segundo municipio mais
desenvolvido do estado do Ceard, atras apenas de Fortaleza, de acordo com o IDH (indice de
Desenvolvimento Humano. A Santa Casa de Misericordia de Sobral e o Hospital Regional
Norte respondem pela demanda de 75 municipios, com cerca de 1.750.000 habitantes, sendo

Sobral um Centro de Referéncia em salde para toda a regido (http://www.sobral.ce.gov.br).

Assim sendo, uma vez que o isolamento de espécimes produtores do gene mcr

deve ser considerado de alto risco epidemioldgico é importante ressaltar a necessidade de se


https://pt.wikipedia.org/wiki/Munic%C3%ADpio_(Brasil)
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pesquisar a presenca desse gene e suas possiveis variantes na regido norte do Estado do Ceara
visando estimar um indicador epidemiologico de saude publica em uma abordagem de “Saude

Unica”.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histoérico

A historia dos esforcos para abordar as dimensdes de “Saude Unica” sobre 0 uso
de antimicrobianos em animais para consumo humano é de certa forma uma das preocupacdes
de saude publica (MCEWEN; COLLIGNON, 2018). Desde a década de 1950, a industria
avicola nos Estados Unidos e em outros paises tem usado antibioticos em niveis
subterapéuticos, como promotores de crescimento para melhorar o desempenho em termos de
alimentacéo, conversdo e ganho de peso (DIBNER; RICHARDS, 2005; DIAZ-SANCHEZ et
al., 2015), para tratamento de muitas doencas causadas por bactérias, bem como metafilaxia
em todo o mundo (BARLAAM et al., 2019).

O uso de antibidticos em animais para promog¢do do crescimento € altamente
controverso, porque em vez de tratar doengas, sdo administrados a animais saudaveis,
geralmente por periodos prolongados e frequentemente em doses subterapéuticas para
melhorar a producdo. Essas condicGes favorecem a selecdo e disseminacdo de bactérias
resistentes nos animais e em seres humanos atraves de alimentos ou outras vias ambientais
(COLLIGNON; MCEWEN, 2019), além disso, existem evidéncias de que 0s genes de
resisténcia podem ser transmitidos da microbiota animal para a microbiota humana (GREKO,
2001).

Além disso, a preocupacdo de que o uso de antibidticos na agricultura possa
aumentar a frequéncia de genes de resisténcia a antibidticos em bactérias que vivem nas
superficies das plantas e que os genes, possam ser transferidos para bactérias clinicamente
importantes, resultou em restricdes mais rigidas ao uso de antibidticos na agricultura na
Europa e Estados Unidos (PRESTINACI et al., 2015).

Na década de oitenta, bactérias patogénicas multidroga resistentes (MDR)
surgiram em todo o mundo, tendo sido recomendado a proibicdo do uso de antibioticos em
animais como medida de precaucdo (DIBNER et al., 2007). A OMS, com base em dados
epidemioldgicos de 1997, publicou um relatorio sobre o impacto em medicina humana do uso
de antimicrobianos em animais destinados ao consumo, sugerindo uma correlagdo entre o
surgimento de patégenos MDR e o uso desses farmacos em veterinaria (WHO, 2000) e ¢

alarmante como as taxas de resisténcia continuam a aumentar (UDDIN et al., 2022)
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Nesse sentido, surgiram implicacdes e respostas das politicas internacionais de
satde numa abordagem “One Health” (RAMON-PARDO et al., 2018) para resolver o
crescente problema de salde publica da resisténcia antimicrobiana, comecando com a 682
Assembleia Mundial da Salde organizada pela OMS que adotou um Plano de Acdo Global
para a Resisténcia Antimicrobiana (GAP), em maio de 2015 (WENJUAN YIN et al., 2017,
AIDARA-KANE et al., 2018; YANG; BUTTERY, 2018), sobre a perspectiva de Satde Unica
(RAMON-PARDO et al., 2018).

O GAP da OMS tem como objetivo controlar a resisténcia antimicrobiana atraves
de vérias intervenc¢des incluindo a reducdo do uso de antibidticos em humanos e animais. Nas
assembleias da Organizacdo das Nacgdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) e da
Organizacdo Mundial de Sanidade Animal (OIE) foram adotadas resolucbes para apoio do
GAP (AIDARA-KANE et al., 2018). Adicionalmente, a Assembleia Mundial de Saude
(AMS), aprovou o GAP e solicitou que a OMS estabelecesse um Sistema Global de Vigilancia
de Resisténcia Antimicrobiana (GLASS), que permitisse a geracdo de relatérios globais
padronizados dos dados oficiais e nacionais de RAM, colaborando com as redes regionais e
nacionais de vigilancia da resisténcia antimicrobiana para produzir dados oportunos e
abrangentes (WHO, 2017; THAKUR; GRAY, 2019).

A primeira chamada de dados do GLASS ocorreu entre abril e julho de 2017,
tendo sido este o primeiro ano da coleta de dados, houve uma grande variabilidade na
complexidade e na qualidade dos dados enviados de RAM (WHO, 2017). O GLASS coleta e
analisa dados clinicos e epidemioldgicos de RAM dos paises participantes, podendo gerar
dados, melhorar a analise, influenciar decisdes politicas e finalmente reduzir o 6nus da RAM
em todo o mundo (THAKUR; GRAY, 2019). Finalmente em 2017, a OMS orientou todos 0s
estados membros para reduzir o uso de antibidticos em medicina veterinaria (VAN
BOECKEL et al., 2019).

2.2 Abordagem de Satide Unica (One Health)

A abordagem multissetorial no enfrentamento da resisténcia poderd ser mais
resolutiva do que acbes focadas apenas na area de salde humana. As bactérias resistentes
podem circular entre seres humanos e animais por meio da alimentagdo, da dgua e do meio
ambiente, e sua transmissdo é influenciada pelo comércio, pelas viagens e pelas migracGes
humana e animal (REEVE-JOHNSON, 2017; RAMON-PARDO et al., 2018; WALSH, 2018).
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Um exemplo preocupante é o surgimento de um gene de resisténcia a colistina mediado por
plasmideo (mcr-1), que foi identificado em pessoas e porcos na China no ano de 2015,
seguindo-se de sua rapida disseminacgéo pela Europa, Canada e Estados Unidos (ROBINSON
et al., 2016). A pesar da baixa frequéncia no Brasil, o gene mcr- 1 foi relatado em isolados
clinicos de E. coli e K. pneumoniae (LORENZONI et al., 2018).

A abordagem de Satde Unica, que se viu refletida na concepgéo do Plano de Acio
Global, estabelece a necessidade desse envolvimento multissetorial, com o objetivo de
assegurar a discussdo dessa questdo sobre as perspectivas conjugadas de salde humana,
animal e ambiental (ESTRELA, 2018; THAKUR; GRAY, 2019).

Satide Unica ¢é definida pela OMS como um conceito de abordagem para a
implementacdo de programas, politicas, legislacdo e pesquisa nos quais varios setores se
comunicam e trabalham juntos para alcancar melhores resultados em Saude Publica (WHO,
2017; COLLIGNON; MCEWEN, 2019), havendo um esforco colaborativo de varios
profissionais de saude juntamente com suas disciplinas e instituicbes relacionadas;
trabalhando de forma local, nacional, e globalmente, para obter satde ideal para as pessoas,
animais domésticos, animais selvagens e plantas (MCEWEN; COLLIGNON, 2018).

Promovendo uma visdo de que, com o crescimento da populacdo humana que é
acompanhado por mudancas climaticas, aumento de poluicdo e esgotamento dos recursos
terrestres, os profissionais de satde e demais envolvidos devem trabalhar de forma conjunta
para garantir a salde e bem-estar dos seres humanos, animais e meio ambiente (MCEWEN e
COLLIGNON, 2018). O conceito de SaGde Unica é particularmente relevante e inclui
seguranca alimentar, controle de zoonoses e combate a resisténcia aos antibidticos; baseia-se
na interdependéncia mutua de pessoas e animais, e no reconhecimento de que eles
compartilham ndo apenas o mesmo ambiente, mas também muitas doencas e infeccdes
(COLLIGNON; MCEWEN, 2019). Dessa forma, deve-se destacar a importancia de uma
abordagem multissetorial integrada e holistica de Sadde Unica no combate a RAM (Figura 1)
(WHITE e HUGHES, 2019). A resisténcia que emergiu em bactérias comensais em animais
representa um risco a salde humana se puder ser transferida para os patdgenos humanos. Essa
transferéncia pode ocorrer no intestino humano, no ambiente e nos animais para consumo
humano (HOELZER et al., 2017).
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Figura 1 - O ecossistema integrado de transferéncia e a disseminacdo da resisténcia
antimicrobiana, ilustra a importancia critica de uma abordagem de Salde Unica para o
problema.

l Medicina Humana I Pecuaria, producao
vegetal e aquicultura

£

WM

EEE

EEE

npg
ol | | T
2% !mllll
aaAanEn

4

.

.

.

.

.

.

.

.

r

Mexo ambiente

Antibioticos ,

Fonte: Adaptado do artigo de ANDERSON e HUGHES, 2019.

Dessa forma, a abordagem de Satde Unica consiste em uma estratégia mundial
que comegou e foi adotada pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), no inicio do
ano 2000, para a colaboracgdo interdisciplinar e global entre os 6rgdos relacionados com a
salide das pessoas e dos animais. A importancia desse conceito reside no fato de que a grande
maioria das doencas infecciosas emergentes serem zoonoses (ESTRELA, 2018). Embora esse
conceito ndo seja novo, a teoria ja tinha sido apoiada por William Osler e Rudolf Virchow, o
pai da Patologia Comparada, ela foi rearticulada na Medicina Veterinaria e Saude Humana
(AMERICAN MEDICAL VETERINARY ASSOCIATION, 2008; ROBINSON et al., 2016)
por médicos pioneiros que reconheceram a importancia de uma abordagem comparativa de
investigacdo medica, e pelo veterinario estadunidense Calvin Schwabe que em 1984, cunhou
o termo “Medicina Unica” para ressaltar os muitos pontos em comum (MCEWEN;
COLLIGNON, 2018).
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Portanto, essa abordagem encoraja os esforcos colaborativos interdisciplinares
que trabalham localmente, nacionalmente e globalmente para alcangar a satde ideal para as
pessoas, 0s animais e 0 ambiente (AMERICAN MEDICAL VETERINARY ASSOCIATION,
2008; ROBINSON et al., 2016). Uma abordagem verdadeiramente importante de Saude
Unica para lidar com RAM deve incorporar os trés dominios (humano, animal: gado,
aquicultura e meio ambiente) (AL-TAWFIQ et al., 2017), e dependerd de uma compreensao
solida da importancia relativa de cada um na evolucdo de bactérias e determinantes genéticos
da RAM, das maneiras pelas quais eles interagem e das rotas de transmissao e mecanismos
envolvidos (ROBINSON et al., 2016).

A natureza ecologica da resisténcia antimicrobiana é um reflexo e consequéncia
da interconectividade e diversidade da vida no planeta. Muitas bactérias patogénicas, 0s
antimicrobianos que usamos para trata-las e os genes que conferem resisténcia tém origens
ambientais, como por exemplo no solo (COLLIGNON; MCEWEN, 2019). Dos trés
dominios, a salde humana se destaca, devido a microrganismos com genes de resisténcia que
agora sdo altamente prevalentes a mdltiplas drogas em muitos patdégenos importantes e
comuns como E. coli, K. pneumoniae e Staphylococcus aureus (ROBINSON et al., 2016).

No caso das Polimixinas, estes antibiéticos foram aprovados para uso na producéo
animal, em paises como o Brasil (FERNANDES et al., 2016) e a China (LIU et al., 2016),
assim como na Europa (EMA, 2013), sendo na maioria das vezes administrados por via oral a
grupos de suinos, aves e em alguns casos, bezerros, tanto para o tratamento de infe¢cbes como
para a profilaxia da diarreia causada por bactérias gram negativas, assim como para a
promocao de crescimento. Nos paises com dados disponiveis, as quantidades consumidas para
a producdo animal excedem amplamente as utilizadas nos seres humanos (COLLIGNON e
MCEWEN, 2019), embora a OMS solicite o uso prudente de colistina (WHO; AGISAR,
2017).

Na Europa foi encontrada resisténcia a colistina em 3,9% dos isolados de E. coli
oriundos de carne de frango e em 10,1% dos isolados dessa bactéria em carne de peru. A
resisténcia a esse antimicrobiano era considerada limitada, sendo a mutacdo cromossémica
considerada essencialmente intransferivel. Contudo, em 2015 o gene de resisténcia a colistina
transferivel pelo plasmideo mcr-1 foi encontrado em isolados de E. coli obtidos de animais,
alimentos e infecgdes da corrente sanguinea humana na China. Este gene foi isolado de
amostras de animais selvagens e de &guas superficiais demonstrando contaminacdo ambiental
(COLLIGNON; MCEWEN, 2019).
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No Brasil a colistina tem sido amplamente utilizada na alimentacdo animal como
promotora de crescimento, principalmente em porcos e aves. Desde 2008, o Ministério de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) estabeleceu niveis adequados para 0 uso
desse antibiotico em frangos de corte, aves, porcos e gado bovino. Contudo, ap6s o
isolamento de E. coli resistente a colistina portadora do gene mcr-1 ter sido relatado em seres
humanos e animais (incluindo o gado), o uso da colistina na alimentacdo animal foi banido
pelo MAPA, de acordo com as recomendacfes da OMS (MONTE et al., 2017).

Contudo, em 2016, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) alertou
para a descoberta de uma nova cepa de E. coli resistente a colistina em amostras de pacientes
no Brasil, correlacionando o uso desse antimicrobiano na producdo pecuaria como promotor
de crescimento animal e o surgimento de resisténcia em bactérias que infectam seres humanos
(MINISTERIO PUBLICO FEDERAL, 2016). Dados da Secretaria de Satde do Estado de Séo
Paulo revelaram um aumento no uso desse medicamento de 2008 a 2015 (BOSZCZOWSKI et
al., 2019).

A colistina demonstra algumas dimensdes de Satde Unica que sdo importantes na
RAM e que diferem das cefalosporinas de terceira geracdo. Estas se referem, em particular, a
historia e aos padrfes de uso da colistina em humanos e animais e a subsequente emergéncia
de resisténcia as Polimixinas, provavelmente impulsionada pelo maior uso de colistina em
animais do que em seres humanos, provavelmente por conta de sua toxicidade e da
disponibilidade de outros antimicrobianos mais seguros e eficazes para uso humano,
limitando o uso da colistina a aplicacdes topicas (MCEWEN; COLLIGNON, 2018).

