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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana esta se tornando um grande desafio para saude
publica devido ao aumento da resisténcia aos beta-lactamicos em geral. Os
isolados de Salmonella spp. e Escherichia coli sdo os mais frequentes agentes
causadores de doencas de transmissdo hidrica e alimentar, mas também podem
causar doencas invasivas graves, principalmente em imunodeprimidos, idosos e
criangas. Ambos os patdégenos vém apresentando perfis de resisténcia as principais
classes de antibigticos, nestes casos € necessaria a busca de uma nova opcao
terapéutica, como por exemplo, as polimixinas. Em 2015, surgiu o primeiro relato
da resisténcia as polimixinas mediado pelo gene mcr (mobile colistin resistance),
gue se disseminou por diversos continentes e ocasionou uma grande preocupacgao
global em saude publica. O objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar os
mecanismos que medeiam a resisténcia a polimixinas em cepas de Salmonella spp.
e E. coli Patogénica extraintestinal (EXPEC). Foi realizado a triagem pelo teste da
gota e teste da CIM frente a colistina e polimixina B no total de 1026 isolados de
Salmonella enterica e 159 isolados de ExPEC. Nos isolados resistentes foi
verificado a presenca de mutacdes nos genes (pmrA/B, phoP/Q) associados a
resisténcia as polimixinas, e através da PCR foi feita a identificacdo dos genes de
resisténcia plasmidial (mcr). Das 124 cepas de Salmonella resistentes a colistina e
polimixina B, apenas um isolado foi positivo para o gene mcr-1, e este gene foi
detectado em um plasmideo do grupo IncX4. A cepa 2018.466 foi caracterizada
como S. Choleraesuis proveniente de sangue de origem humana. Foram
identificados 44 isolados de Salmonella spp. apresentando mutacdes em pmrA e
pmrB. Dos 56 isolados de EXPEC resistentes a colistina, 21 isolados apresentaram
o gene mcr-1. Este gene foi detectado em plasmideos do grupo IncX4 (n=17) e em
plasmideos do grupo IncF (n=4). Cinco isolados de E.coli ndo apresentaram
mutacdes nos genes estudados,sendo que trés eram positivos para o gene mcr-1,
enquanto as demais cepas apresentaram mutacdes em pmrA/B e phoP/Q. A
tipagem pela PFGE foi realizada nos isolados de E.coli positivos para o gene mcr-
1, com o objetivo de verificar a diversidade genética encontrada entre elas. Foram
identificados 18 perfis genéticos, sem um clone principal, com porcentagem de
similaridade de 54,5% entre os isolados. Com a realizac&o do presente trabalho foi
possivel constatar que alguns sorovares de Salmonella podem ser intrinsicamente
resistentes a esses farmacos. Além disso, verificamos que o gene mcr-1 sao
albergados em plasmideos epidémicos. Este estudo confirma a necessidade de
monitorar e pesquisar 0s mecanismos que conferem resisténcia a colistina, para
permitir estratégias eficazes para preservar a eficacia dos antibiéticos no futuro, e
gue devemos implementar acdes de prevencéo da disseminacédo da resisténcia ao
nivel da medicina humana, da medicina veterinéria e do meio ambiente.

ABSTRACT



Antimicrobial resistance is becoming a major public health challenge due to
increasing resistance to beta-lactams in general. Salmonella spp. and
Escherichia coli are the most frequent causative agents of water and
foodborne diseases, but they can also cause serious invasive diseases,
especially in immunocompromised, elderly and children. Both pathogens have
shown resistance profiles to the main classes of antibiotics, in these cases it
is necessary to search for a new therapeutic option, such as polymyxins. In
2015, the first report of resistance to polymyxins mediated by the mcr (mobile
colistin resistance) gene appeared, which has spread across several
continents and caused great global public health concern. The objective of this
work was to identify and characterize the mechanisms that mediate resistance
to polymyxins in strains of Salmonella spp. and Extraintestinal Pathogenic E.
coli (EXPEC). Screening was performed by the drop test and CIMtest against
colistin and polymyxin B in a total of 1026 isolates of Salmonella enterica and
159 isolates of EXPEC. In resistant isolates, the presence of mutations in
genes (pmrA/B, phoP/Q) associated with resistance to polymyxins was
verified, and through PCR the identification of plasmid resistance genes (mcr)
was carried out. Of the 124 Salmonella strains resistant to colistin and
polymyxin B, only one isolate was positive for the mcr-1 gene, and this gene
was detected in a plasmid of the IncX4 group. Strain 2018,466 was
characterized as S. Choleraesuis from human blood. We identified 44 isolates
of Salmonella spp. showing mutations in pmrA and pmrB. Of the 56 colistin-
resistant EXPEC isolates, 21 isolates had the mcr-1 gene. This gene was
detected in plasmids from the IncX4 group (n=17) and in plasmids from the
Inck group (n=4). Five E. coli isolates showed no mutations in the genes
studied, three of which were positive for the mcr-1 gene, while the other strains
showed mutations in pmrA/B and phoP/Q. PFGE typing was performed on E.
coli isolates positive for the mcr-1 gene, in order to verify the genetic diversity
found among them. Eighteen genetic profiles were identified, without a main
clone, with a percentage of similarity of 54.5% between the isolates. With the
accomplishment of the present work, it was possible to verify that some
Salmonella serovars may be intrinsically resistant to these drugs. Furthermore,
we found that the mcr-1 gene is harbored in epideCIMplasmids. This study
confirms the need to monitor and research the mechanisms that confer
resistance to colistin, to allow effective strategies to preserve the effectiveness
of antibiotics in the future, and that we must implement actions to prevent the
spread of resistance at the level of human medicine, veterinary medicine and
the environment.
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1. INTRODUCAO

Salmonella spp. e Escherichia coli sédo importantes enteropatégenos
gue ocasionam surtos de doencas transmitidas por alimentos (DTA) ao redor
do mundo. E estimado que Salmonella n&o tifoide seja responsavel por cerca
de 93,8 milhdes de casosl e 155.000 mortes a cada ano em todo o mundo
(Majowicz et al., 2010). Nos EUA, séao estimados pelo CDC (Centers for
Diseases Control and Prevention), mais de um milh&o de casos anuais de
salmonelose, que estdo associados ao maior numero de hospitalizacbes e
mortes em comparagao com outros agentes microbianos de origem alimentar
(Scallan et al., 2011). Este patégeno é tipicamente encontrado em aves e este
tipo de carne tem sido um importante veiculo de surtos alimentares. De fato,
no Brasil, a carne de frango € amplamente consumida, representando um

risco potencial para a saude publica (Antunes et al., 2016).

Escherichia coli, por sua vez, permanece no intestino delgado de
seres vivos de sangue quente, sendo na grande maioria bactérias comensais,
porém, alguns patotipos podem ocasionar surtos alimentares (diarreias e
gastroenterites) e infeccdes extra-intestinais (WHO, 2021a,b). Bonten et al.
(2021), verificou que a taxa de incidéncia geral de bacteremia ocasionada por
E. coli foi de 48 casos por 100.000 pessoas/ano, aumentando de acordo com
a idade. A Infeccao no Trato Urinario (ITU) é a principal fonte de bacteremia
ocasionada por E. coli, sendo responsavel por mais de 50% dos casos
avaliados no Brasil. E. coli € o sexto patdogeno frequentemente isolado em
bacteremias hospitalares (596 isolados resistentes) e ITU (2639 isolados
resistentes) em unidades de terapia intensiva (UTI) adulto no Brasil (Anvisa,
2019). Mundialmente ocorrem 130 a 175 milhdes de casos de ITU néo
complicadas, e mais de 80% dos casos estdo relacionados a E. coli que
causam 40.000 mortes por sepse a cada ano nos Estados Unidos (Anvisa,
2019; Vincent et al., 2010).

As infeccBes invasivas por Salmonella spp. e E. coli costumam ser
tratadas com antibiéticos de amplo espectro, recomendados pelo “Infectious

Diseases Society of America Clinical’”, entre eles, podemos citar as
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cefalosporinas e quinolonas (Shane et al., 2017). Entretanto, nos ultimos
anos, houve um aumento da frequéncia da resisténcia a estes antimicrobianos
gue vem se desenvolvendo e se disseminando por diversos micro-
organismos, tornando-se um grande problema de saude publica. J& foram
publicados diversos relatos de salmonelas multirresistentes (MDR), assim
como E. coli MDR (Bartoloni et al., 2013; Biedenbach et al., 2006; Fernandes
et al., 2017; Tiba-Casas et al., 2019). Cerca de 700.000 pessoas morrem a
cada ano por infec¢cOes de cepas resistentes ao tratamento, e se nao for
tomada nenhuma precaucéo efetiva, até o ano de 2050, estima-se que possa
chegar a 10 milhdes de mortes por ano, com um custo de 100 trilhbes de

ddlares para a economia global (O’'NEILL, 2016).

Em paises desenvolvidos, essa resisténcia pode ser relacionada com
as doses terapéuticas e subterapéuticas de antibiéticos em animais de corte
e aditivos nas racbes para promocao de seu crescimento. Nos paises em
desenvolvimento, relaciona-se ao uso indiscriminado de antibi6ticos na
populacdo (comunidade e em hospitais). Em animais, apesar dos esfor¢os
para minimizar o uso inadequado, ainda ha a incorporacdo deles ou de
produtos contendo moléculas presentes em antimicrobianos na nutricdo
animal visando melhorar o desempenho e aumentar a produtividade, ou para
evitar problemas nas primeiras semanas de vida. Por se tratar de uma
zoonose, a Salmonella spp. permite e propicia a circulacdo destes perfis de
resisténcia entre humanos e animais (Poirel, Jayol e Nordmanna, 2017; Sun
et al.,, 2018). Atualmente, o uso indiscriminado de antibiéticos durante a
pandemia de COVID-19 como profilaxia ou até mesmo tratamento, ocasionou
o aumento de notificacBes nas Américas e surtos de infec¢cdes resistentes a
medicamentos (OPAS, 2022).

A proliferacao de B-lactamases de espectro estendido (ESBLS) trouxe
como opc¢ado terapéutica os carbapenémicos, entretanto, houveram
adaptacdes evolutivas sob a presséo de selecdo dos carbapenémicos, e as
bactérias Gram-negativas adquiriram formas de evadir os efeitos do

antimicrobiano em questao, o que resultou também em sua ineficacia em
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muitos tratamentos. Essa resisténcia se disseminou em todo mundo
rapidamente e entdo houve a necessidade de recorrer a outros antibioticos
com sucesso terapéutico contra bactérias Gram-negativas MDR (Falagas;
Kasiakou e Saravolatz, 2005; Sekyere, et al. 2016; Shankar, 2016).

Quando a colistina foi reintroduzida em ambientes clinicos ha mais de
duas décadas para combater bactérias Gram-negativas multirresistentes
(MDR), ela se tornou um ponto de apoio criado para o tratamento destas
infeccbes. No entanto, apesar de sua eficacia, a neurotoxicidade e
nefrotoxicidade da colistina restringiram seu uso em humanos ao tratamento
de infec¢Bes por bactérias MDR clinicamente relevantes, particularmente
aguelas causadas por Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos
(Catry et al., 2015; LI et al., 2006). Em contraste, a colistina tem sido usada
extensivamente por décadas na criacdo de animais, ndo apenas para a
prevencao e terapia de doencas infecciosas, mas também para a promocao
do crescimento (Catry et al., 2015; Kempf et al., 2016). Apesar das enormes
guantidades de colistina usadas na criagcdo de animais para corteolai, 0s
niveis de resisténcia a colistina entre Enterobacteriaceae de animais
permaneceram baixos até bem recentemente (Kempf et al., 2016; Olaitan et
al., 2014).