2.2.1 Beneficios da abordagem de Satde Unica (One Health)

Essa abordagem visa melhorar a saude humana e animal globalmente através da
colaboracdo entre todas as ciéncias da salde, especialmente entre as profissdes médicas e
veterinaria para atender as necessidades criticas, enfrentando os novos desafios globais
através da colaboracdo entre varias profissdes: medicina veterinaria, medicina humana, meio
ambiente, vida selvagem e saude publica; além de propiciar o desenvolvimento de centros de
educacdo para treinamento em areas especificas, através de colaboracdo aprimorada entre
faculdades de medicina veterindria, medicina humana e salde publica e aumentar o
conhecimento cientifico para criar programas inovadores para melhorar a saide (AMERICAN
MEDICAL VETERINARY ASSOCIATION, 2008). Esta abordagem é uma estrutura
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conceitual ideal para monitorar a resisténcia, o que permite integrar os diferentes aspectos da
vigilancia, além da salde humana, nesse caso muitos autores propdem uma estrutura
conceitual integrada (RAMON-PARDO et al., 2018).

As abordagens atuais de Satde Unica para a RAM se concentram principalmente
na reducdo do uso de antibidticos em animais para consumo (WHITE; HUGHES, 2019).
Revisdes sistematicas e metanalises recentes encontraram associagdes entre a redugdo no uso
de antibidticos em animais e a diminuicdo da RAM em animais, mas com evidencia limitada
da reducdo dessa resisténcia em humanos (HOELZER et al., 2017; WHITE; HUGHES,
2019). Embora as diretrizes publicadas pela OMS sobre o0 uso de antibiéticos em animais para
consumo e em seres humanos sejam componentes importantes em relacdo a Satde Unica é
necessaria uma abordagem mais abrangente que envolva a vida selvagem, a aquicultura e
principalmente o meio ambiente (THAKUR; GRAY, 2019). Os ecossistemas da vida
selvagem sdo reservatorios importantes de organismos resistentes (AROs) e genes de
resisténcia (ARGs). E. coli resistente a antibioticos foi encontrada em vérias espécies
silvestres, assim como isolados dessa bactéria com resisténcia mediada por plasmideo, o que
pode ser resultado da disseminacdo ambiental de antibioticos usados em humanos e animais
(DOLEJSKA; PAPAGIANNITSIS, 2018; WHITE; HUGHES, 2019; ZHANG et al., 2021).
Alguns estudos descobriram ARGs em sistemas aquaticos e evidéncias de transferéncia
horizontal de genes de bactérias aquaticas para patdgenos humanos, esse uso envolve
guantidades potencialmente grandes de antibidticos que sdo amplamente dispersos no

ambiente aquatico, proporcionando desafios de contencdo (WHITE; HUGHES, 2019).

2.3 Uso dos antimicrobianos em humanos, animais e plantas.

A transmissao de resisténcia a antibidticos por E. coli via alimentacdo que provém
de animais e outros produtos alimentares foi claramente demonstrada (HOELZER et al.,
2017; BARLAAM et al., 2019). A grande maioria das classes antimicrobianas é usada em
humanos e animais (incluindo aquicultura; peixes e mariscos de criacdo). Poucas classes de
antibidticos estdo reservadas exclusivamente para uso humano, como por exemplo o0s
carbapenémicos. Insetos e algumas plantas séo frequentemente tratadas com antimicrobianos
(COLLIGNON; MCEWEN, 2019). Antibioticos como tetraciclinas e estreptomicinas sao
usados para tratamento e profilaxia em frutas como macas e peras (VIDAVER, 2002,
PRESTINACI et al., 2015).
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Além disso, a administracdo de antibioticos em animais e humanos pode levar a
um aumento de resisténcia nas bactérias por causa da pressdo seletiva exercida pelo uso
desses antibidticos e aumento da transferéncia de genes de resisténcia bacterianos
(BARLAAM et al., 2019).

2.3.1 Uso em Seres Humanos

Nas pessoas 0s antibioticos de uma maneira geral sdo usados principalmente no
tratamento de infec¢Bes clinicas de modo individual ou em grupo, e também de forma
profilatica (COLLIGNON; MCEWEN, 2019), mas devido a sua toxicidade, a colistina tem
sido pouco usada em medicina humana (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA
SALUD e ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 2016; UGARTE SILVA et al.,
2018).

Na comunidade a prescricdo excessiva de antibidticos por médicos de clinica
geral, mesmo na auséncia de indicacGes apropriadas, desempenha um papel importante no uso
inadequado de antibidticos. A automedicacdo também desempenha um papel muito
importante. No ambiente hospitalar, as intensas e prolongadas terapias antimicrobianas séo
provavelmente o principal contribuinte para o surgimento e a disseminacdo de infeccdes
nosocomiais por microrganismos altamente resistentes a antibiéticos (PRESTINACI et al.,
2015).

Além disso, o consumo de alimentos crus ou malcozidos de origem animal e a
vida em areas rurais foram identificados como fatores de risco para infec¢des por patdgenos
de origem alimentar que carregam genes de resisténcia antimicrobiana (HOELZER et al.,
2017).

2.3.2 Uso em Animais

A utilizacdo de antimicrobianos em animais de estimagdo, como cées, gatos,
passaros e cavalos, € ampla e muito semelhante ao uso em seres humanos. Os
antimicrobianos sdo usados para tratar infeccGes, e ocasionalmente para profilaxia pos-
cirurgia (COLLIGNON; MCEWEN, 2019).

O uso de farmacos como promotores do crescimento (GPA) é definido como a

pratica de fornecer antibioticos aos animais saudaveis, esta concentracao terapéutica aumenta
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a producdo animal, estabilizando a populacdo bacteriana e permitindo a obtengdo de mais
nutrientes na dieta (DIAZ-SANCHEZ et al., 2015). Por exemplo, em suinos
aproximadamente 99% do uso da colistina é realizado por via oral para tratamento em massa
em sistemas de criacdo intensiva (RHOUMA et al., 2016). Dando origem a um grande
problema, o portfolio de antimicrobianos usados na criacdo de animais destinados a
alimentacdo humana esta se esgotando rapidamente, com importantes consequéncias para a
salde animal, para os meios de subsisténcia dos agricultores e potencialmente para a saude
humana (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD e ORGANIZACION
MUNDIAL DE LA SALUD, 2016; VAN BOECKEL et al., 2019). Infelizmente, a quantidade
de informacd@es disponiveis sobre o uso real de antimicrobianos em fazendas e confinamentos
difere consideravelmente entre os paises e, em muitos casos € insuficiente para entender as
exposicoes aos antimicrobianos (HOELZER et al., 2017).

A dindmica da resisténcia antimicrobiana ndo é tdo previsivel e 0s riscos
microbioldgicos ndo podem ser tdo facilmente avaliados, gerenciados e comunicados de
maneira tdo simples; como por exemplo, a toxicidade dos medicamentos, e isso pode afetar o
desenvolvimento e a implementacéo oportuna da abordagem de Sadde Unica para tratar da
resisténcia aos antibioticos em animais (MCEWEN; COLLIGNON, 2018).

2.3.3 Uso em Plantas

Antimicrobianos também sdo usados para o tratamento de doencas bacterianas e
profilaxia em plantas e arvores frutiferas, como as que produzem magds e peras (VIDAVER,
2002; MCEWEN; COLLIGNON, 2018), por isso existe a preocupacdo de que o uso de
antibidticos na agricultura possa aumentar a frequéncia de genes de resisténcia a antibiéticos e
possam ser transferidos a bactérias clinicamente importantes (PRESTINACI et al., 2015).
Essa problematica da resisténcia antimicrobiana relacionada as plantas comeca a surgir nos
anos sessenta, alguns anos apos a introducdo do antibidtico estreptomicina (VIDAVER,
2002). No caso de praticas agricolas, como irrigacdo com aguas residuais ou fertilizagdo com
residuos animais como o esterco ou 0 excremento, podem contribuir para 0 aumento seletivo

da resisténcia a antibioticos em ambientes terrestres (TOUATI et al., 2019).
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2.4 Resisténcia antimicrobiana (RAM) no contexto de Satde Unica

A resisténcia antimicrobiana € um problema complexo e multifacetado que
ameaca a salude humana e animal, a economia global e a seguranca nacional e global
(WHITE; HUGHES, 2019). O problema da RAM, é especialmente urgente em relacdo a
resisténcia a antibidticos em bactérias (PRESTINACI et al., 2015) e tem sido cada vez mais
relatado em seres humanos, animais de estimacdo e animais de fazenda (DOLEJSKA,;
PAPAGIANNITSIS, 2018). A resisténcia aos antibioticos inicia-se na década de setenta entre
bactérias gram negativas e é um problema global crucial (AGHAPOUR et al., 2019), tendo
em vista a globalizacdo do sistema alimentar com o incremento da movimentagdo de animais
e produtos agricolas combinada com o aumento das viagens humanas, facilitando assim a
rapida disseminacdo e mistura de genes de RAM (ROBINSON et al., 2016; ZHANG et al,
2021).

Além disso, a RAM é considerada um dos desafios aos sistemas de salde
contemporaneos. Estima-se que 700 mil mortes sejam causadas anualmente pela resisténcia
aos antimicrobianos. De acordo com essas analises, sem uma mudanca de abordagem para
conter o problema, até 2050, a RAM podera causar mais mortes que o cancer (ESTRELA,
2018; LI, 2019). O impacto em pacientes particularmente vulneraveis é mais Obvio,
resultando em doenca prolongada e aumento da mortalidade (AMANN et al., 2019). Os
fatores politicos, socioeconémicos e culturais que influenciaram a difusdo da RAM ainda
estdo longe de serem totalmente compreendidos, mas a globalizacdo da producdo de produtos
alimentares e dos métodos de uso da terra tem maior impacto na salude do ambiente e na
seguranca alimentar. Adicionalmente, a conectividade dos ambientes e das pessoas em
diferentes escalas geograficas contribuiu para a disseminacdo da RAM (HERNANDO-
AMADO et al., 2019).

A RAM estd definida pela OMS “como uma capacidade de um organismo de
impedir um antimicrobiano de agir contra ele” (WHO, 2014). A OMS incluiu a RAM como
uma das dez principais ameagas a saude global em 2019 (WHITE; HUGHES, 2019). O
desenvolvimento da resisténcia aos antibidticos € um fenémeno correlacionado ao uso
excessivo dos antibioticos e a evolucdo bacteriana (AGHAPOUR et al., 2019). Além disso, a
RAM é prejudicial porque reduz a eficdcia dos antimicrobianos e tende a aumentar a
gravidade, incidéncia e custos da infecgdo. Atualmente, existem evidencias consideraveis de

gue o uso de antimicrobianos em animais € um importante contribuinte para a resisténcia
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antimicrobiana entre alguns patégenos humanos, em particular patégenos entéricos comuns
como: Salmonella spp., Campylobacter spp., Enterococcus spp. e E. coli (COLLIGNON,;
MCEWEN, 2019). E assim como a emergéncia de Enterobacteriaceae resistentes aos
antimicrobianos é um problema de salde publica em muitos paises ao redor do mundo.
Particularmente, os antimicrobianos que sdo prescritos para o tratamento de doencas
bacterianas mostram uma reduzida susceptibilidade e falhas no tratamento (UDDIN et al.,
2022).

Os microbiomas de seres humanos, animais, plantas, agua e solos estdo
interconectadas (HERNANDO-AMADO et al., 2019), assim 0s microrganismos podem usar
varios mecanismos para se adaptar contra agentes antimicrobianos e estimulantes ambientais.
As bactérias podem usar alteracdes genéticas para formar genes com melhor desempenho para
superar os antibi6ticos. A modificacdo em apenas alguns pares de bases no Acido
Desoxirribonucleico (DNA) causando a substituicdo de um ou alguns aminoéacidos
importantes na constituicdo da estrutura celular, parede celular e producdo de enzimas; pode
levar a formacdo de cepas mutantes resistentes (AGHAPOUR et al., 2019). Também o
movimento dos genes de resisténcia entre espécies bacterianas diferentes por meio de
plasmideos horizontais e transferéncia de genes aumenta a variedade de populacdes
bacterianas com potencial de multirresisténcia (AL-TAWFIQ et al., 2017).

As dindmicas evolutivas da resisténcia antimicrobiana sao ainda mais complicadas
pelo potencial de resisténcia cruzada (a resisténcia simultdnea a varios medicamentos
relacionados que compartilham um alvo) e co-resisténcia (onde varios genes sao transferidos
juntos, por exemplo: para um plasmideo e selecdo para um dos genes seleciona indiretamente
também para os outros). Além disso, a resisténcia antimicrobiana a um determinado
medicamento pode ser mediada por multiplas alteracdes genéticas com dindmica evolutiva
potencialmente diferente, e as taxas de mutacdo bacteriana variam predispondo
potencialmente algumas bactérias com as “hiper-mutagdes” que levariam ao surgimento mais

rapido de resisténcia do que outras mutagcdes (HOELZER et al., 2017).
2.4.1 Componente One Health da Resistencia aos antibidticos — Fatores contribuintes
Esses fatores contribuintes surgem como resultado de confluéncias locais entre

bactérias que colonizam diferentes hospedeiros (incluindo animais e humanos) e seus

ambientes onde os ARGs podem ser transferidos de seus hospedeiros para pat6genos
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bacterianos, além disso microrganismos que fazem parte de ecossistemas nédo clinicos, sdo em
muitas ocasides, os anfitrides originais de ARGs que foram transferidos de microrganismos
ambientais para patégenos humanos (HERNANDO-AMADO et al., 2019). Outro fator que
faz da RAM uma questdo importante sdo 0s ambientes propensos a doencas, padroes
sanitarios mais pobres e acesso reduzido a antibiéticos eficazes (ROBINSON et al., 2016).

Sabe-se que o ambiente clinico é uma fonte de resisténcia a antibiéticos, devido
ao seu amplo e intenso uso nesse ambiente, produzindo uma pressdo natural seletiva nas
bactérias (PRESTINACI et al., 2015; ROCHA et al., 2015; JIMENEZ PEARSON et al.,
2019). Além disso, a prescricdo excessiva de antibioticos e automedicacdo desempenham um
papel importante no uso inadequado de antibidticos, assim como a facilidade na
disponibilidade dos medicamentos que podem ser adquiridos sem receita medica
(PRESTINACI et al., 2015).

A ampla gama de antibi6ticos que é liberada nas estacdes de tratamento de &guas
residuais como resultado do uso de antibi6ticos em residéncias, instalacbes de produgdo
farmacéutica e hospitais tém o enorme potencial de exercer uma pressdo seletiva em
bactérias ambientais fazendo com que elas possam adquirir genes de resisténcia (ROCHA et
al., 2015). A Figura 2, mostra uma representacdo esquematica dos fatores envolvidos no
surgimento e disseminacdo da resisténcia antimicrobiana, podendo-se identificar quatro
setores principais envolvidos no desenvolvimento da resisténcia aos antibiéticos: medicina
humana na comunidade e hospitais, producdo animal, agricultura e ambiente (PRESTINACI
etal., 2015; COLLIGNON; MCEWEN, 2019).
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Figura 2 - Fatores envolvidos na disseminagdo da resisténcia, nos setores: medicina
humana, producéo animal, agricultura e meio ambiente.
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entre si, sendo o principal fator, o uso indiscriminado de antibi6ticos.

A auséncia de indicacOes apropriadas, incerteza diagndstica e automedicacdo tém
um papel muito importante na resisténcia aos antibioticos, da mesma forma que o uso de
antibiéticos em animais produtores de alimentos e na agricultura. O uso de antibiéticos como
promotores de crescimento para o tratamento ou prevencdo de doencas é provavelmente o
maior contribuinte para o problema geral da resisténcia e, além disso, nos Gltimos anos a
importancia do meio ambiente na disseminagdo de resisténcia de antibidticos tem sido
amplamente reconhecida. Por exemplo, a 4&gua potencialmente contaminada com
microrganismo fecal e fertilizante pode disseminar bactérias resistentes a medicamentos no
solo. Grandes quantidades de antibidticos sdo eliminadas nas aguas residuais municipais
devido ao metabolismo incompleto em seres humanos ou devido ao descarte de antibioticos
n&o utilizados (PRESTINACI et al., 2015).

No caso dos animais selvagens que ndo foram diretamente expostos aos

antibidticos, eles sdo afetados pelo uso excessivo na medicina humana e veterinaria. Os
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habitats influenciados pelo homem criam importantes fontes de bactérias resistentes para o
meio ambiente na vida selvagem. Aqueles animais que tendem a viver perto dos seres
humanos, procuram comida nas cidades, aterros ou areas com agricultura intensiva e tém mais
possibilidade de transportar bactérias resistentes a antibidticos do que animais em areas com
pegadas humanas limitadas. Nesse contexto, os animais selvagens podem ser considerados
indicadores de poluicdo ambiental por bactérias resistentes aos antibidticos em um
determinado local (DOLEJSKA; PAPAGIANNITSIS, 2018).

Além disso, pesquisadores sugerem que melhorar o saneamento basico, garantir
boa governancga, melhorar o acesso a agua potavel, aumentar as despesas com a melhoria da
assisténcia publica a saude e melhorar a regulamentacdo do setor privado de salde, sdo
medidas necessarias para se reduzir a RAM. Outros fatores como falta de saneamento,
temperaturas mais altas e corrup¢do, foram consistentemente associados a uma maior
prevaléncia de cepas com RAM (THAKUR; GRAY, 2019).

De acordo com dados mais recentes sobre a resisténcia a antibi6ticos publicados
pelo Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doencas, a resisténcia antimicrobiana em E.
coli requer muita atencdo porque a porcentagem de isolados resistentes a antibidticos
comumente usados esta aumentando muito na Europa (BARLAAM et al., 2019). Assim
como, nos ultimos anos tem se observado um aumento rapido no nimero de K. pneumoniae
multirresistente (PRESTINACI et al., 2015).

2.5 Polimixinas

As polimixinas formam um grupo de antibi6ticos polipeptidicos que consiste em 5
compostos quimicamente diferentes (polimixinas A - E). Apenas a Polimixina B e a
Polimixina E (Colistina) sdo utilizadas na pratica clinica médica humana e veterinaria
(FALAGAS; KASIAKOU, 2005; REBELO et al., 2018; BARLAAM et al., 2019). Esses
antibioticos tém sido amplamente utilizados em todo o mundo em solucGes topicas e
oftdlmicas ha décadas (FALAGAS; KASIAKOU, 2005). As polimixinas exercem seu modo
de acdo antimicrobiano primario aumentando a permeabilidade da membrana externa por
meio de uma interacdo direita com o Lipopolissacarideo (LPS) (NANG et al., 2019), alem
disso as polimixinas sdo considerados um dos ultimos recursos para o tratamento de pacientes
com infec¢bes causada por bactérias multirresistentes gram negativas (MEDINA, 2017,
BOSZCZOWSKI et al., 2019; KNEIS et al., 2019; LIU et al., 2019; LU et al., 2019).
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2.5.1 Colistina ou Polimixina E

A colistina tem sido usada em pessoas e animais por mais de 50 anos
(COLLIGNON; MCEWEN, 2019), foi descoberta em 1940 e é produzida pelo microrganismo
Paenibacillus polymyxa var. colistinus, apresenta atividade bactericida contra bactérias gram
negativas (EMA, 2013; ROSALES et al., 2018, BARLAAM et al, 2019), como
Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa (TYRELL et al., 2019), por outro lado,
entre as enterobactérias, Proteus spp. e Serratia marcescens tém resisténcia intrinseca a
colistina (AGHAPOUR et al., 2019; ZHANG et al., 2021).

Como nos adultos, a colistina foi um antimicrobiano usado em criangas entre 0s
anos sessenta e oitenta, mas devido a sua toxicidade (nefrotoxicidade e hepatotoxicidade) seu
uso foi abandonado (FALAGAS; KASIAKOU, 2005; ROSALES et al., 2018; WISE et al.,
2018; LI, 2019; TYRELL et al., 2019), mas nas ultimas décadas, a disseminacdo de bactérias
gram negativas multirresistentes associada a escassez de novos agentes antimicrobianos levou
a utilizacdo de colistina como um farmaco valioso para o tratamento de infeccdes causadas
por essas bactérias (FALAGAS; KASIAKOU, 2005; HAO et al., 2019; HAYASHI et al.,
2019; LI, 2019; ZHIFENG; TONY, 2019).

A colistina consiste em um decapeptideo ciclico cationico ligado a uma cadeia de
acido graxos através de uma ligacdo a-amida, seu peso molecular é de 1.750 Da (FALAGAS;
KASIAKQU, 2005), essa molécula se liga ao componente lipopolissacarideo da membrana
externa. Esse antimicrobiano tem como alvo especifico o lipideo A, que tem um papel
importante no controle da permeabilidade celular (BARLAAM et al., 2019). Esse antibiotico
realiza uma interacdo eletroestatica inicial das cadeias laterais catidbnicas de L-o,y-
diaminobutirico (Dab) com os grupos fosfatos do componente Lipidico A do LPS, deslocando
cations bivalentes (Ca?* e Mg?*) que fazem a ponte adjacente com as moléculas de LPS
(ZHIFENG e TONY, 2019), neste caso as polimixinas levam a morte celular bacteriana
devido a atracdo eletrostatica exercida entre as cargas positivas dos grupos amino e 0s anions
fosfato e carboxilato que comp&em a camada de lipopolissacarideos (MEDINA, 2017; SKOV;
SKOV, 2017).

Em suma, como podemos visualizar na Figura 3, a interacdo entre acidos graxos e
outras regides hidrofobicas da camada de LPS causam mudancas na estrutura da parede
celular bacteriana, promovendo a perda de seu conteudo citoplasmatico e o acesso a droga,

gue consequentemente exerce seu efeito bactericida (MEDINA, 2017).
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Figura 3 - Mecanismo de agéo das Polimixinas.
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2.5.2. Resisténcia as Colistinas

Até o final de 2015, sabia-se que a resisténcia as Polimixinas em geral estava
associada a mutagdes cromossémicas ou a mutagdes pontuais nos genes do cromossomo, mas
Liu et al. (2016) identificaram um gene de resisténcia a colistina mediado por plasmideo,

mcr-1 (plasmid-mediated colistin resistance) na China. Desde entdo nove diferentes genes
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foram relatados, sendo mcr-1 distribuido globalmente, enquanto mcr-2 e mcr-3 sdo detectados
com menor frequéncia; mcr-4, -5, -6, -7, -8 foram descritos em 2018 (TOUATI et al., 2019) e
mcr-9 e mcr-10 em 2019 (CARROLL et al., 2019), descobertos em varias espécies da familia
Enterobacteriaceae, de amostras de diferentes origens ao redor do mundo (LIU et al., 2019).
Mas o0 gene mcr-1 e mcr-9 sdo 0s genes que estdo ainda mais disseminados ao redor do
mundo na sua totalidade (LING et al., 2020) A resisténcia adquirida a colistina permaneceu
em baixos niveis ao longo dos anos, apesar do aumento significativo do seu uso (MEDINA,
2017). Entretanto, paises como China, Vietna, e Alemanha tém relatado uma maior frequéncia
de amostras positivas para o gene mcr-1 (WANG et al., 2019).

Embora o principal mecanismo de resisténcia a colistina ndo seja claro, as
bactérias gram negativas empregam Varios mecanismos para se protegerem contra a colistina
em relacdo a outras polimixinas (Figura 4). De acordo com a literatura, a maioria dos
mecanismos da resisténcia a esse antimicrobiano é adaptativa. As estratégias mais comuns de
resisténcia a colistina sdo modificacfes da membrana externa bacteriana por alteracdo do LPS
e reducdo de sua carga negativa. Outras estratégias sdo a superexpressao dos sistemas de
bombas de efluxo ou de polissacarideo capsular (AGHAPOUR et al., 2019)

Figura 4 - Regulacdo e vias mediadas por plasmideo de modificacdes de
lipopolissacarideos em Enterobacteriaceae.
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2.5.2.1 Mecanismos de resisténcia adquirida em Enterobacteriaceae — Gene mcr

Mecanismos de resisténcia a colistina adquiridos foram reconhecidos em alguns
membros da familia Enterobacteriaceae, como E. coli, Salmonella spp., Klebsiella spp. e
Enterobacter spp., (AGHAPOUR et al., 2019), Aeromonas spp., Citrobacter spp., Raulotella
spp., Kluyvera spp. e Providencia spp. (HUSSEIN et al., 2021) Apenas um mecanismo de
resisténcia foi identificado como um mecanismo transferivel (gene mediado por plasmideo ou
gene mcr) (LIU et al., 2016; JIN et al., 2018; AGHAPOUR et al., 2019), tendo sido relatado
em todo o mundo em animais produtores de alimentos, em carnes e menos frequentemente em
seres humanos (DOLEJSKA; PAPAGIANNITSIS, 2018). O gene mcr-1 foi detectado em
diversas espécies de Enterobacteriaceae, principalmente E. coli e K. pneumoniae isoladas de
seres humanos, animais, ambientes e alimentos em todo 0 mundo, seguido pela descoberta de
suas variantes (HAYASHI et al., 2019; HUSSEIN et al., 2021). Além disso, tem sido
descoberto o gene mcr em animais de estimacdo, onde a prevaléncia ainda ndo estd bem
esclarecida (WANG et al., 2021)

O gene mcr-1 codifica uma fosfoetanolamina transferase que modifica o Lipideo
A, reduzindo sua afinidade pela colistina (AL-TAWFIW et al., 2017; XI1A et al., 2019; LING
et al., 2020). O modelo evolutivo proposto, € um gene mobilizado por um transposon
composto formado por uma regido de 2.600 pb contendo mcr-1 (1.626 pb) e um quadro de
leitura aberta (ORF - Open Reading Frame) que codifica uma proteina da superfamilia PAP2
(765 pb), flanqueada por duas sequéncias de insercdo ISApll. ISApll é um membro da
familia de sequéncias de inser¢do 1S30 que utiliza um mecanismo de copiar e colar com uma
via de transposicao direcionada que requer a formacdo de um complexo sinaptico entre uma
repeticdo invertida (RI1) no circulo de transposicdo em uma sequéncia tipo RI no alvo. Snesrud
et al., 2016 levantaram a hipotese de que, ap6s a formacdo inicial de um transposon
composto, essas sequencias de insercdo teriam sido perdidas ao longo do tempo, levando a
estabilizagdo do mcr-1 em uma ampla gama de origens plasmidicas (Figura 5) (SNESRUD et
al., 2016; WANG et al., 2018).
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Figura 5 - Representacdo esquematica do modelo evolutivo para as etapas da
propagacao do gene mcr-1.
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Fonte: Adaptado do artigo de WANG et al., 2018. Lenda: (1) A formacdo do transposon
composto original seguida por (2) Transposicdo entre os plasmideos antecessores e (3)
estabilizagdo per perda de elementos ISApI1 antes (4) da propagacdo mediada por plasmideo.

Os genes mcr sdo responsaveis pela transferéncia horizontal da resisténcia a
colistina. MCR ¢é um gene membro da familia de enzimas PETN e sua expressédo leva a adicédo
de Fosfoetanolamina Transferivel (PETN) ao lipideo A. Os isolados portadores do gene mcr-1
exibem resisténcia a colistina sem outros mecanismos de resisténcia (AGHAPOUR et al.,
2019; ZHANG et al., 2021).

2.5.2.2 Importancia do conceito de Saude Unica na resisténcia & Colistina

Atualmente, a colistina € um antibidtico amplamente utilizado em Medicina

Veterindria no tratamento de infec¢Bes intestinais causadas por bactérias da familia
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Enterobacteriaceae (RHOUMA et al., 2016); em humanos, é usada no tratamento de infec¢des
causadas por bactérias gram negativas MDR e é considerada como uma opgéo de tratamento
de dultima escolha para o controle de infeccbes por enterobactérias produtoras de
carbapenemase (GURJAR, 2015). Durante a dUltima década, as pesquisas sobre este
antimicrobiano experimentaram um aumento significativo, principalmente no que diz respeito
ao mecanismo de resisténcia a colistina e a optimizacao de seu regime terapéutico (RHOUMA
et al., 2016).

Da mesma forma, em alguns paises da América do Sul, foram tomadas medidas
em relacdo ao uso desse tipo de antibidticos na agricultura. No caso da Colémbia, o
Ministério da Agricultura e Desenvolvimento Rural e o Instituto Agricola da Colémbia (ICA)
regulamenta as medidas de proibicdo do uso de colistina em outros usos que ndo seja o
tratamento clinico em animais (ICA, 2015). No Brasil, a instru¢cdo normativa MAPA No° 45,
de 30 de novembro de 2016 (comunicado de risco) foi reeditada visando proibir a importagéo
e fabricacdo de sulfato de colistina com a finalidade de aditivo zootécnico (MINISTERIO
PUBLICO FEDERAL, 2016). No ano de 2019, na Argentina o0 SENASA (Servico Nacional
de Saude e Qualidade Agricola), determinou que ndo fosse administrado colistina ou qualquer
um de seus sais a animais, a fim de preservar sua eficacia no tratamento de infec¢des humanas
causadas por bactérias multirresistentes, assim como, proibiu em todo o territério nacional a
preparacdo, distribuicdo, importacdo, uso e posse de produtos veterinarios que contenham o
ingrediente ativo colistina e seus sais (SENASA, 2019).