Colistina tem sido utilizada na medicina veterinaria por décadas e ainda
é administrada mundialmente, sendo utilizada como promotor de crescimento
em certos paises como China, india, Jap&o e Vietna. A colistina pode ser
administrada sozinha ou em combinacdo oral, topica ou injetavel, sendo
utilizada para tratar todas as espécies de animais aquéaticos e terrestres
(Kempf et al., 2016). Na producéo de suinos, o uso esté, portanto, relacionado
principalmente ao tratamento de disturbios digestivos, como observado em
todas as espécies na Europa, onde as polimixinas representaram 30% das

respostas a diarreia (Kempf et al., 2016).

A colistina € comumente usada como um sulfato que € administrado
por via oral na alimentacéo de porcos, galinhas e - em menor extenséo - gado.

Nesta forma, a colistina estimula significativamente o crescimento de animais
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jovens, aumenta a conversao alimentar e aumenta o retorno econémico para
o agricultor. Além da administracéo oral, a colistina injetavel desempenha um
papel importante no tratamento de doencas causadas por bactérias Gram-
negativas em suinos e bovinos, sendo responséavel por 13,6% das vendas
globais de polimixina (colistina oral constitui o restante) (Shen et al., 2020). As
industrias de criacao de frangos e suinos sao responsaveis por mais de 96%
do uso total de sulfato de colistina ao redor do mundo. Portanto, a presséo
de selecdo imposta pelo uso de colistina € provavelmente enorme na
pecuaria, o0 que pode ter contribuido para o surgimento e rapida disseminacao
do gene de resisténcia mével mcr-1 em bactérias de origem animal (Shen et
al., 2020).

A disseminagéao global da resisténcia tem sido associada ao aumento
do consumo de frutos do mar, alimentos crus ou malcozido de origem animal
e viagens. O uso de antimicrobianos em animais domésticos, plantas e frutas
como profilaxia e principalmente a eliminagdo residual da produgédo de
colistina em industria farmacéuticas, hospitais em fontes de agua (Figura 1)
também é um fator para aquisicdo do patdbgeno com resisténcia (Daza-
Cardona et al., 2022).

Fonte: propria.

Figura 1: Disseminacéo gene mcr (mobile colistin resistance) no mundo.
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Em face da emergente resisténcia a colistina, o0 uso deste antibiético
em animais esta sendo reavaliado. Na Unido Européia, 0 monitoramento e a
notificacdo da resisténcia antimicrobiana em certas bactérias zoondticas e
comensais, e o0s testes de resisténcia a colistina tornaram-se obrigatérios a
partir de 1 de janeiro de 2014 (Catry et al., 2015). Em novembro de 2016, o
Ministério da Agricultura da China proibiu a colistina como aditivo alimentar
para promocdo de crescimento em animais (Walsh e Wu, 2016). O
Departamento de Desenvolvimento da Pecuaria da Tailandia retirou entdo a
aprovacao do uso de colistina como promotor de crescimento em animais em
fevereiro de 2017, enquanto a aprovacao do sulfato de colistina para animais
teve seu uso revogado pelo governo japonés em 1 de julho de 2018. No Brasil,
de acordo com a Instrucdo Normativa 45/2016, € proibido, em todo territério
nacional, fabricar e importar sulfato de colistina, com a finalidade de aditivo
zootécnico melhorador de desempenho na alimentacdo animal. Da mesma
forma, os governos indiano, malaio e argentino também proibiram o uso de
colistina como promotor de crescimento em animais produtores de alimentos
(Shen et al., 2020). Apesar desses decretos regulamentares, a colistina
continua a ser utilizada para o tratamento de doencas em animais produtores
de alimentos e como profilatico, resultando em pressao seletiva sobre

bactérias de origem animal.

A resisténcia as polimixinas até o ano de 2015 foi atribuida a mutacdes
cromossbémicas, onde ha expressédo de enzimas transferase pela ativacao do
sistema de dois componentes (two-component systems — TCs), que
modificam o LPS por meio da adicdo de fosfoetanolamina (PEA),
neutralizando sua carga negativa e consequentemente, diminuindo a
permeabilidade do farmaco (Olaitan, Morand e Rolain, 2014; Rolain e Olaitan,
2016).

No final do ano de 2015, Liu e colaboradores identificaram e
caracterizaram a resisténcia mediada por plasmideo, através da deteccdo do
gene mcr-1 (mobile colistin resistance 1), em uma cepa de E. coli na China.
Desde entéo, este gene e suas variacfes (mcr-1 a mcr-10) se disseminaram

em cinco continentes, incluindo Asia, Africa, Europa, América e Oceania por
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diversos micro-organismos da ordem Enterobacteriales, incluindo E. coli,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp., Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, Cronobacter sakazakii, Shigella sonnei, Kluyvera spp.,
Citrobacter spp. e Raoultella ornithinolytica e atualmente séo classificados em
mcr-1 ao mcr-10. Essa ocorréncia generalizada esta evidenciando um risco
pandémico significativamente potencial a saude publica e veterinaria (Ling et
al., 2020; Liu et al., 2016; Mendes-Oliveira, Paiva e Lima, 2019; Schwarz e
Johnson, 2016; Sun et al., 2017; Wang, et al., 2020; Zhang, et al., 2015).

O mecanismo é semelhante ao cromossdémico, uma vez que o gene vai
codificar a enzima fosfoetanolamina transferase, e esta por sua vez, catalisa
a adicdo de PEA ao lipidio A no LPS, reduzindo a afinidade do antimicrobiano
pela membrana externa (Schwarz, Paiva e Lima, 2019; Schwarz e Johnson,
2016; Sun et al., 2017).

Ha relatos da circulacdo do gene mcr em EXPEC e Salmonella spp. no
Brasil, mas os dados séo extremamente limitados e escassos como pode ser

observado na figura abaixo:
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Figura 2: Relatos da circulacdo de mcr entre o ano de 2016 e 2022 em
Salmonella spp de diversas origens e EXPEC no Brasil.

Fonte: Proépria. Foi realizado uma busca no google académico com as chaves de busca “mcr gene

» o«

Brazil”’, “mcr and Brazil”, “detection mcr Brazil” e “mcr gene Brazil”. Os resultados foram filtrados entre
0s anos de 2016 e 2022. Mapa atualizado no dia 09 Mar 2022.

ApOs a primeira detecgdo do gene mcr-1 (Liu et al., 2016) na América,
a Organizacdo Pan-americana da Saude (OPAS) emitiu um alerta
epidemioldgico em junho de 2015 para o monitoramento da deteccdo de
resisténcia a colistina através de plasmideos carreando o gene mcr-1 em
Enterobacteriaceae, e desde entéo, este gene tem sido detectado em diversas

origens, e até mesmo em viajantes saudaveis (Daza-Cardona et al., 2022).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas gerais do género Salmonella.

Pertencem a ordem Enterobacteriales e familia Enterobacteriaceae,
desde a Ultima atualizacdo (Adeolu et al., 2016). Salmonella spp.,
morfologicamente, sdo bastonetes gram-negativos e em geral moveis, sao
anaerobios facultativos e sdo produtoras de sulfeto de hidrogénio (H2S).
Taxonomicamente, existem apenas duas espécies: S. bongori e S. enterica,
gue por sua vez, é subdividida em seis subespécies designadas em nimeros
romanos: S. enterica subsp. enterica (I); S. enterica subsp. salamae (ll); S.
enterica subsp. arizonae (llla); S. enterica subsp. diarizonae (lllb); S. enterica
subsp. houtenae (IV) e S. enterica subsp. indica (VI). Este patdgeno possui
atualmente mais de 2500 sorovares, dividido através do esquema de
identificagcdo denominado esquema de Kaufmann e White, tendo como base
a composicao antigénica das salmonelas em relacdo aos seus antigenos:
somatico (O), flagelar (H) e capsular (Vi) (Popoff, 2001; Tortora et al., 2008).

A transmissdo humana de Salmonella spp. ocorre através da ingestéo
de alimentos contaminados e pelo contato com animais infectados. No que diz
respeito a doenca humana, séo classificadas em duas categorias: sorotipos
tiféides (S. Typhi e S. Paratyphi A, B e C [causam a febre tiféide]) e S. enterica
nao-tifoidal (NTS, geralmente causam enterocolite), frequentemente
relacionadas com zoonoses. Os micro-organismos, de modo geral, penetram
via oral e invadem a mucosa intestinal, multiplicando-se neste local.
Ocasionalmente podem atravessar a mucosa intestinal através das células M
para penetrar nos sistemas linfatico e circulatério, se disseminando para
muitos Orgaos, que ocorre em casos de infec¢des invasivas por sorotipos
tifoides e até mesmo por NTS, classificados como S. enterica nao-tifoidal
invasiva (NTSi) (Andrews e Ryan, 2015; Ministério Da Saude, 2011).

2.2. Caracteristicas gerais da espécie Escherichia coli.
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Pertencem a ordem Enterobacteriales e familia Enterobacteriaceae,
desde a ultima atualizac&o (Adeolu et al., 2016). E. coli também é um bacilo
Gram-negativo, mével e diferentemente das espécies de Salmonella, ndo
produzem sulfeto de hidrogénio (H2S). E um membro da microbiota intestinal
do ser humano e outros mamiferos, podendo permanecer no local de forma
comensal sem causar nenhuma doenca. E. coli que adquiriram fatores de
viruléncia e se tornaram patogénicas, sdo classificadas como: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorrdgica (EHEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) e E. coli de
adesdo difusa (DAEC). Todos os patotipos de E. coli causam diversas
doencas intestinais, entretanto algumas podem causar doencas extra-
intestinais como bacteremia, infec¢des do trato urinario e meningites, sendo
agrupadas e classificadas como EXPEC, por Russo e Johnson em 2000, por
serem epidemioldgica e filogeneticamente distintas das demais. Além disso,
sdo incapazes de causar doencas entéricas, podendo colonizar o intestino de
mamiferos de forma comensal (Kaper, Nataro e Mobley, 2004; Kohler;
Dobrindt, 2011; Russo e Johnson, 2000; Souza et al., 2016).

Atualmente E. coli € uma das principais ameac¢as ao meio ambiente,
colocando em risco a saude humana e ambiental pela disseminacéo de genes
de resisténcia a antibioticos por meio de plasmideos, integrons e transposons.
Possui uma diversidade de reservatérios, como agua, animais de fazenda,

produtores de alimentos, etc. (Zhang et al., 2015).

2.3.Mecanismos de resisténcia as polimixinas

2.3.1. Caracteristicas gerais das polimixinas

As polimixinas formam um grupo de antimicrobianos polipeptidicos
ciclicos, ndo ribossomais, compostos por 10 aminoacidos isolados do

organismo Paenibacillus polymyxa (anteriormente Bacillus polimixa)
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subespécie Colistinus, composto por cinco analogos estruturais classificados
como A, B, C, D e E (colistina), com atividade em amplo espectro contra a
maioria das bactérias gram-negativas, sendo as polimixinas B e E
clinicamente importantes. Esses compostos séo diferenciados com base na
variacdo de suas sequéncias de aminoacidos e cadeias laterais de acidos
graxos (todas as polimixinas compartilham os mesmos mecanismos de acao).
As bactérias Gram-positivas possuem resisténcia intrinseca a todas as
polimixinas, pois, seu alvo € o lipideo A que esta localizado na membrana
externa, presente exclusivamente em bactérias Gram-negativas, ou seja,
atuam rompendo a membrana da bactéria. Foram introduzidas na década de
1940, e devido a neurotoxicidade e nefrotoxicidade seu uso diminuiu bastante
na década de 1980. Entretanto, as polimixinas B e E (colistina) ndo apenas
ressurgiram, mas também foram incluidas pela OMS e o Grupo Consultivo de
Vigilancia Integrada da Resisténcia Antimicrobiana (AGISAR) em sua lista de
antibiéticos de importancia critica (critério 1) (Girardello e Gales, 2012; Gogry
et al., 2021; Irrgang et al., 2016; Li et al., 2017; Mendes e Burdmann, 2009;
Mendes Oliveira, Paiva e Lima, 2019; Moreno et al., 2019; Schwarz e Johnson,
2016; Sekyere, et al., 2016; Shankar, 2016; Srinivas e Rivard, 2017).

A polimixina E (colistina) e a polimixina B se diferenciam apenas pela
substituicdo de uma fenilalanina (D - Phe) por uma leucina (D - Leu) na

estrutura do peptideo (Figura 3) (Gogry et al., 2021).
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Figura 3: A estrutura geral do peptideo catiénico ciclico (A) polimixina E
(colistina) e (B) polimixina B.

Fonte: (Gogry et al., 2021).

De acordo com as Diretrizes do Consenso Internacional para o Uso
Ideal das Polimixinas: ACCP, ESCMID, IDSA, ISAP, SCCM e SIDP, o uso da
colistina plasmatica recomendada é de 2mg/L. Os dados sao escassos para
polimixina B, porém, um estudo de meta-analise que fornece resultados
guando nao ha dados quantitativos disponiveis, recomendou 46,7; 58,6 e 78,1
mg hora/L, porém, com risco de desenvolvimento de doenca renal (Tsuiji et al,
2019). A colistina € a polimixina mais recomendada para uso de tratamento
de ITU devido aos efeitos adversos das outras polimixinas. A polimixina B é
mais indicada no tratamento de infecgbes invasivas e reduz a chance de
causar nefrotoxicidade. De acordo com o estudo realizado por Tsuji et al,
(2019), ndo se deve utilizar as duas medicacdes, sendo necessario realizar a
escolha, baseando-se nas circunstancias especificas como citadas
anteriormente. E observado uma maior atividade da polimixina B em relacio
a colistina quando se trata de infeccbes. Geralmente a polimixina B chega
rapidamente em concentracdes plasmaticas que podem ser eficazes mesmo
em pacientes com problemas renais, ao contrario da colistina que ocorre mais

lentamente (Tsuiji et al, 2019).

Atualmente a colistina esta disponivel comercialmente como
Colistimetato de Sédio para uso parenteral e terapia com aerossol, e sulfato
de colistina para uso oral e topico. O sulfato de colistina também é muito
utilizado no tratamento de infec¢des intestinais de suinos, aves e bovinos
causados principalmente por Salmonella spp. e E. coli e amplamente utilizado
como promotor de crescimentono sistema de producdo pecuéria (Daza-
Cardona et al., 2022; Zhang et al., 2015).

Bactérias Gram-negativas desenvolveram resisténcia as polimixinas
por diversas modificag@es, incluindo modificagdo no lipideo A, perda de LPS,
bomba de efluxo e formacgéo de capsula (Huang et al., 2020).
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2.3.2. Resisténcia intrinseca

Micro-organismos gram-positivos sdo intrinsecamente resistentes as
polimixinas, pois ndo possuem membrana externa contendo LPS. Além disso,
h& bactérias Gram-negativas naturalmente resistentes, como a Brucella spp.,
Complexo Burkholderia cepacia, Edwardsiella spp., Morganella morganii,
Proteus spp., Providencia spp. e Serratia spp. Este ultimo caso sendo mais
complexo, através da expressdo génica do operon arnBCADTEF e eptB
resultando na adicdo de moléculas catidnicas ao LPS e por consequéncia, a
afinidade de ligacdo no local de acdo das polimixinas. De modo geral, existem
duas principais modificacdes quimicas que tornam e promovem a resisténcia
intrinseca que sé@o as modificacfes da L-amino-arabinose (L-Ara4N) do lipidio
A e a unido da fosfoetanolamina (PEA/pEIN transferase) ao grupo 1'-(4')-
fosfato de lipidio A (Srinivas e Rivard, 2017; Zhang et al., 2015).

Recentemente, Ricci et al.,, 2020, demonstraram que a resisténcia
intrinsica a colistina em Salmonella spp. estd associada a sorovares de
especificos, como S. Enteritidis e S. Dublin (Grupo D). O sequenciamento do
genoma completo de um isolado de S. Enteritidis sensivel a colistina revelou
gue uma delecdo de uma citosina (C) no codon para serina (TCT) na posicao
do aminoacido 152 na proteina Rfc causou uma mudanca de quadro (TCT —
TT = S152fs) levou a suscetibilidade a colistina. Esta polimerase (Rfc) é uma
proteina de membrana responsavel pela extensdo do antigeno O através da
adicdo de unidades repetidas (Ricci et al., 2020). A hipbétese é que o
truncamento da proteina Rfc causado pela mutacéo frameshift ocasiona uma
montagem e polimerizacdo ineficiente das subunidades do antigeno O,
resultando em um LPS rugoso e uma membrana celular mais permeével. Este
estudo demonstrou que o epitopo do antigeno O, seja devido a montagem
ineficiente ou substituicdo por outro tipo, pode governar o nivel de
suscetibilidade a colistina em S. enterica. Os agUcares predominantes nos
antigenos O de cepas do grupo B e do grupo D de Salmonella sdo abequose
e tivelose, respectivamente. Embora muito semelhante em estrutura, eles

diferem apenas na posi¢do de um grupo hidroxila e a hipotese do estudo é
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gue esta sutil diferenca entre abequose e tivelose € a causa da suscetibilidade

reduzida a colistina observada nas cepas do estudo.

Nos sorovares do grupo D de Salmonella, os genes rfbSE codificam as
enzimas CDP-paratose sintase e CDP-paratose-2-epimerase,
respectivamente, que catalisa a isomerizacdo de CDP-paratose em CDP-
tivelose. Tivelose é o ultimo agucar que constitui o antigeno O no grupo D de
Salmonella e € o acucar que confere o antigeno O9. Ricci et al., 2020,
realizaram um estudo onde construiram mutante crossover, substituindo os
genes rfbJ (abequose)e rfbSE (tivelose) em S. Typhimurium e S. Enteritidis
respectivamente. Eles observaram que em comparacdo com a cepa parental,
S. Typhimurium SL1344, ambos os mutantes rfbSE (S. Enteritidis) e rfbSE (S.
Dublin) diminuiram a suscetibilidade a colistina (CIM de 3/3,5 ug / ml versus
CIMde 0,85 pg/ml). Em comparacdo com as cepas parentais S. Enteritidis
NCTC 13349 e S. Dublin CT_02021853, os respectivos mutante crossover
rfbJ tiveram uma suscetibilidade aumentada a colistina (CIM de 1,5 pg/ml vs.
CIM de 5,5/6 ug/ml). Apesar de terem sido apontados neste estudo apenas
dois genes, outros mecanismos ou mutacdes ainda nao identificados nestes
sorovares podem mediar a resisténcia em colistina (Binsker; Kasbohrer A,
Hammerl; 2022).

2.3.3. Resisténcia a colistina mediada por cromossomos

De forma semelhante aos micro-organismos Gram-negativos
intrinsecamente resistentes, alguns micro-organismos suscetiveis podem
adquirir mutacbes nas vias celulares que levam a modificacdo do LPS
(Srinivas e Rivard, 2017). Os peptideos antimicrobianos catiénicos (CAMPS)
sao um conjunto de peptideos naturais de baixo peso molecular que auxiliam
na imunidade inata do hospedeiro, o protegendo de infeccles intestinais
patogénicas. A resisténcia a CAMPs é um fator de viruléncia de grande
preocupacao nas infeccdes patogénicas intestinais (Geitani et al., 2019; Goto
et al., 2017).

A alteragdo mais comum e mais efetiva, € a substituicdo catibnica dos

grupos fosfato por L-Ara4N que reduz a carga negativa do lipideo A como
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esquematizado na figura 4 por Huang et al. (2020). A ativacdo do TCs,
envolvendo PhoPQ e PmrAB é desencadeada por estimulos ambientais e por
mutacdes especificas dentro do TCs e sdo cruciais na regulacéo da expressao
de genes que levam a modificagdo do lipideo A em bactérias Gram-negativas.
Sua ativacgéo leva a uma superexpressao de genes modificadores de LPS. A
ativacdo do TCS PmrAB leva a sobrerregulacdo do pmrCAB e do operon
arnBCADTEF e operon pmrE (pmrHFIJKLM-ugd), medeiam a sintese e
transferéncia de PEtN e L-Ara4N para o lipideo A. O TCs PhoS/PhoQ ativa
indiretamente o TCS PmrA/PmrB via PmrD, contribuindo para resisténcia as
polimixinas. Os genes PhoPQ controla niveis de transcricdo de muitos genes
associados a resisténcia a CAMPs (mais de 200 genes) e 0 mesmo pode ser
ativado por varios fatores indutores, como baixo niveis de Mg?*, pH levemente
acido ou CAMPs resultando em sua fosforilagdo que representa a forma ativa
desta molécula, que é capaz de se ligar em regides promotoras, estimulando
ou reprimindo a transcrigdo génica de genes como paglL e pmrD (Goto et al.,
2017; Irrgang et al., 2016; Olaitan, Morand e Rolain, 2014; Rolain e Olaitan,
2016).

PmrAB € um dos principais reguladores das modificagdes no lipideo
A em Escherichia coli, Salmonella enterica, K. pneumoniae, Yersinia pestis,
Citrobacter rodentium, P. aeruginosa e A. Baumannii. De forma geral, assim
como no sistema de PhoPQ, PmrAB é desencadeado também uma
fosforilacédo por Fe® alto, AI® alto e pH baixo levando a transcricdo genes de
modificacao do lipideo A, séo eles: arnBCADTEF-ugd, eptA e naxD (Huang et
al., 2020)

24



Low [Mg?*], [Ca*']
Polymyxins High [Fe*], [Al**]
Low pH Low pH

arnBCADTEF

eptA
L =

naxD (in A. baumannii)

eptC

Figura 4: Regulacédo de PmrAB e phoPQ na resisténcia as polimixinas.
Fonte: Huang et al. (2020)

Em alguns Gram-negativos como Klebsiella spp. os TCs PhoPQ
podem ativar diretamente os operons arnBCADTEF e pmrE independentes de
PmrD e PmrAB. O MgrB atua como regulador de feedback negativo para
PhoPQ e suprime a via de sintese de L-Ara4N. As mutacdes ou estimulos
ambientais em qualquer destes genes ou TCs mencionados podem levar a
uma superproducdo da sintese de L-Arad4N, o que consequentemente leva
uma carga liquida positiva na membrana da célula bacteriana, prejudicando a
capacidade das polimixinas de se ligarem a seus locais de agéo (Olaitan,
Morand e Rolain, 2014; Rolain e Olaitan, 2016).