Este tipo de resisténcia a colistina pelo gene mcr foi relatada em varias regides
incluindo Europa, Asia, Africa e América e foi reconhecido em mais de 50 paises ao redor do
mundo (ISHII et al., 2018; ZHANG et al., 2019), embora a frequéncia de isolados em
humanos seja baixa em comparacdo com animais (AGHAPOUR et al., 2019), mas a
disseminacdo desses genes pode ser um sinal de uma nova era de bactérias resistentes aos
medicamentos (RODRIGUES et al., 2019). Desde abril de 2016 em nosso continente, 0
mecanismo de resisténcia pelo gene mcr foi identificado em E. coli e outras enterobactérias,
isoladas de amostras de alimentos, animais, mas também de amostras clinicas de pacientes
(MEDINA, 2017), que podem ser sintomaticos ou assintomaticos (BARLAAM et al., 2019);
também foi detectado em isolados obtidos de amostras de animais selvagens e de aguas
superficiais, demostrando contaminagdo ambiental (MCEWEN e COLLIGNON, 2018).

O gene mcr-1 foi encontrado em cepas de E. coli resistentes a colistina isoladas de

varios animais de criacdo, como porcos, galinhas e gado (RHOUMA et al., 2016), mas



45

também em isolados de aves migratorias selvagens, como a gaivota prateada (Larus
argentatus) na Litudnia (RUZAUSKAS; VASKEVICIUTE, 2016) e gaivotas (Larus
dominicanus) na Argentina, assim sendo, o papel dessas aves na disseminagdo do gene mcr-1
entre continentes ndo deve ser subestimado (SHAD, 2018); e uma menor ocorréncia em
amostras clinicas de pacientes hospitalizados (MALBRAN; INEI-ANLIS, 2016), em amostras
ambientais e de seres humanos em todo o mundo (SHAD, 2018). Tendo sido encontrado
principalmente em E. coli, mas também nas espécies de Salmonella e K. pneumoniae,
confirmando que a disseminacdo desse gene é muito difundida (MALBRAN; INEI-ANLIS,
2016).

A distribuicdo global do gene mcr-1 pelo menos nos cinco continentes esta bem
documentada (WANG et al., 2018) e na Ameérica foi reportado na Argentina e no Brasil, mas
pouco se sabe sobre sua origem, aquisicao, emergéncia e disseminacdo (SHAD, 2018; WANG,
R et al., 2018). Outra informacdo importante é que o gene mcr-1 ja existe h4 muito tempo
(SKOV; MONNET, 2016), tendo sido encontrado em alta prevaléncia em varios ambientes,
incluindo o Rio Haihe na China, em aguas de praias urbanas no Brasil, em amostras fecais de
individuos saudaveis (WANG et al., 2018) e em aguas de irrigacdo no Libano (HMEDE et al.,
2019). Embora o Brasil e a China tenham banido o uso de colistina na agricultura, ha
evidencias de que o gene mcr-1 possa se disseminar em ambientes hospitalares, mesmo na
auséncia de uso desse antibacteriano (WANG et al., 2018).

O gene mcr-2, foi relatado inicialmente em 2016 em espécimes de E. coli isoladas
de suinos e bovinos na Bélgica, em um isolado de E. coli em suinos da Malasia, em dois
isolados humanos de K. pneumoniae e Salmonella na Asia e nos Estados Unidos,
respectivamente (XAVIER et al., 2016; REBELO et al., 2018; XU et al., 2018; AGHAPOUR
et al., 2019). O gene mcr-3 foi recentemente descoberto, identificado como um terceiro gene
movel de resisténcia a colistina, que coexistiu com 18 determinantes de resisténcia adicionais
em isolados de Aeromonas spp. e E. coli oriundos de suinos e seres humanos (WENJUAN
YIN et al.,, 2017; REBELO et al., 2018; AGHAPOUR et al.,, 2019). O gene mcr-3 foi
detectado na Europa, Asia e América do norte (XU et al., 2018). O gene mcr-4 foi
identificado pela primeira vez em E. coli de suinos de vérios paises europeus como Itélia,
Espanha e Bélgica (REBELO et al., 2018; BARLAAM et al., 2019) e também foi detectado
em isolados clinicos de Enterobacter cloacae produtor de carbapenemase em Singapura (XU
et al., 2018). A primeira detecgdo do gene mcr-5 foi em uma amostra fecal humana no Japéo
(ISHII et al., 2018), tendo sido depois encontrado em aves na Alemanha (REBELO et al.,
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2018), e em diferentes espécies bacterianas de muitos paises (MCEWEN; COLLIGNON,
2018; XU et al., 2018).

Os mais recentes foram mcr-6, -7 junto com o mcr-8, detectados em K.
pneumoniae de animais e seres humanos (XAVIER et al., 2016; WENJUAN et al., 2017;
AGHAPOUR et al., 2019; BARLAAM et al., 2019), embora os genes do mcr-2 ao mcr-8,
ainda ndo tenham sido descritos em microrganismos isolados de animais selvagens
(DOLEJSKA e PAPAGIANNITSIS, 2018). Pesquisadores também descreveram um novo
homologo de mcr detectado durante uma triagem in silico de rotina de genomas de
Salmonella sequenciados para genes de resisténcia antimicrobiana. A sequéncia de
aminoacidos mcr-9 foi detectada em um isolado de Salmonella enterica sorotipo
Typhimurium (S. Typhimurium) multirresistente isolada de um paciente no estado de
Washington, EUA (CARROLL et al., 2019).

Na China, Wang et al, no ano 2019 encontraram uma nova variante mcr
designada mcr-10. Neste estudo, eles identificaram um novo gene mcr numa cepa de
Enterobacter roggenkampii. O mcr-10 tem cerca de 79,69% de similaridade de nucleotideos
com o mcr-9, codificando 82,93% de aminoacidos idénticos ao mcr-9. Contudo, o mcr-10
conferiu um aumento de 4 vezes na CIM de colistina (1 a 4 mg/L) quando foi clonado em
uma cepa de E. roggenkampii suscetivel a colistina. Pesquisadores identificaram e
caracterizam o novo gene, e também descobriram que ele foi disseminado globalmente,
sugerindo que esse novo gene seja importante para a salde e que a implementacdo de novas

medidas de vigilancia sanitaria seja necessaria (WANG et al., 2020).

2.6 Epidemiologia na América

Analises retrospectivas demostraram o gene mcr-1 em varias espécies bacterianas
isoladas de seres humanos, animais e amostras ambientais em varios paises, e o gene foi
encontrado em cerca de 5% dos viajantes saudaveis (COLLIGNON; MCEWEN, 2019).

Em dezembro de 2015, a agéncia de saude publica do Canadé relatou a descoberta
de gene mcr-1 em trés diferentes isolados de E. coli, coletados anteriormente para outros
projetos de pesquisa no pais. Um espécime foi isolado de ser humano e os dois outros foram
isolados de carne bovina moida para venda coletadas em 2010 (MULVEY et al., 2016;
ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD e ORGANIZACION MUNDIAL DE
LA SALUD, 2016; BARLAAM et al., 2019).
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No Brasil em 2016, pesquisadores informaram sobre a descoberta de E. coli
produtora de mcr-1 isolada de amostras de alimentos e animais (ORGANIZACION
PANAMERICANA DE LA SALUD e ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD,
2016), a maioria dos isolados apresentou coocorréncia de B-lactamases de espectro estendido
(ESBL) do tipo CTX-M (VENDRUSCOLO, 2019). Na época, 19,5% das cepas de E. coli
resistentes a colistina isoladas de carne de frango em 68 mercados localizados nas regides
Norte, Sul e Oeste de Sdo Paulo, testaram positivo para mcr-1 (MONTE et al., 2017,
BARLAAM et al., 2019). Em seres humanos, o primeiro caso de E. coli apresentando o gene
mcr-1 ocorreu no estado do Rio Grande do Norte. Apds essas descobertas, diversos relatos no
Brasil foram publicados. Em seres humanos, sabe-se da existéncia de amostras positivas para
0 gene mcr-1 no estado de Pernambuco, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e
Rio Grande do Sul (VENDRUSCOLO, 2019).

Da mesma forma foi isolado 0 gene mcr-1 no Equador em um isolado de E. coli
de origem humana, cuja sequencia estd depositada no Genebank® (ORGANIZACION
PANAMERICANA DE LA SALUD e ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD,
2016).

Em maio de 2016, na Argentina, o Laboratério Regional de Referéncia da Rede
Latino-americana de Vigilancia de Resistencia Antimicrobiana (ReLAVRA), confirmou a
deteccdo de cepas clinicas de E. coli portadoras do gene mcr-1. As cepas foram isoladas de 9
pacientes internados em seis hospitais diferentes, mas nao tinham relacdo genética entre si e a
resisténcia detectada era do tipo transferivel. Seis desses pacientes eram do género masculino.
E em cinco pacientes, os isolados foram associados a infecgdes graves (ORGANIZACION
PANAMERICANA DE LA SALUD e ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 2016;
MALBRAN; INEI-ANLIS, 2016; RAPOPORT et al., 2016; UGARTE SILVA et al., 2018).

Em Janeiro de 2016, o Contato Regional da OMS tem compartilhado com o
Centro Nacional de Liga¢do (CNE) do Ministério da Saude e Protecdo Social a detecgdo de
cepas de E. coli portadoras do gene mcr-1 em viajantes da Bolivia, Peru e Coldmbia
(ARCILLA et al., 2016; INS, 2016).

Em Maio de 2016 foi relatada na Colémbia a detec¢do do gene mcr-1 em trés
isolados de Salmonella enterica sorovar Typhimurium de pacientes em Bogota, Antioquia e
Boyaca e em um isolado de E. coli de um paciente em Santander, essa descoberta foi produto
de um estudo retrospectivo (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD e
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ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 2016; INS, 2016; UGARTE SILVA et al.,
2018).

No Chile, em 2018, foram analisados 13 espécimes, sendo 5 de A. baumannii, 3
de E. coli, 4 de K. pneumoniae e 1 de P. aeruginosa; dos quais apenas um isolado era positivo
para o gene mcr-1 (LEGARRAGA et al., 2018).

Em Agosto de 2017, foi detectado o gene mcr-1 em 7 isolados de E. coli,
resistentes a colistina no Peru (UGARTE SILVA et al., 2018).

Em Junho de 2016, os Centros de Controle e Prevencao de Doencas dos Estados
Unidos, relataram a identificacdo do primeiro isolado do E. coli portador de gene mcr-1 em
um paciente (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD e ORGANIZACION
MUNDIAL DE LA SALUD, 2016; INS, 2016; UGARTE SILVA et al., 2018). Além disso, a
OPS e OMS alertaram para o fato de que pode haver bactérias ndo patogénicas portadoras
desse gene e que o mesmo pode ser disseminado por plasmideo para cepas virulentas ou
clones hiper epidémicos (UGARTE SILVA et al., 2018).

Em 2019, no Uruguai foram descritos os primeiros isolados de E. coli que tem o
gene mcr-1, esses foram obtidos de amostras de sangue, urina e amostra retais de diferentes
pacientes em dois hospitais (PAPA-EZDRA et al., 2019). O gene mcr-5 foi detectado em
amostras de carne de frango em isolados de E. coli no Paraguai (NESPOROVA et al., 2019).

Portanto, o isolamento de espécimes produtores do gene mcr deve ser considerado
de alto risco epidemioldgico. Adicionalmente, ressalta-se a necessidade de se pesquisar a
presenca desse gene e suas possiveis variantes na nossa regido para estimar um indicador

epidemioldgico de satide piblica em uma abordagem de “Satide Unica”

2.6.1 Aresposta Brasileira

Em 2005, o Ministério da Saude e a ANVISA, estabeleceram a “Rede Nacional
de Monitoramento da Resisténcia Microbiana em Servicos de Saude”, para ampliar a
deteccdo, a prevencao e o controle da emergéncia de resisténcia nos servigos de saude no pais.
Outro destaque no enfrentamento & resisténcia antibacteriana no Brasil foi a regulamentacao
da venda de antibidticos, instituida em 2011 pela Anvisa para o controle da dispensacdo de
antimicrobianos de uso humano. Antes dessa resolucdo, ja havia a exigéncia de prescri¢do de
antibioticos, medida considerada eficaz pela OMS para o enfrentamento ao uso desnecessario
desses medicamentos. Mais recentemente, o MAPA regulamentou a utilizacdo de
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antimicrobianos de uso veterinario na alimentacdo animal por meio da Instrugdo Normativa n°
65/2006. Esse ministério também desempenha papel de lideranga em iniciativas
governamentais no controle e na prevencdo de RAM na éarea de salude animal, como o
Programa Nacional de Controle de Patdgenos, que visa monitorar e gerenciar o risco e a
presenca de patdgenos em alimentos de origem animal como Salmonella em cortes de frango
e suinos. Mobilizado pelas discussdes do Plano Global e pelos compromissos
internacionalmente firmados nos féruns multilaterais correspondentes, o governo brasileiro
passou a elaboracdo do Plano de Acdo Nacional de Prevencédo e Controle da Resisténcia aos
Antimicrobianos (PAN-BR). O PAN-BR esta pautado pelos principios orientadores definidos
pela OMS, FAO e OIE, destacando-se, em especial, a abordagem multissetorial, envolvendo
diretamente o Ministério da Salde, a ANVISA e 0 MAPA, e conta com o apoio do Ministério
do Meio Ambiente, da Fundacdo Nacional de Saude, do Ministério das Cidades, do MCTIC,
entre outros 6rgaos (ESTRELA, 2018).

Em conformidade com o Plano Global, o PAN-BR é composto por eixos
estratégicos, operacionais € de monitoramento e compreendera o periodo de 2018 a 2022,
sendo estruturado em cinco objetivos estratégicos: Melhorar a conscientizacdo e a
compreensdo a respeito da resisténcia aos antimicrobianos por meio de comunicagao,
educacao e formacdo efetivas; fortalecer os conhecimentos e a base cientifica por meio da
vigilancia e da pesquisa; reduzir a incidéncia de infeccbes com medidas eficazes de
saneamento, higiene e prevencdo de infeccBes; otimizar o uso de medicamentos
antimicrobianos na saide humana e animal e preparar argumentos econdmicos voltados ao
investimento sustentavel, além de aumentar os investimentos em novos medicamentos, meios

diagnosticos e vacinas e outras intervengbes (ESTRELA, 2018).

2.7 Controle de gene mcr

A descoberta de cepas produtoras de gene mcr deve ser considerada de alto risco
epidemioldgico. Por isso é necessario o esforco méximo de todos os membros das equipes de
salde, especialmente dos Comités de Controle de Infec¢Bes para evitar a disseminacdo desse
tipo de mecanismo de resisténcia (INS, 2016).