2.3.4. Mecanismos de resisténcia adquiridos em bactérias Gram-

negativa

Em Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e
Acinetobacter baumannii modificacdes em genes que regulam as adi¢cbes
quimicas de pEtN e L-Ara4N a fracdo lipidica A sdo 0os mecanismos bem
descritos de resisténcia adquirida a colistina. Alem destes, ha também o que
€ mediado através da integracdo genética do elemento de insercéo IS Abal a

montante do homoélogo de PmrC EptA (Zhang et al., 2015).

2.3.5. Resisténcia a colistina mediada por plasmideo
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No final do ano de 2015, Liu e colaboradores identificaram e
caracterizaram a resisténcia mediada por plasmideo, através da deteccéo do
gene mcr-1 (mobile colistin resistance 1) que codifica uma transferase PEtN,
em uma cepa de E. coli na China. Isso levou a uma grande preocupagao, pois
até entdo, as modificacdes dos componentes de lipideo A ou Kdo (3-deoxy-
Dmannooctulosonic acid) do LPS em organismos Gram-negativos via
PmrA/B, PhoP/Q, e as vias de inativacdo mgrB/R que sao
cromossomicamente mediadas, impedia a transferéncia horizontal de genes
de resisténcia entre cepas bacterianas (Liu et al., 2016; Srinivas e Rivard,
2017). O gene de resisténcia movel mcr € um novo desafio para seguranca
em saude publica. Neste caso € importante monitorar rotas envolvidas para

controlar a proxima ameaca global a resisténcia a colistina (Zhang et al., 2015)

A resisténcia pode ser adquirida por elementos genéticos moveis,
como os plasmideos, moléculas circulares autbnomas de DNA de dupla-fita e
sdo capazes de mobilizar parte do cromossomo entre uma bactéria e outra
em um processo denominado recombinacdo de alta frequéncia. Genes que
conferem resisténcia aos antibiéticos sao transferidos por meio da conjugacéo
bacteriana, mediada principalmente por plasmideos, todavia, alguns
elementos mdveis como transposons sdo capazes também de transferir
resisténcia aos antibidticos. Transposons sdo segmentos de DNA que se
deslocam de um local para o outro, tanto no interior quanto entre os DNAs de

bactérias, plasmideos e bacteriéfagos (Poirel, Jayol e Nordmanna, 2017).

A partir da descoberta dos plasmideos, a identificacdo de suas
caracteristicas e comportamento do plasmideo em diferentes hospedeiros
bacterianos foram e sdo importantes para entender a disseminacdo da
resisténcia aos antimicrobianos em gram-negativos. O primeiro esquema de
tipagem de plasmideos foi desenvolvido por Datta e Hedges em 1971 e
atualmente existem aproximadamente 48 tipos de Incompatibilidade (Inc) para
gram-negativos. Os plasmideos relacionados com o gene mcr-1 até o
momento, sdo: Incl2, IncX4, IncX1-X2, IncX3, IncHI1, IncHI2, IncF, IncFl,
IncFll, IncFIB, IncFll e IncP. Os plasmideos da familia IncX séo restritos a

ordem Enterobacteriales ha mais de 50 anos e foram isolados desde a era
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pré-antibidtica. Pode ser agrupado em seis membros (IncX1, IncX2,...,IncX6)
relevantes para disseminacao de genes de resisténcia aos antimicrobianos e
seu tamanho varia entre 30 a 60kb. Os plasmideos IncX formam plasmideos
cointegrados com os de viruléncia de Salmonella tipo F. O IncX4 é o mais
prevalente em E. coli, porém, pode ser encontrado em diversos géneros e
espécies de origem diversificadas. Esse plasmideo tem alto poder de
disseminacao. Até o momento, todos os plasmideos que abrigam o gene mcr-
1 reportados no Brasil foram identificados como pertencentes a familia IncX4
(Daza-Cardona et al. 2022, Dobiasova e Dolejska, 2016; Johnson et al., 2012;
Moreno et al., 2019; Rozwandowicz et al., 2018; Sun et al., 2017).

27



3.0BJETIVOS

28



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo geral do trabalho € identificar e caracterizar os mecanismos
gue medeiam a resisténcia a polimixinas em cepas de Salmonella spp. e E.

coli extraintestinal (EXPEC).

3.2. Objetivos especificos

+ Identificar resisténcia as polimixinas por teste de triagem (teste da
gota) e confirmagdo por método padrdo ouro (microdiluicdo em
caldo);

+ Identificar a presenca de mutacbes nos genes associados a
resisténcia as polimixinas (pmrA/B, phoP/Q);

% Identificar genes de resisténcia plasmidial (mcr1-10) as polimixinas;

+ Realizar a tipagem molecular de incompatibilidade plasmidial (Inc
type);

% Verificar se ha clonalidade de expansédo utilizando a técnica de
PFGE;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras bacterianas

Os isolados estudados no presente trabalho pertencem a bacterioteca
do Laborat6rio de Enteropatégenos, do Centro de Bacteriologia, do Instituto
Adolfo Lutz (IAL). Este projeto foi aprovado pelo Conselho Técnico do IAL
(CTC) sob o numero CTC-IAL 06-M/2020.

Foi realizada uma triagem pelo teste da gota em 1026 cepas de
Salmonella spp. isoladas de origem humana e de origem ndo humana
(alimentos, animais e ambiente) no periodo de 2016-2018, e 159 cepas de E.
coli extra-intestinal (EXPEC) isoladas de humanos no periodo de 2016-2020.
As amostras estdo armazenadas na bacterioteca do laboratério do Centro de
Bacteriologia.

Todas as cepas de salmonela ja haviam sido previaviamente
sorotipadas e todos os dados epidemioldgicos apresentados foram levantados

usando os registros do laboratério.

4.2. Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos
4.2.1. Teste da Gota

A triagem a suscetibilidade as polimixinas foi realizada pelo teste da
gota baseado em Pasteran et al. (2020), um teste para determinacdo da
susceptibilidade a polimixina B, e colistina em bacilos Gram-negativos. O teste
compreende em adicionar 10ul de uma solugao de colistina ou polimixina B
(16pg/ml em caldo Mueller-Hinton cation ajustado), sobre uma placa de agar
Mueller-Hinton semeada com a cepa em estudo, em uma suspensdo na
escala 0,5 de McFarland. Em seguida a placa foi incubada a 37°C e a leitura
realizada apés 18-20 horas de forma qualitativa, sendo considerado resistente
guando houver a auséncia do halo de inibicdo e susceptivel na presenca do
halo (figura 2). As cepas que apresentarem um fenoétipo de resisténcia foram

submetidas ao teste de concentracdo inibitéria minima (CIM) para
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confirmacédo. O teste de microdiluicdo em caldo € recomendado atualmente

tanto pelo CLSI quanto pelo BrCAST para determinacéao da CIM.

TESTE DA GOTA

COLISTINA POLIMIXINA B

o

COLISTINA POLIMIXINA B

RESISTENTE

TESTE DA GOTA w4

-

Figura 5: Metodologia de teste da gota aplicado em um isolado de Salmonella
spp.

Fonte: propria.
4.2.2. Determinacdo da Concentracdao Inibitéria Minima
A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada pela técnica de

microdiluicdo em caldo para colistina e polimixina B, recomendado atualmente
tanto pelo CLSI quanto pelo BrCAST (EUCAST).

Em uma placa de 96 pocos com 50ul de caldo Mueller Hinton cétion
ajustado (Difco®) com diferentes concentracbes de colistina (0,125 a

64ug/ml), foi adicionado 50ul de de caldo Mueller Hinton céation ajustado e
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suspensao bacteriana (escala 0,5 de McFarland) em diluicdo 1:150. As placas
foram incubadas em estufa a 37°C por 18 horas. Para interpretacdo dos
resultados do CIM sao considerados os valores descritos pelo BrCAST e a
leitura de forma visual (>2ug/mL resistente). Para validagdo e controle de
qualidade do teste foram utilizadas as cepas de E. coli ATCC 25922 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (BRCAST, 2017b).

4.3. Caracterizacdo dos genes de resisténcia antimicrobiana
4.3.1. Extracdo do DNA bacteriano

As amostras foram cultivadas em placas de dgar comum a 37°C por
18 h e foram feitas uma suspensdo bacteriana homogénea contendo 3-4
colénias da cultura pura em agua destilada estéril. O material genético
bacteriano foi extraido por aquecimento a 100°C durante 15 minutos e
posterior centrifugacdo a 12000 r.p.m durante 10 minutos (JEONG et al.,
2011). O sobrenadante obtido ficou armazenado a -20°C para utilizacdo nos

testes.

4.3.2. Deteccdo dos genes de resistencia antimicrobiana a colistina
(mcr) por Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Foram pesquisados nas cepas que apresentaram resisténcia
fenotipica as polimixinas, os genes mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5, mcr-6,
mcr-7, mcr-8, mcr-9 e mcr-10 pela técnica da Reacdo em Cadeia da

Polimerase (PCR), utilizando iniciadores especificos presentes na tabela 1.

Foi feita a reacdo de PCR de cada amostra em microtubos com
volume final de 25 L, incluindo 9,5 pyL de agua Milli-Q estéril; 1 pL de cada
iniciador especifico (primers) na concentracao final de 0,4 uM (IDT), 12,5 pL
de Mix 2x concentrado (Promega) e 1uL de DNA. Os microtubos contendo a
reacdo de PCR foram incubados em termociclador Proflex (Applied
Biosystems/EUA) nas seguintes condi¢des: 1 ciclo de 95°C por 5 min, seguido
de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 seg, temperatura de anelamento

de acordo com cada iniciador (Tabela 1) por 45 seg e extensao a 72°C por 1
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min. A amplificacdo foi concluida por 1 ciclo a 72°C de extenséo final por 7
min. A sequéncia nucleotidica dos iniciadores utilizados, assim como, o
tamanho do amplicon em pares de base e referéncias, encontram-se nesta

tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotidios para os genes mcr.