De acordo com Barlaam et al. (2019), as acOes ideais para melhor definir os riscos
a saude humana associados a disseminacdo de microrganismos pela cadeia alimentar podem

ser resumidas como descrito a seguir:



50

2.7.1 Humanos e alimentos

Prevenir o uso de colistina como promotor de crescimento em todo o mundo;
além disso, sua prescricdo em medicina veterinaria deve ser amplamente reduzida. Avaliar a
prevaléncia de portadores humanos de E. coli com gene mcr, especialmente em
manipuladores de alimentos para reduzir o risco de contaminagdo. Reduzir a propagacédo de
microrganismos no ambiente hospitalar e avaliar a eficacia dos protocolos de higienizacdo na
industria de alimentos, de fato alguns microrganismos séo resistentes a desinfetantes que
seriam eficazes contra seus homdélogos suscetiveis aos antimicrobianos. Estudar a viabilidade
de E. coli em alimentos crus e processados além de avaliar a prevaléncia de E. coli com gene
mcr em alimentos prontos para consumo como saladas e frutas cortadas que representam uma
rota para a transmissao de patdgenos. Desenvolver protocolos especificos para monitoramento
durante o processamento de alimentos (BARLAAM et al., 2019).

Realizar testes de resisténcia a colistina em isolados de pacientes, € uma etapa
crucial antes de realizar uma intervencdo terapéutica com esse antibacteriano, e esses testes
devem também ser feitos em isolados de pacientes com e sem histdrico prévio do uso de
colistina. Além disso, vale ressaltar que a higienizacdo das mdaos desempenha um papel
crucial na prevencéo de infecgdo por bactérias resistentes a colistina (RHOUMA et al., 2016).

Também € importante prevenir a contaminagao de seres humanos que tém contato
direto com animais ou alimentos derivados de animais. Estudos epidemioldgicos descreveram
uma possivel transmissdo horizontal de cepas de E. coli resistentes a colistina isoladas de
suinos (RHOUMA et al., 2016). Olaitan et al. (2014) demonstraram o isolamento de E. coli
resistente a colistina de individuos saudaveis sem uso prévio desse antibidtico (OLAITAN et
al., 2014).

Deve haver uma reavaliacdo do uso de colistina para descontaminacdo digestiva
seletiva na unidade de terapia intensiva. Uma vez que esse farmaco algumas vezes é usado
para descontaminacéo seletiva do trato digestivo por atingir bactérias aerébias gram negativas
resistentes em suinos (RHOUMA et al., 2016).

Avaliacdo e otimizacdo da terapia combinada com colistina. Estudos in vitro
mostraram que a combinacdo de colistina com outros antimicrobianos, como rifampicina e
imipenem, pode ser mais eficaz que a monoterapia com colistina no tratamento de infecgdes

por bacterias gram negativas MDR em suinos (RHOUMA et al., 2016).
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2.7.2 Animais e ambientes

Planejar e intensificar a vigilancia sobre a prevaléncia de E. coli com mcr em
animais criados para alimentacdo visando avaliar os efeitos das medidas politicas adotadas
pelo governo (BARLAAM et al., 2019). Avaliar os possiveis riscos de origem alimentar
relacionados & internalizacdo de bactérias com gene mcr nas partes comestiveis dos vegetais
(SOLOMON et al., 2014) e proibir o uso de colistina como promotor de crescimento e
controlar seu uso para fins de profilaxia e metafilaxia devido ao aumento da ocorréncia desse
antibidtico no ambiente, além disso deve-se reduzir o uso de antibiéticos nas fazendas e na
pratica medica veterinaria (RHOUMA et al., 2016).

Rhouma et al. (2016) também ressaltam que veterinarios devem diagnosticar
clinicamente a doenca, fazer o isolamento do agente patogénico e testes de antibiograma para
determinar a sensibilidade bacteriana a colistina, acdes essenciais para justificar o uso
terapéutico desse antibiético em suinos (RHOUMA et al., 2016). Além disso, deve haver
vigilancia e monitoramento do uso de colistina nas fazendas. Os veterinarios devem garantir
gue o uso desse farmaco atinja a doenca clinica, considerando a reducdo de seu uso sempre
que possivel (RHOUMA et al., 2016). Outra medida importante é a realizacdo de gestdo
bioldgica do estrume. Pesquisadores relataram que a compostagem elimina em média 50% a
70% de alguns antimicrobianos utilizados em suinos (RHOUMA et al., 2016).

2.8 Vigilancia e controle

Evidéncias cientificas demostraram uma diminuicdo consistente na frequéncia de
resisténcia antimicrobiana em bactérias isoladas de animais e seres humanos, apos restri¢coes
ao uso de antibioticos de importancia médica em animais para consumo humano (AIDARA-
KANE et al., 2018). Além disso, a manutencdo de boas praticas de higiene nos hospitais, na
populacéo geral, autocuidado, higiene de areas publicas relacionadas como estacdes do metrd,
Onibus e outros perto dos hospitais sdo recomendados para salvaguarda a salude e seguridade
do ambiente (ZHANG et al., 2021).

Os esforgos para implementacdo de vigilancia e controle de ORAS (organismos
resistentes aos antibioticos) pela OMS, sdo insuficientes para conhecer o verdadeiro 6nus
desses microrganismos e mitigar o problema global. Um exemplo disso é a falta de amostras

representativas nos paises estudados levando ao conhecimento parcial da situacdo atual. O
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problema provavelmente surge como resultado da falta de mecanismos adequados por parte
dos governos para estabelecer colaboragbes efetivas para o monitoramento e controle dos
ORAs entre os paises da regido, o que permite uma estratégia com abordagem global. A
prioridade é garantir o estabelecimento de mecanismos adequados de monitoramento, permitir
o0 desenvolvimento de uma vigilancia sentinela e de um relatério oportuno para a tomada de
acoes apropriadas (ROCHA et al., 2015).

Uma abordagem de Saude Unica visando diminuir o consumo de todos os
antibidticos é o objetivo para proteger a seguranca alimentar, de forma a eliminar
gradualmente o uso desses medicamentos. No entanto, antibidticos criticos para uso humano
como colistina, deve ser protegido por interrup¢do imediata do uso em animais. Em termos de
dosagem, doses altas de até 720 mg por dia sdo empregados. Entretanto, a subdosagem de
colistina em pacientes com doenca critica, queimaduras, insuficiéncia renal e obesidade leva
ao risco de surgir resisténcia (AL-TAWFIQ et al., 2017).

Finalmente, uma abordagem de Salde Unica para controlar a RAM requer o
estabelecimento, manutencdo, e expansdo de componentes colaborativos cientificos,
programaticos e a formulacdo de politicas que incorporem explicitamente os conhecimentos
cientificos que envolvam profissionais de medicina humana e veterinaria, estudos ambientais,
microbiologia, farmacologia, demais participantes nos cuidados da salde, agricultura e na
cadeia global de suprimento de alimentos e finalmente consumidores (SOLOMON, 2017).
Pesquisa e desenvolvimento sdo necessarios em medicina alternativa, juntamente com
legislacBes rigidas tanto em nivel nacional como internacional. A disseminacdo de bactérias
resistentes do ambiente da aquicultura estd emergindo, por tanto requer atencdo urgente
(ZHANG et al., 2021).
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3 JUSTIFICATIVAE RELEVANCIA

Atualmente, a OMS e a OIE (Organizacdo Mundial de Saide Animal) ndo medem
esforcos para reduzir o problema da resisténcia bacteriana aos antibioticos. Uma vez que a
pressdo seletiva exercida pelo uso desses medicamentos, faz com que microrganismos gerem
diversos mecanismos de resisténcia antimicrobiana e, nessa ordem de ideias, 0 quadro ndo é
encorajador no campo da terapia médica em geral. Sobre o conceito de “Satide Unica”,
considerac@es sdo conduzidas para a protecao dos seres humanos e animais frente a patdégenos

na interface: humano, animal e meio ambiente.

Dessa forma, esta pesquisa se justifica pela necessidade de gerar um avango no
conhecimento da propagacdo do gene mcr, uma vez que pouco se sabe da frequéncia desse
padrdo de resisténcia antimicrobiana no nosso pais, e menos ainda no nosso Estado, podendo
esses dados levar a implementacdo de medidas visando impedir a disseminacdo desses
microrganismos multidroga resistentes e estabelecer estratégias para o controle da resisténcia

a colistina na nossa regido.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Detectar e caracterizar a presenca do gene mcr responsavel pela resisténcia a
colistina em enterobactérias isoladas de seres humanos, animais, amostras ambientais de agua

e alimentos em Sobral - CE numa abordagem de “Satde Unica”.

4.2 Objetivos especificos

a. ldentificacdo bioquimica e analise do perfil de sensibilidade aos antibioticos de
enterobactérias isoladas de infec¢bes nosocomiais, de animais, de agua
ambiental e de alimentos;

b. Verificar a ocorréncia dos genes mcr-1 e mcr-2 em enterobactérias isoladas de
amostras humanas, de animais, de alimentos e ambientais pelo método de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR);

c. Avaliar o perfil de sensibilidade a colistina de enterobactérias com os genes
mcr-1 e mcr-2 isoladas de amostras humanas, de animais, ambientais e de

alimentos pelo método de Microdiluicdo em Caldo (BMD).
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5 METODOLOGIA

5.1 Tipo de pesquisa

E uma pesquisa aplicada de abordagem quantitativa e do tipo experimental com
objetivo de detectar e caracterizar por métodos moleculares a presenca do gene mcr e suas
variantes junto com a expressdo do padrdo de resisténcia a colistina em enterobactérias

isoladas de seres humanos, animais, ambientes e alimento.
5.2 Aspectos éticos

Para atender aos aspectos éticos da pesquisa envolvendo seres humanos e partindo
de compreensdo que para o desenvolvimento de estudos em saude requer rigor metodoldgico
e ético, a pesquisa foi orientada conforme a resolugdo N° 466/12 do Conselho Nacional de
Saude (CNS), que estabelece as normas e diretrizes de pesquisa em seres humanos. Foram
obedecidos os principios éticos do respeito pela pessoa (autonomia e protecdo de grupos
vulneraveis), beneficéncia, ndo maleficéncia e justica. Dessa forma, a pesquisa foi submetida
ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Estadual Vale do Acaral e obteve
Parecer aprovado (CEP/UVA N° 4.206.357) — Anexo A.

5.3 Materiais € métodos

5.3.1 Isolados bacterianos

Foram analisados 66 (sessenta e seis) isolados de diferentes origens, sendo de
origem humana (n=30), animal (n=19), amostras do ambiente (adgua) (n=5) e alimentos
(queijo) (n=12). Vale ressaltar que as cepas bacterianas que foram analisadas sdo oriundas de
colecBes biologicas do Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal do Ceara
(UFC)/Campus Sobral e do Laboratdrio de Microbiologia da Universidade Estadual Vale do
Acarad (UVA). Os microrganismos foram mantidos em freezer -80°c em meio BHI com

glicerol 15%.
5.3.1.1 Isolados de infecgbes humanas

Um total de trinta e seis bacilos entéricos isolados de infecgdes nosocomiais que

fazem parte da colecdo de microrganismos do Laboratorio de Microbiologia da UFC/Campus
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Sobral foram analisados. Esses microrganismos foram coletados em 2015 e identificados pelo
método automatizado VITEK 2®.

5.3.1.2 Isolados de animais

Um total de dezenove isolados de aves de granja coletadas no ano 2020,
previamente identificados como E. coli no Laboratério de Microbiologia da UVA.

5.3.1.3 Isolados de Ambientes (dguas)

Um total de vinte e um isolados de recursos hidricos da regido do Norte do Ceara
(amostras de agua) coletados no periodo de 2017-2018 foram identificados como E. coli.

5.3.1.4 Isolados de Alimentos (queijo)

Um total de doze isolados de queijo coletados no periodo de 2017-2018 foram

identificados como cepas de E. coli.
5.3.1.5 Isolados de Ambientes (solo)

Um total de oito isolados do solo previamente identificados como E. coli, foram
reativados no més de setembro de 2020, mas nenhum estava viavel e, portanto, ndo puderam
ser analisados nesse estudo.

A coleta de todas as amostras foi feita de acordo com a metodologia padronizada

de coleta para amostras clinicas de humanos, animais, aguas e alimentos.

5.3.2 Reativacdo dos isolados bacterianos, confirmacdo da identidade bioquimica e
analise do perfil de sensibilidade

A reativacdo dos espécimes armazenados em freezer -80°C foi realizada
acrescentando-se uma aliquota 50ul da cultura em glicerol em um tubo de ensaio contendo
5,0 mL de caldo BHI (Himedia®, Mumbai, india) e mantido em estufa bacteriolégica por 18
horas a 37°C, um tubo para cada amostra € mais um tubo de controle negativo. Apos
crescimento, o indculo foi semeado em placa com Agar MacConkey (Sigma-Aldrich Brasil
Ltda., S&o Paulo, Brasil) utilizando-se uma alca bacterioldgica estéril e colocado em estufa
novamente a 37°C, por 24h, juntamente com uma placa sem semeadura como controle
negativo de contaminagdo dos meios ou da propria estufa. Apds crescimento, foi confirmada a
pureza da amostra com a observacao das caracteristicas morfo-tintoriais através da coloracdo

de Gram.
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Todos os isolados de infec¢bes humanas tiveram suas identidades bioquimicas
confirmadas e o perfil de sensibilidade antimicrobiano analisado através do sistema
automatizado VITEK 2® (BioMérieux, France) (Figuras 6 e 7) disponivel na cidade de
Sobral, que fornece identificacdo rapida e de acuracia para mais de 350 bactérias e leveduras

clinicamente relevantes dentro de cartdes descartaveis.

Figura 6- Sistema automatizado VITEK2®

Fonte: https://www.biomerieux.com.co/diagnostico-clinico/tarjetas-vitekr-2-id

Os isolados nosocomiais foram cultivados em Agar MacConkey e incubados a
35°C durante 24 horas. Ap6s crescimento bacteriano, foi realizado o preparo padronizado da
suspensdo bacteriana e o inéculo foi introduzido no equipamento através de um micro
tubulacdo por aspiracdo (sem a necessidade de inoculagdo manual), dando-se inicio aos
ensaios. Para andlise da sensibilidade antimicrobiana, a suspensdo foi automaticamente
dirigida para um cartdo plastico fechado com 64 pocos contendo concentracdes especificas de
antimicrobianos liofilizados. Os cartdes foram incubados em um compartimento de
temperatura controlada (35°C * 1), sendo a leitura do crescimento bacteriano realizada a cada
15 minutos por fotometria, através de medidas turbidimétricas do crescimento bacteriano.
Assim, foi medida a quantidade de luz transmitida através de cada poco, incluindo o pog¢o de

controle de crescimento. Estes cartbes permitem que seja disponibilizado o resultado de
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Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para a maioria das bactérias aerdbicas de crescimento
répido, em um periodo de 4 a 18 horas. O VITEK 2® compact possui software especifico que
emite relatorio das analises no menor tempo possivel

(https://www.biomerieux.com.co/diagnostico-clinico/tarjetas-vitekr-2-id).