Primers gene mcr

Primer Sequéncia Alvo  Tamanho (bp) Referéncia
mcr-1 F Lescat ATGCCAGTTTCTTTCGCGTG mer-1 502bp
mcr-1 R Lescat TCGGCAAATTGCGCTTTTGGC
mcr-2 F Lescat GATGGCGGTCTATCCTGTAT mer-2 379bp
mcr-2 R Lescat AAGGCTGACACCCCATGTCAT Lescat. Poirel
mer-3 F Lescat ACCAGTAAATCTGGTGGCGT o3 29600 o Nordmant
mcr-3 R Lescat AGGACAACCTCGTCATAGCA 2018. '
mcr-4 F Lescat TTGCAGACGCCCATGGAATA mer-4 207bp
mcr-4 R Lescat GCCGCATGAGCTAGTATCGT
mcr-5 F Lescat GGACGCGACTCCCTAACTTC mer-5 608bp
mcr-5 R Lescat CAACCAGTACGAGAGCACG
mcr-6 F GTCCGGTCAATCCCTATCTGT mer-6 556bp
mcr-6 R ATCACGGGATTGACATAGCTAC
mcr-7 F TGCTCAAGCCCTTCTTTTCGT mer-7 892bp Yang et al.,
mcr-7 R TTCATCTGCGCCACCTCGT 20109.
mcr-8 F AACCGCCAGAGCACAGAATT mer-8 667bp
mcr-8 R TTCCCCCAGCGATTCTCCAT
mcr-9 F CTTTCCATAACAGCGAGACAC mer-9 900bp Yuan et al.,
mcr-9 R GTATCCTTCCTGCCATCCTC 2019
mcr-10 F ACCGACCTATTACCAGCGTT mer-10 744bp Xuetal.,,
mcr-10 R GCAGATACAGTCCGCTCTCT 2021

Mcr-1 — mer-5 Lescat : Multiplex.

4.3.3. Eletroforese em gel de agarose

A eficiéncia dos testes de PCR e quantificacdo do produto amplificado
foram visualizadas por meio de eletroforese em gel de agarose. O produto da
reacao de PCR de cada amostra foi misturado ao tampé&o de amostra (0,25%
de azul de bromofenol; 0,25% de xilenocianol; 25% de ficoll) e submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% (Promega/USA), em Tampao TBE 0,5x
(1.0M Tris, 0.9 M é&cido bdrico, 0,01 M EDTA [Invitrogen/USA]). O tamanho
dos fragmentos amplificados foi estimado por comparacdo com padrao de
peso molecular de 100 pb. A visualizacdo das bandas foi feita mediante
incubacdo do gel em solucdo de brometo de etidio (1,5 mg/mL) por 15

minutos. Para registro, os géis foram fotografados através do sistema MiniBIS
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Pro (DNR Bio-Imaging Systems/ISR) e os arquivos foram salvos na extensao

iff para analise.

4.3.4. Deteccdo e caracterizacdo de mutacbes nos genes pmrA/B e
phoP/Q

Nas amostras resistentes a colistina, foi realizada a caracterizagao
dos mecanismos de resisténcia cromossomal, pela técnica da PCR e
posterior, sequenciamento de Sanger, utilizando iniciadores especificos
presentes na tabela 2. As cepas tiveram seu DNA extraido conforme descrito
no item 4.3.1. ApGs a extracdo de DNA, foi realizado a amplificacédo dos genes
pmrA/B e phoP/Q pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
utilizando iniciadores especificos presentes na tabela 2. Os amplicons foram
submetidos ao sequenciamento de Sanger descrito no item 4.3.5. Como cepa
de referéncia para identificar as mutagodes, foi utilizada S. Typhimurium LT2
(GenBank: GCA_000006945.2) e Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655
(GenBank: NC_000913.3)

Tabela 2: Sequéncia de oligonucleotidios para deteccao de resisténcia
cromossomal a colistina.

Primers pmrAB/phoPQ

Primer Sequéncia Alvo Tamanho (bp) Referéncia
Salmonella
S-pmrA F CGCGAATTTCGTGCATGATATG pmrA 200
S-pmrA R ATGTCCCGATGCTCATTTGGC pmrA
Sun et al., 2009

S-pmrB F AGGAAATTCTGGGCGAGCA pmrB 1300
S-pmrB R CGTTTTCAGCGAAGAGCGA pmrB

phoP F AGAGATGATGCGCGTACTGG phoP €00

phoP R TGACATCGTGCGGATACTGG phoP .

Ethica et al., 2019
phoQ F AAACCACCTTTCGTTTGCTG phoQ 1000
phoQ R TCTTCTGTGTGGGATGCTG phoQ
E. coli

S-pmrA F AGTTTTCCTCATTCGCGACCA pmrA 14
S-pmrA R TACCAGGCTGCGGATGATATTCT  pmrA Quesada et al., 2015
S-pmrB F GGATGGCCTGATGTGACGCTGTC  pmrB 1312
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S-pmrB R GCGCGGCTTTGGCTATATGCTG pmrB

phoP F ATGCGCGTACTGGTTGTTG phoP 247
phoP R AGTACTACCGCTGCCGTTGCC phoP .

Zakaria et al., 2021
phoQ F CAGGGCTATCTGTTCGAATTGCG phoQ 153

phoQR  ACGGATGCTTAACGTAATGCGTG  phoQ

4.3.5. Sequenciamento pelo método de Sanger

Os fragmentos obtidos para os genes detectados pela técnica de PCR
foram purificados pela enzima ExoSAP-IT (Affymetrix-USB/EUA). Para cada
5uL de produto da PCR, foi adicionado 1uL de ExoSAP-IT, incubado a 37°C
por 15 minutos e, posteriormente, a 80°C para inativacdo enzimatica. Para
reacdo de sequenciamento utilizando o método de Sanger foi utilizado o kit
ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems).

Para cada reacdo de sequenciamento, utilizou-se 0,875ul de tampéo
e 0,875ul de agua, 0,25ul de BigDye e 2ul de primers. O volume total da
reagao de sequenciamento foi de 5uL (adicionando-se 1ul de DNA purificado).
O programa da reacdo de sequenciamento foi de 30 ciclos (95°C/20seq,
50°C/15seg, 60°C 1min).

Apo6s o término da reacdo de PCR do sequenciamento, o material foi
precipitado adicionando 3l de Acetato de Sédio 3M (NaOAc), 62,5ul de alcool
95% e 14,5ul de agua ultrapura para cada reagdo de sequenciamento (total
de 80ul). As placas foram centrifiguadas a 3500 r.p.m. por 45min e o contetdo
desprezado. Ap6s um spin invertido nas placas, foi adicionado 15ul de etanol
70% e centrifugadas a 3500 r.p.m. por 10min. A solucdo foi desprezada
novamente e realizado um spin invertido nas placas. Aguardou a secagem
completa das placas para armazenar a -20°C. Foi realizada a ressuspensao
do conteudo das placas utilizando formamida para abertura das fitas, com
aguecimento a 96°C por 3min. Posteriormente, as placas foram inseridas no
sequenciador ABI 3500 (Applied Biosystems) em sistema capilar e analisados
no software Bionumerics (Applied Maths) verséo 8.0.
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4.4. Técnicade PFGE

A técnica de “Pulsed-field gel electrophoresis” (PFGE) foi realizada
nas cepas positivas para o gene mcr. O procedimento foi realizado de acordo
com o protocolo da rede PulseNet (www.cdc.gov/pulsenet/protocols; Hunter
et al., 2005).

4.4.1. Preparo das Amostras

Os isolados de E.coli foram reativados em placas de TSA e incubados
em estufa a 35 =+ 2°C por 18 horas. No dia seguinte, foi selecionada uma
colonia e semeada em placa de TSA, com auxilio de swab onde foi possivel
obter um crescimento confluente. As placas foram incubadas a 35 + 2°C por

18 horas.

4.4.2. Crescimento Bacteriano e Lise Celular

As suspensOes bacterianas foram preparadas em tampao de
suspensdo celular e medidas no espectrofotdmetro (Analyser®), utilizando
uma densidade ¢tica (DO) de 0,8 a 1,0 em absorbéancia de 610 nm. Foram
transferidos 300 pL das suspensdes celulares a cada microtubo de 1,5 mL,
aos quais foram adicionados 15 pL de proteinase K na concentracao final de
0,5 mg/mL. Foram acrescentados 300 pL de agarose Seakem Gold 1% em
Tampéao TE (Tris-EDTA), mantida em banho-maria a 50°C - 55°C, em cada
uma das amostras, e a mistura foi depositada em moldes reutilizaveis,
obtendo-se os plugs de gel de agarose. Apos solidificacdo por 15 min em
temperatura ambiente, trés plugs de cada amostra foram dispensados em
tubos conicos de prolipropileno (50 mL) contendo 5 mL de solu¢édo tampao de
lise celular, acrescido de 25 uL proteinase K para concentracéao final de 0,1

mg/mL.

A lise do DNA bacteriano foi feita durante 2 horas a 54°C em
incubadora (New Brunswick) com agitacédo de 150 rpm. Apds descartar a

solugéo de lise de cada tubo, duas lavagens com 10-15 mL de agua ultrapura
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estéril pré-aquecida a 50°C foram feitas por 15 minutos cada lavagem a 50°C
com agitagao. Seis lavagens subsequentes dos plugs, com 10 mL de tampéo
TE pré-aquecido a 50°C, foram realizadas nas mesmas condi¢cdes descritas
acima. Apos a ultima lavagem, foram acrescentados 5 mL de tampéao TE em
temperatura ambiente aos plugs de agarose que foram mantidos a 4°C até o

momento de uso.

4.4.3. Digestao do DNA

Cada plug de agarose contendo o DNA lisado da amostra foi cortado
no tamanho de 2 mm de largura e colocados em tubo contendo a solugao para

digestao enzimatica com os seguintes componentes:

Para uma amostra:
e Agua estéril qualidade molecular (Promega): 175 pL;
e Tampéao da enzima (Promega): 20 pL;
e BSA 1x (Promega): 2 uL
e Enzima Xbal (Promega) (10U/uL): 3 pL

e \olume total por amostra: 200 yL

Em seguida, os tubos com os plugs foram incubados em banho-maria
a 37°C por 18 horas.

4.4.4. Gel de eletroforese em campo pulsado

A corrida em campo pulsado no aparelho CHEF-DR Il (Bio-Rad) foi
realizada com agarose Seakem Gold® (Lonza/USA) 1% (equilibrada por 20
min em banho maria a 50-55°C) preparada em tampé&o TBE 0,5x (1.0M Tris,
0.9 M acido bodrico, 0,01 M EDTA [Invitrogen/USA]) com o0s seguintes
parametros para Salmonella: Tempo inicial: 2,2 segundos, tempo final: 63,8
segundos, e tempo de corrida: 18:30 horas (CHEF-DR Il [Bio-Rad/USA]) e os
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seguintes parametros para E. coli (Tempo inicial: 6.76 segundos, tempo final:
35.38 segundos, e tempo de corrida: 17-20 horas. A visualizacéo das bandas
foi feita mediante incubacdo do gel em solu¢cdo de brometo de etidio (1,5
mg/mL) por 30 minutos e descorado em agua destilada por 40 minutos. Para
registro, os géis foram fotografados através do sistema MiniBIS Pro (Bio-
Imaging Systems) e os arquivos salvos na extensao Tiff para a analise pelo
software BioNumerics® (Applied Maths/Bélgica) atualmente disponivel na
versio 80 e CGE - Center for Genomic Epidemiology

(https://www.genomicepidemiology.org/ ).