Figura 7 — Cartdo para identificacdo de bactérias pelo VITEK 2® 2 GN ID
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Fonte: https://www.biomerieux.com.co/diagnostico-clinico/tarjetas-vitekr-2-id

Para os isolados de animais, ambientes e alimentos foi feita a identificacdo

bioquimica pelos métodos convencionais na UVA.

5.3.3 Extracdo do DNA plasmidial

Para a analise molecular, todos os isolados provenientes de amostras clinicas de
humanos, animais, alimentos e agua foram submetidos ao método padréo de lise alcalina para
extracdo do DNA plasmidial. Foi feito pelo método Miniprep modificado pelo Rahul
Patharkar (PATHARKAR, 2018). Para a extragdo foi usada a solugdo 1 (10 mM EDTA pH
8.0), solucdo 2 (0.1 M NaOH, 1% SDS) e a solucdo 3 (250¢/L de Acetato de Potassio, 15%
vol/vol Acido Acético). Todas as solucdes foram armazenadas & temperatura ambiente no
Laboratorio do Nucleo de Biotecnologia de Sobral (NUBIS).

As bactérias foram crescidas no caldo BHI (24 horas) e transferidas (2 mL) para o
microtubo, apo6s foram submetidas a centrifugacdo (10.000 g / 3 min) e foi descartado o
sobrenadante. O pellet foi ressuspenso em 100 ul da solucdo 1 pelo vortex. Apds, foi colocado
200 pl da solugéo 2 e foi misturado suavemente e finalmente foi adicionado 75 pl da solugdo
3 e misturado por inversdo. Quando o precipitado branco ficou no microtubo, foi colocado no

freezer (-20°C) por um minuto. Apos esse tempo foi submetido a centrifugacdo maxima por 5
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min (10.000 g). Um total de 375 ul do material lisado foi transferido para outro microtubo e
mais 225 pl de isopropanol foi misturado por inversédo. A mistura foi centrifugada 5 min
(10.000 g) e o sobrenadante foi descartado por decantacdo. O pellet que ficou no microtubo
foi lavado com 1 mL de etanol a 70% (misturado 4 a 5 vezes) e posteriormente centrifugado
30 s (10.000 g). O etanol foi descartado e o material foi submetido de novo a centrifugacéo
por 10 s (10.000 g), o residuo do etanol foi eliminado com ajuda de uma micropipeta. Os
microtubos ficaram abertos por 10 min. Finalmente, foi aliquotado em microtubos estéreis
mais 100 ul buffer TE (Tris:EDTA 10:1) e levado para o freezer para a posterior quantificacéo
e avaliacdo de qualidade pela eletroforese em gel de agarose a 1,0% corado com Brometo de
Etidio.

5.3.4 Quantificacdo do DNA plasmidial

A quantificagdo foi feita com longitude de onda de 320 nm. com 2 pl de material
genético mais 98 pl de buffer TE no espectrofotdmetro UV/Vis reader de Genequant pro de

Amersham Biosciences, EE.UU.

5.3.5 Analise por Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) do gene mcr-1 e mcr-2

Os genes foram amplificados usando iniciadores especificos (Integrated DNA
Technologies®) para os genes mcr-1 e mcr-2 (Tabela 1), por PCR convencional, e as
condicdes de ciclagem utilizadas foram as seguintes: desnaturacdo (1 ciclo) a 94°C por 5 min,
desnaturacdo (35 ciclos) a 94°C por 30 s, anelamento a 55°C por 30 s, alongamento inicial a
72°C por 30 s e ciclo de extensdo final a 72°C por 5 min (Tabela 2). Os parametros foram
avaliados e unificados para as duas reagdes. Adaptado do Laboratério de Referéncia da Unido
Europeia. (CAVACO et al., 2016). Cada reacdo (para mcr-1 e mcr-2) consistiu em 12,5 ul de
Taq Pol — Master mix (2X) Green (Cellco®), 7,5 ul de agua ultrapura, 2,0 ul do primer F, 2,0
pl do primer R e 1 pl do DNA plasmidial e o preparo da diluigdo dos primers consistiu em 5
pl da solugdo mae e 95 ul de agua ultrapura. As reacdes de PCR foram realizadas para o gene
mcr-1 e mcr-2 nos sessenta e seis (66) isolados e para cepas padrdo mcr-1 e mcr-2 obtidas do
Instituto Fio Cruz como controle positivo e agua ultrapura como controle negativo, as reagdes
foram feitas no termociclador Amplitherm® TX96 Plus no laboratério do NUBIS da
UFC/Saobral.

Posteriormente, foi feita a corrida eletroforética com tempo inicial de 5 min (90

mA e 220 V) e a corrida geral por 55 min (90mA e 220V). Os resultados da regido
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amplificada foram visualizados pela Eletroforese em gel de Agarose a 1,0% corado com
Brometo de Etidio (HAMEED et al., 2019) no transiluminador de geis (365 nm) (Enduro™
GDS Touch). Cepas padrdo do gene mcr-1 e mcr-2 foram usadas na realizacdo da PCR e
corrida eletroforética. O marcador de peso molecular usado foi de 100bp (Solis BioDyne
DNA ladder) que contem 13 bandas discretas de fragmentos de DNA com tamanho de

fragmentos que véo de 100 bp até 3.000 bp.

Tabela 1 — Iniciadores ou primers usados para amplificacdo por PCR dos genes mcr

Gene alvo Sequéncias de nucleotideos N° de Bases Fonte
53
mcr-1  mcr-1-F: CGGTCAGTCCGTTTGTTC 18 Liuetal., 2016
mcr-1-R: CTTGGTCGGTCTGTAGGG 18 Rebelo et al.,
2018
mcr-2 mcr-2-F: TGTTGCTTGTGCCGATTGGA 21 Integrated DNA
mcr-2-R: AGATGGTATTGTTGGTTGCTG 20 technologies®

Fonte: Elaboracéo propria, 2021.

Tabela 2 — CondicGes de ciclagem usados na rea¢do do PCR para os genes mcr-1 e mcr-2

Etapa Temperatura (°C) Tempo Ciclo
Desnaturagéo 94 5min 1
inicial
Desnaturacéo 94 30s 35
Anelamento 55 30s 35
Alongamento inicial 72 30s 35
Extenséo 72 5 min 1

Fonte: Elaboracéo propria, 2021.

5.3.6 Teste de Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) a colistina pelo método de
Microdiluicdo em Caldo (BMD)

Para os isolados com a presenca do gene mcr foi realizado a CIM pelo método
padrdo ouro, microdiluicdo em caldo (BMD), usando sulfato de colistina em pé (Sigma-
Aldrich St. Louis, MO, EUA) (HAMEED et al., 2019; OSEI SEKYERE, 2019; KAR et al.,
2021) de acordo com o Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) do 2020 para avaliacdo

da sensibilidade in vitro ao referido antimicrobiano.
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5.3.6.1 Preparo da solucéo do antibidtico

Para o preparo da solugéo do antibidtico foi usada a formula para obter o volume
da solucdo padrdo (SP)/mL, baseada na pesagem do antibidtico (mg) pela poténcia do
antibiotico (ug/mg) sobre a concentracdo do SP (ug/mL). Foi feita a pesagem de 15,05 mg de
sulfato de colistina e adicionado 950 ul de &gua ultrapura de qualidade Milli-Q®. O peso do
antibidtico foi feito na balanga calibrada com precisdo igual ou superior para um décimo de
miligrama. No caso da colistina a poténcia vem expressada em Ul/mg onde 1 Ul tem
equivaléncia a 0,0332 g, assim a poténcia fica em pg/mg para fazer a pesagem do
antibidtico.
5.3.6.2. Preparo e armazenamento da solucéo de colistina

A solucdo do antibiético foi preparada numa concentragdo que duplique a
desejada. O antibidtico foi armazenado numa garrafinha da cor &mbar e posteriormente foi

coberta com papel aluminio para conservacdo no freezer -4°C.
5.3.6.3. Preparo do inéculo

Para o preparo do inoculo foi feito ajuste para uma turbidez semelhante a da
escala 0,5 de Mac Farland (1,5 x 108 UFC/mL), realizando-se diluicio 102 da suspens&o
bacteriana em CAMHB com concentracGes finais de 20 a 25 mg de Ca™/L y 10 a 12,5 mg de
Mg**/L. Apés 15 min, foi inoculado 25 pL do inoculo diluido em cada poco da policubeta
usando pipeta automatica multicanal. Dessa forma o volume final em cada poco foi de 50 pl:
25 do antibidtico + 25 pl do inoculo bacteriano. Foi fechada a placa com a tampa e foi
incubada na estufa a 35 + 2 °C por 20 — 24 hrs.

5.3.6.4 Leitura dos resultados

Foi lida a menor concentracdo de antibi6tico que conseguiu inibir completamente
0 crescimento bacteriano no pogo da microdiluicdo, definida pela leitura visual e
espectrometria com o leitor de ELISA (Bio Trak Il — Plate Reader) com absorbancia de
620nm. Pontos de corte utilizados para a interpretacdo dos resultados para Colistina e
Polimixina B (CLSI MRO01 2020 - Polymyxin Breakpoints for Enterobacterales, P. aeruginosa
and Acinetobacter spp.) foram utilizados para interpretacdo dos resultados (Intermediario < 2
ug/mL, Resistente > 4 pg/mL) (CLSI, 2020).

Foram utilizadas cepas controle da Colecdo de Cultura do Tipo Americano
(ATCC) de E. coli ATCC 25922 e K. pneumoniae ATCC 700603 para o controle de qualidade
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dos experimentos e foi feita a microdiluicdo por triplicata para cada isolado e cepa ATCC.
5.3.6.5 Descarte de material e Sulfato de colistina

Tendo em conta o objetivo deste estudo junto com a emergéncia da disseminagéo
do gene mcr em diferentes fontes como nas aguas do ambiente, o descarte do material que
teve contato com o antibi6tico e o proprio antibidtico (sulfato de colistina) foi feito num
recipiente com solucdo oxidante (Hipoclorito de sédio mais Hidroxido de potassio) durante 1

dia para a desnaturalizacdo da molécula, apds o material e o recipiente foram autoclavados.
5.4 Analise dos prontuarios

Para os isolados de amostras clinicas de pacientes humanos que albergavam o
gene mcr foi realizada a consulta dos laudos, com o objetivo de levantar os dados clinicos dos
perfiles de sensibilidade para a colistina junto com os perfiles para outros antibidticos para

estudar possiveis relacdes do gene mcr junto com outras resisténcias.
5.5 Analise estatistica

A anélise estatistica para a avaliacdo quantitativa sobre as frequéncias encontradas
dos genes mcr foi realizada através do teste do Qui-Quadrado e tabelas de contingéncia
(Software SPSS® IBM Company — V 19). Diferencas foram consideradas significativas
quando p < 0,05 e o intervalo de confianga utilizado para avaliagdo do risco relativo for de
95%.

5.6 Biosseguranca

Os Laboratérios de Microbiologia e Parasitologia, Biologia Molecular e
Imunologia (NUBIS) e Bioquimica da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do
Ceara em Sobral dispdem de todas as condicdes fisicas e equipamentos de protecdo coletiva e

individual para a manipulacdo de microrganismos (NB-2).
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6 RESULTADOS
6.1 Isolados bacterianos

6.1.1 Isolados de infeccdes humanas

No més de fevereiro de 2020 foram reativados em caldo BHI, posteriormente foi
feita a confirmagcdo bioquimica e verificacdo das caracteristicas morfo-tintoriais dos
espécimes. Desse total, apenas 31 (86,1%) estavam viaveis, mas um desses isolados foi
identificado como Proteus mirabilis pelo método VITEK 2®. Apo6s confirmacdo da
identidade desse microrganismo no laboratério de microbiologia através de provas
bioguimicas, 0 mesmo néo foi incluido para anélise, uma vez que P. mirabilis tem resisténcia
natural a colistina. Portanto, os isolados vidveis analisados corresponderam a trinta, sendo 16
(53,3%) da espécie K. pneumoniae e 14 (46,7%) de E. coli.

6.1.2 Isolados de animais

Os isolados foram reativados no més de setembro de 2020 em caldo BHI.
Posteriormente, foi feita verificacdo de suas caracteristicas morfo-tintoriais e confirmacao da
identidade por testes bioquimicos no Laboratdrio de Microbiologia da UFC/Sobral.

6.1.3 Isolados de Ambientes (aguas)

No més de setembro de 2020 foi feita a reativacdo desses microrganismos em
caldo BHI, verificacdo de suas caracteristicas morfo-tintoriais e confirmacdo bioquimica da
identidade dos mesmos no Laboratdrio de Microbiologia da UFC/Sobral. Desse total, somente
5 (23,8%) estavam viaveis e foram utilizados nessa pesquisa.

6.1.4 Isolados de Alimentos (queijo)

No més de setembro de 2020 foi feita a reativagdo em caldo BHI com a posterior

confirmacgédo bioquimica e das caracteristicas morfo-tintoriais dessas cepas.
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6.2 Extracdo do DNA plasmidial
Apbs extracdo do DNA plasmidial dos espécimes, foi realizada corrida
eletroforética em gel de agarose para avaliacdo do DNA extraido. O gel foi revelado no

transiluminador de géis (365 nm) (Enduro™ GDS Touch) (Figura 8).

Figura 8 - Gel de agarose com bandas que corresponderam com o plasmideo

Fonte: Registro fotografico prdprio, 2021.

6.3 Analise por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) do gene mcr-1 e mcr-2

Foi realizada a PCR para 0 gene mcr-1 e mcr-2 para as sessenta e seis amostras
viaveis. O tamanho do amplicon para mcr-1 é de 309 pb e para 0 mcr-2 567 pb (CAVACO et
al., 2016). Apds corrida eletroforética foi realizada leitura das bandas, sendo que 5 (7,6%)
isolados foram positivos para a presenca do gene mcr-1 com a respectiva banda de
amplificagdo (Figura 9) e a origem e identificacdo dos isolados mostrados na tabela 3.
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Figura 9 — Fotos de gel de eletroforese dos produtos de amplificagédo obtidos pela PCR
realizada para a detec¢do do gene mcr-1. MW: Marcador de peso molecular, CP: controle
positivo/cepa padrdo (309 pb gene mcr-1), CN: Controle negativo/agua ultrapura estéril, AL:
Isolado de alimento, AV: Isolado de ave, H9: Isolado de infecgdo nosocomial No. 9, H17:
Isolado de infeccdo nosocomial No. 17, H21: Isolado de infeccdo nosocomial No. 21.

309 pb

Fonte: Registro fotogréafico préprio, 2021.

Tabela 3 — Origem das amostras positivas para a presencga do gene mcr-1

Origem Isolados com mcr-1 Microrganismo
Humana 3 K. pneumoniae
Animal 1 E. coli
Alimento 1 E. coli

Fonte: Elaboragéo propria, 2021

Além disso foram estudados os laudos dos pacientes (isolados humanos) com a
presenca do gene mcr-1 para caracterizacdo e determinacdo do perfil de sensibilidade desses
microrganismos. Os resultados séo apresentados na tabela 4.
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Tabela 4 — Caracterizagdo e perfil de sensibilidade dos isolados humanos positivos para o

gene mcr-1
Origem Amostra Microrganismo MIC Teste de sensibilidade  Idade/
Colistina antimicrobiana Género
VITEK 2®
Humana Lavado K. pneumoniae  Susceptivel AMK: S, AMP: R, 71/F
No. 9 Broénquico =<05 AMS: R, FEP: R,
(12.3881 FOX: R, CAZ: R,
6-4) CRO: R, CXM: R,
CIP: R, COL: S,
ETP: S, GEN: R,
IPM: S, MEM: S,
TZP: I, TGC: S

ESBL: POSITIVO

Humana Fragmento K. pneumoniae  Susceptivel AMK: S, AMP: R, 64/M
No. 17 de Tecido =<05 AMS: R, FEP: R,
(5900.00 FOX: 1, CAZ: R,
22.3912) CRO: R, CXM: R,

CIP: R, COL: S,

ETP: S, GEN: S,

IPM: S, MEM: S,

TZP: R, TGC: S,

ESBL: POSITIVO
Humana Fragmento K. pneumoniae  Susceptivel AMK: S, AMP: R, 67/F
No. 21 de Tecido =<05 AMS: R, FEP: R,
(5900.00 FOX: R, CAZ: R,
22.3912) CRO: R, CXM: R,

CIP: R, COL: S,

ETP: S, GEN: R,

IPM: S, MEM: S,

TZP: R, TGC: S

ESBL: POSITIVO
AMK: Amicacina, AMP: Ampicilina, AMS: Ampicilina/Sulbactam, FEP: Cefepima, FOX: Cefoxitina, CAZ:

Ceftazidima, CRO: Ceftriaxona, CXM: Cefuroxima, CIP: Ciprofloxacina, COL: Colistina, ETP: Ertapenem,
GEN: Gentamicina, IPM: Imipenem, MEM: Meropenem, TZP: Piperacilina/Tazobactam, TGC: Tigeciclina,

ESBL: Betalactamase de espectro estendido.

Fonte: Elaboracéo propria, 2021.

Todos os isolados nosocomiais que albergavam o gene mcr-1 foram sensiveis a
colistina pelo método automatizado VITEK 2®. Contudo, apresentaram um perfil de
resisténcia variavel a outros agentes antimicrobianos e foram produtoras de p-lactamase de
espectro estendido (ESBL) (Tabela 4).
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6.4 Teste de susceptibilidade a colistina pelo método de Microdiluicdo em Caldo (BMD)
Foi realizado o método padrdo ouro (Microdiluicdo em caldo) com ajuste de
cations de acordo com o Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) para isolados que

albergavam o gene mcr-1. O teste foi feito em triplicata para cada isolado e para a cepa controle
(E. coli ATCC 25922). Os resultados sdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5 — Resultado da CIM pelo método BMD para Sulfato de Colistina dos isolados mcr-1

positivos

Isolado CIM pg/mL Perfil (segundo CLSI, 2020)
E. coli ATCC 25922 0,25

K. pneumoniae ATCC 700603 0,25

K. pneumoniae Humana No. 9 <0,25 Intermediério

K. pneumoniae Humana No. 17 <0,25 Intermediéario

K. pneumoniae Humana No. 21 <0,25 Intermediario

E. coli Animal No. 38 4 Resistente

E. coli Alimento No. 57 4 Resistente

Fonte: Elaboragdo propria, 2021.

Nesse estudo, o gene mcr-1 foi detectado em 3/30 (10%) isolados de origem
humana, 1/19 (5,3%) de origem animal (ave de granja) e 1/12 (8,3%) de alimento (queijo)
(Tabela 6). Contudo, nenhum dos espécimes albergava o gene mcr-2. O teste de microdilui¢do
em caldo revelou que das amostras positivas para o gene mcr-1, 3/5 (60%) apresentaram perfil
intermediario com CIM menor do que 0,25 pg/mL e corresponderam aos isolados de
infeccBes nosocomiais e 2/5 (40%) apresentaram um perfil de resisténcia a colistina com CIM

de 4 pg/mL que corresponderam aos isolados de ave e de queijo (Tabelas 5, 6, 7, 8 € 9).



Tabela 6 — Frequéncias do gene mcr-1 segundo a origem

mcr-1
Negativo Positivo  Total
Origem Agua  Contagem 5 0 5
0,
% dentro de 100,0%  0,0% 100,0%
Origem
Alimento Contagem 11 1 12
0,
% dentro de 917%  83% 100,0%
Origem
Animal Contagem 18 1 19
0,
% dentro de 947%  53% 100,0%
Origem
Humana Contagem 27 3 30
0,
/6 dentro 90,0% 10,0% 100,0%
Origem
Total Contagem 61 5 66
0,
% dentro de 924%  7,6% 100,0%
Origem

Fonte: Software SPSS® IBM Company — V 19. Elaboragdo propria, 2021.

Tabela 7 — Frequéncias dos isolados positivos para mcr-1 com perfil
intermediario a colistina pelo BMD

Intermediario

Nao Sim Total
mcr-1  Negativo Contagem 61 0 61
Contagem 58,2 28 61,0
esperada
% entre mcr-1 100,0% 0,0% 100,0%
Positivo  Contagem 2 3 5
Contagem 48 P 50
esperada
% entre mcr-1 40,0% 60,0%  100,0%
Total Contagem 63 3 66
Contagem
g 63,0 3,0 66,0
esperada
% entre mcr-1 95,5% 45%  100,0%

Fonte: Software SPSS® IBM Company — V 19. Elaboragdo propria, 2021.
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ApoOs a andlise estatistica, mediante tabelas de contingéncia e teste Qui-quadrado,
foi verificado que a presenca do gene mcr-1 nas amostras de seres humanos é independente da
expressao do fendtipo de resisténcia (Tabela 8), porém a presenca do gene mcr-1 nos isolados
de animais e alimento esta relacionada com a expressdo do fenétipo de resisténcia (p < 0,05)

como pode ser observado nas Tabelas 9 e 10.

Tabela 8 — Teste Qui-Quadrado para o CIM perfil intermediario
Asymp. Sig.  Exact Sig. Exact Sig.

Valor gl (2-lados) (2-lados) (1-lado)

Pearson Qui- a
Quadrado 38,343 1 0,000
Corregao de 25,761 1 0,000
continuidade
Razdo de

. 17,678 1 0,000
\erossimilhanca
Teste Exato de Fisher 0,000 0,000
N de casos validos 66

a. 3 cells (75,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 0,23.
b. Computed only for a 2x2 table
Fonte: Software SPSS® IBM Company — V 19. Elaboragéo propria, 2021.

Tabela 9 — Frequéncias dos isolados positivos para mcr-1 com perfil
de resisténcia a colistina pelo BMD

Resistente
Nao Sim Total

mcr-1 Negativo Contagem 61 0 61

Contagem 59,2 18 61,0

esperada

% entre mcr-1 100,0% 0,0%  100,0%

Positivo  Contagem 3 2 5
Contagem
4 2

esperada 8 ’ 50

% within mcr-1 60,0% 40,0%  100,0%
Total Contagem 64 2 66

Contagem 64,0 20 66,0

esperada ’ ’ '

% within mcr-1 97,0% 3,0% 100,0%

Fonte: Software SPSS® IBM Company -V 19. Elaboragdo propria, 2021.




Tabela 10 — Teste do Qui-Quadrado para o CIM perfil resistente

Asymp. Sig.  Exact Sig. Exact Sig.

Valor gl (2-lados) (2-lados) (1-lado)

Pearson Qui- a
Quadrado 25,162 1 0,000
Correcdo de 13,301 1 0,000
continuidade
Razéo de

. 11,195 1 0,001
\erossimilhanca
Teste Exato de Fisher 0,005 0,005
N de casos validos 66

a. 3 cells (75,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 0,15.
b. Computed only for a 2x2 table

Fonte: Software SPSS® IBM Company —V 19. Elaboracéo propria, 2021.
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7 DISCUSSAO

A resisténcia transmissivel a colistina mediada por plasmideo ¢ um achado de
importancia global, desse modo na atualidade a resisténcia de cepas isoladas de diferentes
origens com o0 gene mcr tem grande importancia. O gene mcr codifica proteinas
transmembranas citoplasmaticas de bactérias gram negativas, gerando resisténcia para o
antibiotico colistina. Assim, a maioria dos estudos demostra que 0s seres humanos e animais
estdo colonizados por microrganismos comensais e patdgenos com resisténcia a colistina
(ANYANWU et al., 2020). A presencga do gene mcr-1 tem sido reportada em muitos paises da
América do Sul em amostras de humanos, animais e alimentos (MONTE et al., 2017;
YAURI-CONDOR et al., 2020), além disso a ampla diversidade da América Latina remonta
muitos desafios em relacdo a epidemiologia das doencas em geral e da resisténcia aos
antimicrobianos, tendo em conta varidveis como a geografia, o clima e a diversidade biolégica
(RAMON-PARDO et al., 2018).

Neste estudo foi detectada a presenca do gene mcr-1 em amostras clinicas de
humanos, de animais e de alimentos que procedem de animais (queijo). Vale ressaltar que
foram seguidas as recomendagdes da OMS, OPS, OIE que estimulam pesquisas com uma
abordagem de Saude Unica no intuito de que possam fornecer indicadores epidemiol6gicos
desse problema.

As bactérias resistentes que tém origem em seres humanos, animais e nos
ambientes podem se propagar de um pais para outro (RAMON-PARDO et al., 2018). Assim
sendo, o gene mcr-1 foi detectado no Brasil pela primeira vez no ano 2016, num estudo
retrospectivo com amostras do ano 2000 até 2016 procedentes de animais, alimento para
animais, ambientes, alimentos derivados de animais e de seres humanos (FERNANDES et al.,
2016), os achados deste estudo confirmaram a presenca do gene mcr nesta ampla listagem de
fontes, e de fato o Brasil é o pais da América Latina com o maior nimero de dados reportados
de bactérias mcr-positivas (ROCHA et al., 2019).

Nessa pesquisa, verificou-se que as bactérias de origem humana, animal e
alimento proveniente de animais que albergavam o gene mcr-1 eram E. coli e K. pneumoniae.
Um dos primeiros achados que suportou essa observacdo foi o estudo retrospectivo de
prevaléncia do gene mcr-1 em isolados de E. coli e K. pneumoniae coletados em 2011 — 2014
na China que demostraram a presenca do gene mcr-1 em 78 (15%) de 525 amostras de carne
crua, 166 (21%) de 804 amostras de animais e 16 (1%) de 1.322 amostras de humanos
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hospitalizados com infecgbes (LIU et al., 2016), observando-se um menor percentual da
presenca do gene nas amostras de seres humanos do que a encontrada na nossa pesquisa
(10%). Esse dado poderia ser explicado pelo fato de eles terem analisaram um ndmero bem
maior de isolados e também porque possivelmente as amostras foram coletadas em anos
anteriores em comparagdo ao nosso estudo. Apos essa primeira descricdo, 0 gene mcr-1 tem
sido amplamente observado em todo o mundo em isolados de E. coli, K. pneumoniae e
Salmonella spp. provenientes de animais, ambientes e seres humanos (AL-TAWFIQ et al.,
2017; WHO, 2018).

O primeiro relato da ocorréncia do gene mcr em isolados de E. coli foi em seres
humanos, mas de amostras clinicas de origem hospitalar (RAPOPORT et al., 2016), achado
esse importante porque neste estudo as cepas de K. pneumoniae isoladas de amostras clinicas
eram oriundas de infeccdes nosocomiais, embora esses microrganismos tivessem apresentado
sensibilidade a colistina pelo método automatizado VITEK 2®, nesse caso pode ser que as
bactérias ndo tivessem expressando a resisténcia a esse antimicrobiano por ndo haver um uso
excessivo desse antibidtico no hospital onde as mesmas foram coletadas, ou ainda porque esse
método automatizado (VITEK 2®) funciona como um screening, ndo podendo definir com
um alto grau de sensibilidade e especificidade, ou discriminar se tem resisténcia transferivel
para 0 mcr ou resisténcia a outros antimicrobianos como a tigeciclina, como relatado em outro
estudo do nosso grupo de pesquisa (ROCHA et al., 2019).

Na revisdo de Osei Sekyere em 2019 foi comparada e avaliada a eficiéncia de
sistemas comerciais automatizados: Microscan, MICRONAUT-S, BD Phoenix (Phoenix
100™), Sensititre ¢ VITEK 2®. No caso do VITEK 2® método usado para a avaliacdo do
perfil de sensibilidade inicialmente neste estudo, foi o método que teve a mais baixa
sensibilidade (42,9%) para o gene mcr-1, além disso, € um método que tem ainda maior custo
do que outras metodologias. Podendo, como dito anteriormente, ser essa a explicacdo para o
perfil de sensibilidade a colistina dos trés isolados nosocomiais de K. pneumoniae mcr +
observado nos laudos hospitalares, ou seja, € um método que ndo oferece boa sensibilidade
para a colistina, podendo fornecer resultados de falsa sensibilidade (OSEI SEKYERE, 2019;
ROCHA et al., 2019). Por isso, realizou-se também neste estudo o método padrdo ouro,
BMD, para certificar-se do perfil de sensibilidade a colistina.

O gene mcr presente em isolados de E.coli na amostra de ave e de queijo,
corrobora os achados de Fernandes et al. (2016) onde foi reportada E. coli positiva para mcr-

1 de alimentos que procedem de animais gerando uma conexdo entre o uso que houve de
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polimixinas junto com a resisténcia observada. Saidenberg et al. (2020) relataram que 6/64
(9,37%) de E. coli isoladas de aves no Brasil albergavam o0 gene mcr-1 e apresentavam
também resisténcia a outros antibidticos, denotando um perfil de multidroga resisténcia
(MDR), sendo quase o dobro dos achados neste estudo. Contudo, a informacéo do ano em que
as amostras foram coletadas é desconhecida, dificultando dessa forma uma comparacéo entre
os achados. Na Argentina também foi detectado o gene mcr-1 em pelo menos um terco de 152
isolados de E. coli recuperados de aves entre 2013 e 2017 (DOMINGUEZ et al., 2017),
comprovando a transmissdo horizontal do gene entre animais e outras possiveis fontes.
Segundo a EMA no ano de 2015 na Alemanha as frequéncias da presenca do gene em aves e
alimentos produzidos de animais foram de 2 e 8%, respectivamente, achados semelhantes aos
encontrados neste estudo (EUROPEAN MEDICINES AGENGY, 2016).