4.4.5. Analise do Perfil Genético

As imagens foram analisadas no programa BioNumerics (Applied
Maths, Bélgica). O resultado foi gerado pela observacéo dos fragmentos de
restricdo, apos a corrida eletroforética, comparando o padrdo de restricdo
entre as amostras analisadas. Os dendrogramas para a analise da
similaridade genética entre os isolados foram construidos pelo método
UPGMA (Unweighted Pair Group using Mathematical Average Taxonomy),
utilizando-se o coeficiente de Dice, com otimizacdo e tolerancia de 1,5%,
seguindo as instru¢cdes da Rede PulseNet. Para normalizacdo dos géis, o
marcador de peso molecular foi disposto em trés linhas de cada gel. Uma
diferenca de pelo menos um fragmento nos padrdes foi considerada para

distincao entre os diferentes perfis

4.5. Tipagem dos grupos de incompatibilidade (Inc Type) plasmidial

Cada cepa foi submetida a PCR para a tipagem dos replicons
plasmidiais para a identificacdo dos principais grupos de incompatibilidade
plasmidial: FIA,FIB, FIC, HI1, HI2, I11-ly, N, P, W, T, A/C, K, B/O, X, Y, F, FlIA,
U, R, ColE e X4 (CARATTOLI et al., 2005, 2014; MUTAI et al., 2019, Shafiq
et al., 2019). O DNA foi obtido conforme descrito no item 4.3.1.
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Para a PCR foram utilizados os primers da tabela 3, os reagentes e

concentracfes indicadas pelo fabricante. As solucbes foram pré-aquecidas a

94°C/10' e submetidas a 30 ciclos de: 94°C/1’, temperatura de anelamento de

acordo para cada iniciadores e temperatura de extensdo de 72°C/2’ e, em

seguida, 72°C/7’. O termociclador Proflex (Applied Biosystems/EUA) foi

utilizado para a execucéo das reacdes de PCR. A eficiéncia dos testes de

PCR e quantificacdo do produto amplificado foram visualizados por meio de

eletroforese em gel de agarose.

Tabela 3: Iniciadores utilizados na técnica de PCR para a tipagem dos
replicons plasmidiais.

Inctype Sequéncia de primers (5’-3’) T® (pb)
HI1 F GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC 60 471
HI1 R TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA

HI2 F TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC 60 644
HI2 R GGCTCACTACCGTTGTCATCCT

I1F CGAAAGCCGGACGGCAGAA 60 139
I1R TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT

XF AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT 60 376
XR TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC

L/M F GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG 60 785
LIMR CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG

NF GTCTAACGAGCTTACCGAAG 60 559
N R GTTTCAACTCTGCCAAGTTC

FIAF CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 60 462
FIAR GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG

FIB F GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG 60 702
FIBR CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT

W F CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG 60 242
WR GGTGCGCGGCATAGAACCGT

YF AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 60 765
YR GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT
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PF CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA 60 534
PR TCACGCGCCAGGGCGCAGCC

FICF GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 60 262
FICR TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT

AICF GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 60 465
AICR ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT

TF TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT 60 750
TR CGTTGATTCACCTTAGCTTTGGAC

FllsF CTGTCGTAAGCTGATGGC 60 270
FllsR CTCTGCCACAAACTTCAGC

Freps F TGATCGTTTAAGGAATTTTG 52 270
Freps R GAAGATCAGTCACACCATCC

K/B F GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 60 160
KR TCTTTCACGAGCCCGCCAAA

B/OR TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA 60 159
UF TCACGACACAAGCGCAAGGG

UR TCATGGTACATCTGGGCGC 60 843
RF TCGCTTCATTCCTGCTTCAGC

RR GTGTGCTGTGGTTATGCCTCA 60 251
ColEF GTTCGTGCATACAGTCCA

ColER GGCGAAACCCGACAGGACT 60 187
ColETerR GGTTTACCGGTGTCATTCC 60 106
IncX4F AGCAAACAGGGAAAGGAGAAGACT 60 569
IncX4R TACCCCAAATCGTAACCTG

T°:Temperatura de anelamento; pb: pares de base
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5. RESULTADOS

5.1. Dados epidemioldgicos das amostras estudadas

Foi realizado o estudo em 1026 cepas de Salmonella spp., isoladas
de infecgcbes humanas e de origem nao humana, (animais, alimento e
ambiente) isoladas no periodo de 2016-2018, e 159 cepas de E. coli Extra-
intestinal (EXPEC) isoladas de humanos no periodo de 2016-2020, que

equivalem ao numero total de cepas recebidas neste periodo.

As cepas de Salmonella spp. foram provenientes dos estados de Sao
Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso, Parana e Rio Grande do Sul. Destas, cerca
de 90% pertenciam ao estado de S&o Paulo, seguido do estado de Minas

Gerais, que compreendia aproximadamente 6% do total (Grafico 1).

BMG

BMT

mN3o informado
mPR ‘
mRS
SP

Legenda: MG: Minas Gerais; MT: Mato Grosso; PR: Parana; RS: Rio Grande do Sul; SP: Sdo Paulo.

Gréfico 1: Distribuicdo geografica de isolados de Salmonella spp. nos anos
de 2016-2018.

As cepas de E. coli Extra-intestinal foram provenientes dos estados
de Séo Paulo e Tocantins, sendo que 98% pertenciam ao estado de S&o Paulo

(grafico 2).
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Legenda: MG: Minas Gerais; TO: Tocantins; SP: Sao Paulo.

Gréfico 2: Distribuicdo geografica dos isolados de E. coli nos anos de 2016-

2020.

Entre os isolados de Salmonella spp., pode-se verificar a prevaléncia

dos sorovares identificados ao ano, através do mapa de calor (tabela 4).

Podemos observar que o sorovar identificado com maior prevaléncia nos anos

de 2016 e 2017 foi Enteritidis e em 2018, foi o sorovar Heidelberg.

Tabela 4: Resultados da prevaléncia de sorotipos de Salmonella spp. por ano

(2016-2018).

Ano Total
Sorovar (Isolados) 2016 2017 2018 Geral
Abaetuba 1 1 3 5
Adelaide 3 3
Agona 4 1 7 12
Alachua 3 3
Albany 1 1
Anatum 3 1 1 5
Bovismorbificans 1 1 2
Braenderup 13 3 11 27
Brandenburg 1 8 9
Bredeney 1 1 2
Cerro 11 15 26
Choleraesuis 2 2
Corvallis 3 1 4
Cotia 1 1
Derby 18 18
Dublin 10 11 16 37
Enteritidis 72 31 21 130
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Gallinarum 1 3 4
Give 1 5 6
Glostrup 1 1
Hadar 2 3 5
Havana 2 2
Heidelberg 11 28 90 129
Idikan 1 1
Infantis 20 4 12 36
Inganda 4 4
Javiana 19 2 11 32
Kastrup 1 1
Kentucky 3 1 4
Livingstone 1 1 2 4
Mbandaka 4 27 31
Meleagridis 2 2
Miami 13 1 1 15
Minnesota 2 10 12
Molade 3 1 4
Montevideo 2 1 3
Muenchen 2 1 3
Muenster 25 2 27
Newport 7 2 8 17
Ohio 1 1
Oranienburg 3 2 7 12
Orion 3 2 5
Ouakam 1 1
Panama 8 3 6 17
Paratyphi B 1 1
Poona 4 1 2 7
Potsdam 1 1
Pullorum 1 1
Rissen 2 6 8
Rubislaw 2 1 3
S. 1.6,7:¢,h:- 1 1
S. enterica subsp. diarizonae (111b) 1 1
S. enterica subsp. enterica (Rugosa) 1 3 24 28
S. enterica subsp. enterica 6,8:-:- 1 1
S. enterica subsp. enterica 0:21:-:- 3 3
S. enterica subsp. houtenae 2 1 3
S.1.1,3,19:-:- 1 1
S. 1.21:-:- 1 1
S.1.3,10:-:- 1 1
S.1.3,10:-:1,7 1 1
S.1.4,12:-:1,2 2 2
S.1.4,12:-:e,n,z15 1 1
S.1.4,5,12,27:d:- 1 1
S.1.4,5,12: eh:- 1 1
S. 1.4,5,12:i:- 61 14 8 83
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S. 1.4,5:b:- 1 1
S. 1.4.12:d:- 1 1
S. 1.42:1:- 1 1
S.1.6,8: eh:- 1 2 3
S.1:4,12:r:- 1 1
S. 1142:r:- 2 2
S. 111 61: c: Z35 1 1
S. 1V 21:74,723:- 1 1
S.1V43: g, z51:- 1 1 2
SaintPaul 8 13 10 31
Sandiego 1 10 2 13
Saphra 4 4
Schwarzengrund 9 2 19 30
Sendai 1 1
Senftenberg 2 1 7 10
Tennesse 1 4 5
Typhi 4 10 14
Typhimurium 31 17 31 79
Worthington 1 1 2
Yoruba 2 2 1 5
Zega 3 3
Total Geral 386 196 444 1026

Entre os 1026 isolados de Salmonella spp. estudados, 40,4% eram

amostras isoladas de origem humana, 34,6% amostras de origem animal,
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15,4% amostras ambientais, 9,2% de amostras provenientes de alimentos e

9,6% de amostras cuja origem néo foi informada (grafico 3).
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Distribuicdo da origem dos isolados de Salmonella (%)

Gréfico 3: Distribuicdo da origem dos isolados de Salmonella spp. nos anos
de 2016 a 2018.

Entre os 159 isolados de EXPEC estudados, 48,4% foram isolados de
urina, 9,3% sangue, 1,9% liquor, 5,6% secrecdes e outros 34,8% descritos

conforme grafico 4.

urina NN 48,4
Swab retal [N 8,7
Swabosso | 0,6
Secrecdes I 5,6
Sangue N 9,3
Partes moles | 0,6
Outros fluidos corporais Il 4,3

N3o informado [ NG 19,3
Liquor I 1,9
Lavado broncoalveolar | 0,6

Fragmento de tenddo | 0,6
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

B |solados (%)

Gréfico 4: Origem dos isolados de E. coli nos anos de 2016-2020.
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5.2. Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana
5.2.1. Triagem pelo teste da Gota em Salmonella

Os resultados do teste da gota demonstraram que 190 isolados de
Salmonella spp. (18,5% de um total de n=1026), foram caracterizados como
resistentes a colistina e 135 a polimixina B.

Na tabela 5 estdo listados os sorovares de Salmonella spp. que
apresentaram resisténcia as polimixinas, sendo o0s principais aqueles
encontrados no grupo somatico 09, como: Dublin, Enteritidis, Gallinarum,
Pullorum. Também tem destaque o0s sorovares Minnesota, Rubislaw,
Schwarzengrund, Brandenburg e Sandiego.

Tabela 5: Resultados do teste de suscetibilidade a colistina e polimixina B

através do teste da gota entre os sorovares de Salmonella spp. isolados nos
anos de 2016-2018.

Suscetibilidade a colistina no teste da Suscetibilidade a Polimixina
Sorovar gota Total B no teste da gota Total
Abaetuba 0 5 5 0 5 5
Adelaide 0 3 3 0 3 3
Agona 0 12 12 0 12 12
Alachua 0 3 3 0 3 3
Albany 0 1 1 0 1 1
Anatum 0 5 5 0 5 5
Bovismorbificans 0 2 2 0 2 2
Braenderup 1 26 27 1 26 27
Brandenburg 2 7 1 8 9
Bredeney 0 2 2 0 2 2
Cerro 1 25 26 1 25 26
Choleraesuis 1 1 2 1 1 2
Corvallis 0 4 4 0 4 4
Cotia 0 1 1 0 1 1
Derby 1 17 18 0 18 18
Dublin 22 15 37 18 19 37
Enteritidis 920 40 130 62 68 130
Gallinarum 3 1 4 3 1 4
Give 0 6 6 0 6 6
Glostrup 0 1 1 0 1 1
Hadar 0 5 5 0 5 5
Havana 0 2 2 0 2 2
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Heidelberg 12 117 129 9 120 129
Idikan 0 1 1 0 1 1
Infantis 2 34 36 1 35 36
Inganda 0 4 4 0 4 4
Javiana 4 28 32 2 30 32
Kastrup 0 1 1 0 1 1
Kentucky 0 4 4 0 4 4
Livingstone 0 4 4 0 4 4
Mbandaka 1 30 31 0 31 31
Meleagridis 0 2 2 0 2 2
Miami 4 11 15 3 12 15
Minnesota 6 6 12 4 8 12
Molade 0 4 4 0 4 4
Montevideo 0 3 3 0 3 3
Muenchen 0 3 3 0 3 3
Muenster 0 27 27 0 27 27
Newport 1 16 17 0 17 17
Ohio 0 1 1 0 1 1
Oranienburg 1 11 12 1 11 12
Orion 0 5 5 0 5 5
Ouakam 0 1 1 0 1 1
Panama 5 12 17 4 13 17
ParatyphiB 0 1 1 0 1 1
Poona 0 7 7 0 7 7
Potsdam 0 1 1 0 1 1
Pullorum 1 0 1 1 0 1
Rissen 0 8 8 0 8 8
Rubislaw 1 2 3 1 2 3
S. enterica subsp.

diarizonae (Illbl; . v 1 . v 1
St : R e
b 1 A E
S. enterica subsp.

enterica O:21:-f : 1 1 L 1 1
e : IR
S.1.1,3,19:-:- 0 3 3 0 3 3
S 1.21:-:- 0 1 1 0 1 1
S. 1.3,10:-:- 0 1 1 0 1 1
S.1.3,10:-:1,7 1 0 1 1 0 1
S.1.4,12:-:1,2 0 1 1 0 1 1
S.1.4,12:-:e,n,215 0 2 2 0 2 2
S. 1.4,5,12,27:d:- 0 1 1 0 1 1
S.1.4,5,12:eh:- 0 1 1 0 1 1
S. 1.4,5,12:i:- 0 1 1 0 1 1
S. 1.4,5:b:- 15 68 83 11 72 83
S. 1.4.12:d:- 0 1 1 0 1 1
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S. 1.42:r:- 0 1 1 0 1 1
S.1.6,7:e,h:- 0 1 1 0 1 1
S.1.6,8:eh:- 0 3 3 0 3 3
S 1:4,12:r:- 0 1 1 0 1 1
S. 11 42:r:- 0 2 2 0 2 2
S. 11 61:c:Z35 0 1 1 0 1 1
S.1V 21:74,723:- 0 1 1 0 1 1
S.1V 43:g,251:- 0 2 2 0 2 2
SaintPaul 2 29 31 2 29 31
Sandiego 3 10 13 1 12 13
Saphra 0 4 4 0 4 4
Schwarzengrund 5 25 30 3 27 30
Sendai 0 1 1 0 1 1
Senftenberg 0 10 10 0 10 10
Tennesse 0 5 5 0 5 5
Typhi 1 13 14 0 14 14
Typhimurium 2 77 79 2 77 79
Worthington 0 2 2 0 2 2
Yoruba 0 5 5 0 5 5
Zega 0 3 3 0 3 3
Total 190 836 1026 135 891 1026

5.2.2. Triagem pelo teste da Gota em E. coli

Nos testes de triagem para suscetibilidade as polimixinas (polimixina

B e colistina), 64,15% dos isolados de EXPEC (n=102) foram sensiveis e

35,85% dos isolados (n=57) foram resistentes como observado no grafico 5.
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Gréfico 5: Resultados do teste de suscetibilidade a colistina e polimixina B
através do teste da gota entre isolados de E. coli nos anos de 2016-2020.

5.2.3- Determinacado da Concentracao Inibitéria Minima

Foi determinada a concentra¢cdo minima inibitoria dos 190 isolados de
Salmonella resistentes a colistina e polimixina B pelo teste da gota. Do total,
124 isolados foram resistentes a ambos antibioticos através da determinacéo
da CIM. Destes, 63 isolados (51%) apresentaram CIM igual 4ug/mL, 51
isolados (41%) apresentaram CIM igual 8ug/mL e 10 isolados (8%)

apresentaram CIM igual 16ug/mL para colistina.

Os sorotipos Enteritidis e Dublin foram os mais frequentemente
identificados com resisténcia as polimixinas. Enquanto 66% dos isolados de
Enteritidis apresentaram CIM igual 4ug/mL, 67% dos isolados de S. Dublin
apresentaram CIM igual 4pg/mL (Gréfico 6). O resultado da CIM obtida por
sorotipo pode ser observada de forma mais detalhada na tabela 6.
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CIM* (ug/mL)

O Enteritidis 2% 2% 13% 66% 18% 0
@ Dublin 0% 6% 17% 67% 6% 6%
B Outros 4% 4% 35% 38% 10% 10%

Gréfico 6: Resultados da CIM* da colistina por sorotipo em Salmonella
resistentes para colistina e polimixina B.

*CIM: Concentragao inibitéria minima.

Tabela 6: Distribuicdo detalhada de CIM obtida por sorotipo (2016-2018)

CIM(pg/mL)
Sorotipo Colistina Polimixina B
05 12 4 8 16 Total 05 1 2 4 8 16 Total
Braenderup 0O 00 O 1 0 1 0O 00 1 0 O 1
Brandenburg 0 00 1 0 O 1 0O 00 1 0 O 1
Cerro 0 00 1 0 O 1 0O 00 1 0 O 1
Choleraesuis 0 00 O 0 1 1 0 00 0 0 1 1
Derby 0 00 1 0 O 1 0 01 0o O O 1
Dublin 0 01 15 5 2 23 o 1 7 13 1 1 23
Enteritidis 0 22 52 34 1 91 1 2 20 51 17 O 91
Gallinarum 0 00 2 1 0 3 0 01 1 1 O 3
Heidelberg 0 01 3 4 3 11 0O 0 3 4 1 3 11
Infantis 0 01 1 0 O 2 0 1.1 0 O O 2
Javiana 1 01 O 2 0 4 1 11 1 0 O 4
Mbandaka 0 00 1 0 0 1 0O 01 0 0 O 1
Miami 0 00 4 0 O 4 0 01 3 0 O 4
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Total 190 56 92 23 190

Os valores do ClIMsp e CIMgg para colistina em Salmonella spp foi de 4
pHg/mL e 8 pg/mL respectivamente. Para a polimixina B os valores do ClMsp e
CIMgo foi de 4 pg/mL e 8 pg/mL respectivamente.

Entre os 57 isolados de EXPEC resistentes a colistina no teste da gota,
56 (98%) apresentaram resultado resistente (CIM = 4ug/mL) no teste da CIM.
Apenas 3 (5%) isolados apresentaram CIM igual 4ug/mL, 21 (37%) isolados
apresentaram CIM igual 8ug/mL e 32 (56%) isolados apresentaram CIM igual
16pg/mL para colistina. Para polimixina B, 18 (32%) isolados apresentaram
CIM de 4pg/mL e 33 (58%) isolados apresentaram CIM igual 8 pg/mL e 3 (5%)

isolados apresentaram CIM igual 16ug/mL.

Os valores do CIMso e CIMgp para colistina em EXPEC foi de 16ug/mL.
Para polimixina B os valores de CIMsg e CIMgo foi de 8ug/mL.

5.3. Caracterizacdo Genotipica dos mecanismos de resisténcia a

polimixinas
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5.3.1. Caracterizacdo do gene de resisténcia antimicrobiana a colistina

(mcr).

Das 124 cepas de Salmonella resistentes a colistina e polimixina B,
apenas um isolado foi positivo para o gene mcr-1, e este gene foi detectado
em um plasmideo do grupo IncX4. A cepa 2018.466 foi caracterizada como
S. Choleraesuis proveniente de sangue de origem humana. Este resultado foi

publicado em Dos Santos et al., 2020.

Dos 56 isolados de EXPEC resistentes a colistina, 21 (37%) isolados
apresentaram o gene mcr-1. Este gene foi detectado em plasmideos do grupo
IncX4 (n=17) e em plasmideos do grupo IncF (n=4). Destes 21 isolados
apresentando o gene mcr-1, 13 isolados sao provenientes de urina de

pacientes hospitalizados.

5.3.2. Detecgcéo e caracterizacdo dos genes pmrA/B e phoP/Q em
Salmonella

As 124 cepas de Salmonella spp. resistentes a colistina e polimixina
B tiveram os genes pmrA/B e phoP/Q sequenciados para pesquisa de
mutacdes. Foram detectadas mutacées em 44 isolados distribuidos em
diferentes sorotipos (Tabela 7). As principais mutacdes encontradas no gene
pmrA foram Y25L, A26C, C27V e T89S. No gene pmrB, as mutagbes mais
frequentemente encontradas foram H2R, D283G e E123D. Foi identificada
apenas uma mutacdo em PhoP (Q112P). N&o foi identificada mutagdo no

gene phoQ em Salmonella spp.

Dos 44 isolados apresentando mutacdes, 18 isolados apresentaram
mutagdo apenas em pmrA, 14 isolados apresentaram mutacdes apenas em
pmrB, 11 isolados apresentaram mutacfes em ambos os genes pmrA/B e um

isolado apresentou mutagcao em prmB e phoQ.

Oitenta isolados ndo apresentaram mutacfes, sendo que a maioria
deles faziam parte do antigeno O do grupo D1 (09). Destes, 50 isolados eram

do sorotipo Enteritidis, 13 isolados eram S. Dublin, 2 isolados eram S.
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Gallinarum e um isolado de S. Tyhi. As demais 14 amostras eram

pertencentes aos sorogrupos 04, O7, O8 e 021, nao apresentaram mutacoes

nos sistemas PmrA/B e PhoP/Q.

Do total de 124 amostras resistentes pelo teste da CIM, 33 isolados

ndo eram do grupo D; e destes 14 apresentaram mutacdes em pmrA/B e/ou

phoPQ.

Tabela 7: Resultado das mutacdes encontradas em isolados de Salmonella.