No caso de microrganismos presentes nos alimentos e que podem conter 0 gene
mcr, E. coli pode ser facilmente transmissivel para os seres humanos pelo consumo desses
alimentos contaminados, quer sejam de origem animal ou vegetal. Na revisdo do Barlaam et
al. (2019), os pesquisadores dao énfase na transmissdo de genes de resisténcia a colistina em
alimentos como carne crua e leite sem pasteurizar. A maioria das cepas isoladas com
resisténcia adquirida para colistina na cadeia alimentar é de E. coli, consistente com 0s
achados neste estudo, embora o estudo de Barlaam et al. (2019) relate que em isolados de
queijo e leite na Alemanha, nédo tenha sido detectado o gene mcr, provavelmente porque as
amostras avaliadas foram coletadas entre os anos de 2010 e 2015, mas é possivel que apos
esse periodo, a frequéncia da expressdo desse gene tenha aumentado devido a uma maior
possibilidade de disseminacdo pelo uso de polimixinas nos animais. Sabe-se que a
transmissao do gene mcr teve seu comeco dos animais domésticos para 0s seres humanos
através de alimentos, como leite, carne e ovos (GHARAIBEH; SHATNAWI, 2019). Ainda no
estudo de Barlaam et al. (2019) foi relatado a frequéncia do gene mcr em amostras de carne
de frango no Brasil no ano de 2016 e essa foi bastante expressiva (19,5%).

Outro aspecto importante na hora de avaliar cepas positivas para o gene mcr € a
correlacdo com outros genes de resisténcia para antibioticos e seus perfiles de sensibilidade. A
presenca de enterobactérias produtoras de ESBL portadoras do gene mcr-1 esta em ascensdo
e, portanto, essa ocorréncia deve ser relacionada com a resisténcia antimicrobiana
(DALMOLIN et al., 2017; SELLERA et al., 2017). Um achado importante deste estudo € a
associacdo da presenca do gene mcr-1 com os resultados dos laudos para ESBL de pacientes

com infecgdes nosocomiais, como foi reportado num estudo feito por Yauri-Condor et al.
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(2020), no qual os achados demonstraram que 15,2% das amostras que foram positivas para o
gene mcr-1 eram E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae e K. oxytoca, e que essas bactérias
mostravam também resisténcia a ciprofloxacina e a gentamicina (YAURI-CONDOR et al.,
2020). Na revisdo sistematica feita por Rocha et al. (2019), eles relataram que
microrganismos positivos para mcr exibem altas frequéncias de resisténcia para muitos
antibidticos, como ampicilina, amoxicilina, ampicilina/sulbactam, além das cefalosporinas e
fluoroquinolonas como a ciprofloxacina, semelhante ao que observamos neste estudo onde as
bactérias mcr positivas apresentaram resisténcia para amino bencilpenicilinas com inibidores
de betalactamases. Dalmolin et al. (2017), também demostraram coocorréncia de mcr-1 e
ESBL (blakrc-2) numa amostra clinica de humano no Brasil. Em outro estudo do nosso grupo
de pesquisa (Rocha et al., 2019), onde foi analisado o perfil de sensibilidade de espécimes
nosocomiais de K. pneumoniae ESBL positivos isolados de um hospital de ensino em Sobral,
Ceard, pelo sistema automatizado VITEK 2®, também se verificou a ocorréncia de uma cepa
resistente a colistina (ROCHA et al., 2019).

A deteccdo do gene mrc-1 pode ser subestimada em cepas de E. coli com
sensibilidade para colistina, pois estas podem conter o referido gene e ndo o estarem
expressando (FERNANDES et al., 2016). Dessa forma, para fins epidemiol6gicos deveria ser
feita a deteccdo do gene mcr em amostras independente do perfil do antibiograma, ou seja,
mesmo em isolados que se mostrem com sensiveis ou com sensibilidade intermediaria para a
colistina.

No ano 2020 o CLSI mudou os pontos de corte o cut-off de colistina e polimixina
B para a intepretacdo de enterobactérias, P. aeruginosa e Acinetobacter spp., que agora séo
classificados em duas categorias, a saber, intermediario (< 2 pg/mL) e resistente (> 4 pg/mL).
Assim sendo, muitas amostras que anteriormente foram classificadas como sensiveis, agora
devem ser reclassificadas, uma vez que s6 poderiam ser inibidas pelas doses maximas
recomendadas desses farmacos, podendo-se colocar em risco possiveis fontes de
disseminacéo do gene nos ambientes. Além disso, foi eliminada a categoria de sensivel porque
ainda nao existem valores de CIM associados a uma alta probabilidade de sucesso no
tratamento, e essas concentracbes maiores apresentam elevada nefrotoxicidade (RED
WHONET ARGENTINA, 2019; TSUJI et al., 2019).

No presente estudo, isolados de K. pneumoniae mcr positivas de origem humana
gue apresentaram uma CIM < 0,25 pg/mL, anteriormente eram classificadas como sensiveis

de acordo com o European Commitee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) e o
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CLSI de 2019, uma possivel razdo para esse achado pode estar relacionado a ndo expressao
génica, de forma que esses microrganismos ndo apresentavam o fenétipo tipico de resisténcia
para as polimixinas, porém segundo a classificacdo atual do CLSI (2020), elas sao
classificadas como cepas com sensibilidade intermediaria, devendo-se ter precaucdo e
vigilancia com os microrganismos isolados desses pacientes.

Na pesquisa de Pillonetto et al. (2018) foram reportadas no estado do Parana
cepas de E. coli isoladas de seres humanos e a maioria delas tinha CIM de 2 pg/mL para
colistina, apresentando a mesma dinamica de microrganismos que tém a CIM borderline ou
no limite para sensibilidade segundo a classificacdo do CLSI de 2019, mas para a nova
classificacdo ja sdo cepas que tém sensibilidade intermediaria.

A identificacdo nesta pesquisa de cepas de E. coli resistentes para colistina que
carregam o gene mcr-1 (CIM de 4 pg/mL) mostra a dindmica comum deste plasmideo em
microrganismos procedentes de humanos, animais e alimentos que apresentaram CIM maior
ou igual a 4 ug/mL, embora essas cepas pudessem apresentar sensibilidade a colistina pelo
método automatizado ou pelo BMD na classificacdo anterior do CLSI (2019). Este estudo
corrobora que a identificacdo de resisténcia pelos métodos automatizados pode ser complexa,
uma vez que atualmente a maioria dos isolados testados por outros métodos como o BMD
seria somente aqueles que apresentaram perfil de resisténcia no Vitek2®. O estudo de
Fernandes et al. (2016), suporta a mesma ideia, cepas que albergam o mcr-1 podem exibir
baixos niveis de resisténcia para colistina o que pode garantir a disseminacdo do gene para
humanos, animais e ambientes. Além disso, muitos estudos mostram que a presenca do gene
mcr bloqueia a a¢éo bactericida da colistina independente dos achados na BMD e da CIM que
expresse o isolado (MACNAIR et al., 2018). Por isso é muito importante ter em conta 0s
aspectos que mudaram na CLSI no ano de 2020. No caso da América do Sul o Laboratério
Nacional de Referéncia em Resisténcia aos Antimicrobianos (INEI-ANLIS) recomenda que
quando se precise administrar a colistina como Unica opcao de tratamento, que seja obtido o
resultado de sensibilidade ndo somente pelos métodos automatizados, mas que esse resultado
seja confirmado pelos métodos de referéncia como BMD ou Colistin Drop Test ou ainda que
se obtenha o valor da CIM pela difusdo em agar (RAPOPORT, 2020), junto com a PCR para
confirmacéo da presenga do mcr, ainda que nédo esteja sendo expresso o gene, como revelou
os dados desse estudo.

Dessa forma, no presente trabalho os achados suportam a identificagédo do gene

mcr-1 procedente de amostras de diferentes origens e a importancia da vigilancia



epidemioldgica na regido Norte do Ceara.
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8 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho nos permitem concluir que:

1. A resisténcia a colistina esta estatisticamente associada com a presenca do gene
mcr-1 nos isolados de animal e de alimento analisados;

2. A deteccdo do gene mcr-1 € um indicador epidemioldgico importante e até onde
sabemos, este é o primeiro relato da presenca de genes de transferéncia horizontal para
resisténcia a colistina na regido Norte do estado do Ceara. Contudo, seria importante
conhecer a relacdo clonal dos genes para ter a relagéo da origem;

3. A identificacdo de outros genes nos isolados clinicos de infeccbes em humanos
faz com que essas cepas tenham perfil de multidroga resisténcia, o que é um indicador
muito importante na clinica hospitalar no que diz respeito a terapia e ao prognéstico
do paciente;

4. Os isolados de E. coli oriundos de animal e alimento apresentaram um perfil de

resisténcia classico e comum com achados em nivel mundial.
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DADOS DO PARECER

MNUimeros do Parecer: 4.206.257

Apresentagac do Projeto:

A resisténcia antimicrobiana & reconhecida como um dos problemas globais mais importantes de salde
humana no século XX1. O equilibrio entre a necessidade clinica e a prevengio de resisténcia & ainda mais
comprometide pelo uso agricola de antibioticos, uma vez que alguns paises tém usado ativamente a
Caolistina na produgdo animal. Microrganismos resistentas a antimicrobianos s30 encontrados em humanaos,
alimentos, animais, plantas & meio ambiente (agua, solo e ar) e eles podem se disseminar entre
ecossistemas. Recentemente, foi relatada a presenga de microrganismos isolados de amostras bisldgicas
que expressam resisténcia plasmidial 3 Colistina mediada pelo gene mer-1 ou suas varantes. O objetivo
deste estudo & detectar & caracterizar a presenga do gene mer responsavel pela resistgncia a Colistina em
entercbactérias isoladas de seres humanos, animais & amosiras ambientais. A idenljﬁt:agﬁn e o perfil de
sensibilidade das bactérias serdo realizados pelo sistema automatizads VITEKS® 2. Um total de 80 amostras
sera analisado, sendo 20 de cada origem; humana, animal & agua, respectivaments. A identificagio
molecular do gene mer serd feita pelo métode de Reacdo em Cadeia da Polimerase (FCR) e visualizado por
aletroforese em gel de agarcse. Para isclados

positivos sera realizada avaliagio do perfil de sensibilidade as polimixinas pelo método de Microdiluigido em
caldo. Com os resuliados pretende-se detectar o gene de resisténcia mor em espécimes de Escherichia coli

& Klebsiella pneumoniae e gqual o perfil de sensibilidade desses
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isolados aos diferentes antibioticos que s30 amplamente usades na pratica meédica atual pra o fratamento de
infecgies relacionadas & assisténcia 3 salde(IRAS). Dessa forma, pode-se verificar s oz isolados que
apresentem o gene mor estdo expressando resisiéncia as polimixinas e a outros

antimicrebianos. Portanio, este estudo pedera contribuir com informagdes de carater molecular e
epidemiclégico, dando um enfoque de Saide Unica, uma preccupacdo atual da Organizagdo Mundial da
Salde (OMS) e da Organizagio Mundial de Sanidade Animal (OQIE).

Objetivo da Pesquisa:

Hipatese:

Dada a ocomencia de bacilos entéricos isclades de pacientes com infecgdo nosocomial com resisténcia a
colistina, a nossa hipatese inicial & gue haja a detecgdo de genes mer em isolados de E. coli e K.

pneumonias de origem animal, ambiental & de seres humanaos.

Objetive Primario:
Detectar & caracterizar a presenca do gene mer responsavel pela resisténcia a colistina em enterobactérias

isoladas de seres humanos, animais & amostras ambientais de agua numa abordagem de “Saude Unica™.

Objetive Secundario:

a.Confirmar identificacdo bioquimica & analisar o perfil de sensibilidade de enterobactérias isocladas de
amostras humanas, de animais & ambientais

atraveés do metodo automatizade VITEK 28,

b.Avaliar o perfil de sensibilidade as Polimixinas de enterobactérias iscladas de amostras humanas, de
animais & ambientais pelo metedo de Microdiluigdo em Caldo (BMD;

c.Verificar a ocorréncia dos genes mer-1 & mer-2 em enterobactérias iscladas de amostras humanas, de

animais & ambientais pelo método de Reagdo em Cadeia da Folimerase (FCR).

Avaliagac dos Riscos e Beneficios:

Os riscos & benaficios foram devidamente esclarecidos.

Comentarios & Consideragtes sobre a Pesquisa:

Ver conclusao.
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Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Os termos de apre&enul;.é'n obrigataria atendem as normas estabelecidas pelo Sistema CEP/CONEP.

Recomendagoes:

Recomendo a atualizagio do cronograma. Apresentar relatorio final da pesquisa a este CEP.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Projeto aprovado. Os pesquisadores cumpriram com as pendéncias pontuadas pela relatoria. Mo item 7 do

projeto detalhado especificaram que as amostras de origem humana, animal e ambiental fazem pare de

{:nle-;u:':ea biclégicas (Bicbancos) provenientes dos Laboratarios de Micrebiologia da Universidade Federal

do Ceara (UFC) & da Universidade Estadual Vale do Acarau (UVA). Finalizo pontuando que todas as

recomendagdes foram acatadas.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado do CEP/UVA, apos apresentagao e discussao do parecer pelo relator, acatou a relateria que

classifica como aprovado o protocole de pesgquisa. O(a) pesquisador{a) devera atentar para as

recomendagoes listadas neste parecer.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documemnto Arquivo Pestagem Autor Situagio
Informagdes Basicas| PE_| NFDRMAQEJES_EASICAS_DO_P 0R/OFI2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1565703 pdf 14:01:28
Declaragﬁn de Concordancia.pdf 0R/O7I2020 |FRAMCISCO CESAR| Aceito
Pesguisadores 13:58:35 |BARROSO
Declaragio de MATERIALBiologico. pdf DR/OTI2020 |FRAMCISCO CESAR| Aceito
Manuseio Material 13:55:54 |BARROSO
Biclagico / BARBOSA
Biorepositario /

Bicbanco
Projete Detalhado [ | Projetopdf DR/OTI2020 |FRAMCISCO CESAR| Aceito
Brochura 13:53:34  |BARROSO
{nvestigador BARBOSA
Outros Solicitacac_de_Dispensa_de TCLE pdf | 28/05/2020 |FRAMCISCO CESAR| Aceito
18:02:24 |BARROSO
Crgamento ORCAMENTO pdf 20/05/2020 |FRAMCISCO CESAR| Aceito
174757 |BARROSO
Cronograma CROMNOGRAMA. pdf 20/05/2020 |FRAMCISCO CESAR| Aceito
17:18:13  [BARROSOD
Falha de Rosto folhaDeRosto. pdf 20/05/2020 |FRAMCISCO CESAR| Aceito
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