(SIEPES Sorotipo Origem Grupo PmrA PmrB PhoP PhoQ Sl e 2
CIM CIM
2016.001 Enteritidis Humano 0:9(D1) - 8 4
L23A,F25V, L27V,
. 128N, S29Q,T30Y,
2016.204 Panama Humano 0:9(D1) T89S F31L. W32L. L33V, - 4 4
W34M, H35A
L23A,F25V,Q26P,
- . i 128N, S29Q,T30Y,
2016.207 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) M215C F31L. W32L. L33V, - 4 4
W34M, H35A
2016.213 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) T331A - 8 8
2016.214 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - 8 8
2016.215 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - 8 8
2016.216 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - 8 8
118L, G19V,
2016.217 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) L22C,L23W, V24C, - 8 4
F25S, Q26S
2016.218 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - 8 8
2016.219 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) L22M - 8 8
2016.220 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - 8 4
2016.221 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) Y25L 121Y,L23A, Q26S - 16 8
2016.222 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) T89S - 8 8
M287W,A288R,V28
2016.260 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) 9S,E290K,V291T, - 8 4
E292R
. . . D282T,D284T,
2016.261 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) A285L M287W - 8 8
2016.262 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - 4 4
2016.263 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - 4 4
2016.264 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - 4 4
2016.265 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - 8 8
2016.266 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) Y25L,A26C,C27V - 8 4
2016.267 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - 8 4
2016.268 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) Y25L,A26C,C27V - 8 8
2016.269 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - 8 8
2016.270 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - 8 4
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2016.271 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - - 4 4
2016.272 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) Y25L,A26C,C27V - 4 4
2016.273 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) Y25L,A26C,C27V - 4 4
2016.274 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - - 4 4
2016.275 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - - 4 4
2016.299 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - - 4 4
2016.300 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - - 4 4
E184R,P185T,

S186L,T187D,N1
2016.301 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) 88&;%29'-' - 4 4

E191G,V192S,H1

93A,1194Y,H195T
2016.302 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - - 4 4
2016.303 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) Y25L,A26C,C27V - 4 4
2016.304 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - - 4 4
2016.306 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - - 4 4
2016.307 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - - 8 4
2016.308 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) T89S - 4 4
2016.309 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - - 4 4
2016.310 Enteritidis Ambiente  0:9(D1) - - 4 4
2016.336 Gallinarum Humano 0:9(D1) - - 4 4
2016.337 Dublin Animal 0:9(D1) - - 4 4
2016.338 Dublin Animal 0:9(D1) - - 4 4
2016.339 Dublin Animal 0:9(D1) - - 4 4
2016.340 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 4 4
2016.341 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 4 4
2016.401 Miami Alimento  0:9(D1) T89S G'Zflsl¥7élzl78§|§/ 4 4
2016.406 Miami Alimento  0:9(D1) Y25L,A26C,C27V G'Zflsl'\T’?‘F‘,'z"?gC’ ; 4 4
2016.408 Miami Alimento 0:9(D1) T89S - 4 4
2016.415 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 8 4
2016.416 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 8 4
2016.419 Dublin Humano  0:9(D1) - - 4 4
2016.436 Enteritidis Humano  0:9(D1) - - 4 4
2016.439 Dublin Humano  0:9(D1) - - 4 4
2016.441 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 4 4
2016.445 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 4 4
2016.446 Dublin Humano 0:9(D1) - - 4 4
2016.447 Dublin Humano 0:9(D1) - - 4 4
2017.012 Enteritidis Humano  0:9(D1) - P2roLEaTIK G272 4 4
2017.013 Enteritidis Humano 0:9(D1) Y25L,A26C,C27V - 4 4
2017.017 Dublin Humano 0:9(D1) D8G - 8 4
2017.042 Enteritidis Humano  0:9(D1) - - 4 4
2017.050 Typhi Humano  0:9(D1) - - 4 4
2017.051 Dublin Humano 0:9(D1) - - 8 4
2017.077 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 4 4
2017.120 Dublin Humano 0:9(D1) - - 4 4
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2017.129 Dublin Humano 0:9(D1) T89S - 8 4
2017.132 Gallinarum Alimento  0:9(D1) - - 8 8
2017.141 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 8 4
2017.150 Enteritidis Animal 0:9(D1) - - 8 4
2017.156 Enteritidis Animal 0:9(D1) - - 8 8
2017.157 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 8 8
2017.159 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 8 8
2017.165 Dublin Humano 0:9(D1) - - 8 4
2017.214 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 4 4
2018.005 Enteritidis Humano  0:9(D1) - - 4 4
2018.007 Dublin Humano 0:9(D1) - - 4 4
Y268F,G272N,T723
2018.008 Enteritidis Humano 0:9(D1) - PT276Y, H274Y, 4 4
1275L,1277P
2018.014 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 4 4
2018.016 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 4 4
2018.046 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 4 4
2018.049 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 8 4
2018.126 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 8 8
2018.138 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 8 4
2018.148 Enteritidis Animal 0:9(D1) - - 4 4
2018.215 Javiana Humano 0:9(D1) T89S - 8 4
2018.282 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 8 4
2018.338 Dublin Humano 0:9(D1) - - 16 16
2018.434 Dublin Humano 0:9(D1) - - 16 8
2016.305 Enteritidis ambiente  0:9(D1) - - 4 4
2016.343 Enteritidis Humano 0:9(D1) - - 4 4
2017.114 Newport Alimento 0:2(3(52- - - 4 4
2017.138 Braenderup Ambiente  0:7(C1) C27V, T89S - 8 4
118L,G19V,I21F,L22
2018.365 Oranienburg Humano 0:7(C1) - C,L23W,V24C,F25S 16 16
,Q26S
2018.463 S.1.6,7:e,h:- Humano 0:7(C1) - - 8 8
2018.466 Choleraesuis Humano 0:7(C1) mcr-1 16 16
T10H,L11A,L12I,
L13I,L16V,I17N,L 118L,G19V,I21F,
2016.238 S.1.4,5,12:i:- ambiente 0:4(B) 18T,A19R,A20R, L22C,L23W, V24C, 4 4
Q21A,T22N,E23R F25S,Q26S
Y25L,A26C,C27V
2016.240 S.1.4,5,12:i:- ambiente 0:4(B) C27R,A33Q,Y45I - 4 4
118L,G19V,I121F,L22
2016.348 Saintpaul Humano 0:4(B) - C,L23W,v24C, 4 4
F25S,026S
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V209G,R210S,G2
11R,G213W,Y21

2016.417 S.1.4,5,12::- Humano 0:4(B) 4L,M215,L216AV 1279M - 8 4
217G,A218C,T21
9H
2016.425 S.1.4,5,12:i:- Humano 0:4(B) - - - 4 4
2017.049  Schwarzengrund ~ Humano 0:4(B) - - - 4 4
2017.122 S.1.4,5,12:i:- Humano 0:4(B) - - - 4 4
2017.125 Brandenburg Animal 0:4(B) - - - 4 4
2017.128 Brandenburg Animal 0:4(B) - - - 4 4
2017.135 Sandiego Ambiente 0:4(B) T89S - - 8 8
2017.139 Sandiego Ambiente 0O:4(B) - - - 8 8
2017.160 Heidelberg Alimento 0:4(B) - - - 8 8
2018.207 Heidelberg Animal 0:4(B) T89S - - 8 4
118L,G19V,I21F,L22
2018.211 Heidelberg Animal 0:4(B) - C,L23W,V24C,F25S - 8 4
,Q26S
118L,G19V,I121F,L22
2018.222 Saintpaul Humano 0:4(B) T89S C,L23W,V24C,F25S - 8 4
,Q26S
118L,G19V,I21F,L22
2018.290 Heidelberg Animal 0:4(B) - C,L23W,V24C,F25S - 8 4
,Q26S
118L,G19V,I21F,L22
2018.291  Schwarzengrund Animal 0:4(B) - C,L23W,V24C,F25S - 8 4
,Q26S
2018.313 Heidelberg Animal 0:4(B) - - - 8 4
2018.347 Heidelberg Animal 0:4(B) - - - 16 16
2018.348 Heidelberg Animal 0:4(B) - - - 16 16
118L,121F,L22C,L23
2018.351 Heidelberg Animal 0:4(B) - W,V24C,F25S,Q26 Q112P 16 16
S
118L,121F,L22C,L23
2018.354  Schwarzengrund Animal 0:4(B) - W,V24C,F25S,Q26 - 16 8
S
2017.021  S.13,10:- Humano O:3i1)°(E A33R - - 8 4
2017.223 Minnesota Alimento 0:21(L) - - - 4 4
118L,G19V,I21F,L22
2018.220 Minnesota Animal 0:21(L) T89S C,L23W,V24C,F25S - 8 4
Q265
118L,G19V,I21F,L22
2018.182 Cerro Animal 0:18(K) T89S C,L23W,V24C,F25S - 4 4
,Q26S
118L,G19V,I21F,L22
2018.260 Rubislaw Animal 0:11(F) T89S C,L23W,V24C,F25S - 8 4
,Q26S
S.enterica 118L,V24C,L22C,F2
2018.117  subsp.enterica(R Animal - - 5S,G19V,L23W,Q26 - 16 16
ugosa) S,I21F

! Concentracao inibitéria minima; 2 Colistina; * Polimixina B

5.3.3. Deteccéao e caracterizacao dos genes pmrA/B e phoP/Q em E. coli.
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As 56 cepas de EXPEC resistentes a colistina foram sequenciadas para

pesquisa de mutacdo nos genes pmrA/B e phoP/Q. Foram detectadas

diferentes mutacdes pontuais que podem ser visualizadas na tabela 8.

Para E.coli as mutacdes encontradas em pmrA foram T31S, G65V,

R92C, G144S e L212I. Para o gene pmrB em E.coli identificamos diferentes
mutagbes mas as duas principais foram H2R, S78R, C84Y, Q193L, A242T,
D283G, Y358N e A360V. Para phoP identificamos as mutagdes 144L, P207A,
H212Y e S219F. Para phoQ foram identificadas as mutacdes T84X, K172X,
L254M, K267T, L283P, M298T, S299I, E304X e N346K. Trés isolados ndo

apresentaram mutacdes nos genes estudados, porém eram positivos para o

gene mcr-1.

Tabela 8: Descricdo das mutacdes dos genes pmrA/B e phoP/Q em E. coli.

Mutagdo Gene Cim*
Cepa Origem PmrA PmrB PhoP PhoQ mcr coL? PoOLB®
H2R; D283G; .
2016.053 Swab retal A360V 144L; P207A 16 16
144L; P207A;
2016.426 Sangue G144S Q193L H212Y: S219F mcr-1+ 16 8
2016.816 Secregéo mcer-1+ 16 8
2016.823 Swab osso G144S D283G; Y358N P207A mcr-1+ 16 8
2016.824 Partes moles G144S D283G; Y358N P207A mcr-1+ 16 8
. H2R; D283G; .
2016.825 Urina A360V 144L; P207A mcr-1+ 16 8
2016.973 Urina A242T; V3511 144L E304X mcer-1+ 16 8
2016.989 Urina mcr-1+ 16 8
2017.055 Urina L14P; K215l M298T 16 16
H2R; E123D; .
2017.073 Swab retal T31S D283G: V351 144L; P207A T84X mcr-1+ 16 8
T31S; G65V; . .
2017.125 Urina G144s; H2R; E123D 144L; S202T; 16 16
P207A
L212I
. . 144L; P207A;
2017.153 Urina G144S D283G; Y358N H212Y: S219F L283P mcr-1+ 16 8
2017.155 Urina mcr-1+ 16 8
2017.156 Urina G144S H2R; D283G 144L; P207A mcr-1+ 16 8
2017.157 Urina G144S H2R; D283G 144L; P207A mcr-1+ 4 4
. T31S; R92C; H2R; E123D; X
2017.173 Urina L2121 D283G: V351 144L; P207A T84X 8 4
2017.221 N&o informado L283P 8 4
2017.231 Urina H2R mcr-1+ 8 4
. 144L; P207A,
2017.244 Sangue D283G; Y358N H212Y: S219F mcr-1+ 8 4
Lavado 144L; P207A;
2017.253 broncoalveolar H212Y; S219F mer-1+ 8 4
2017.262 Urina L212] HoRI D283G1 144 P207A N346K mer-1+ 4 1
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144L; S202T;

2017.271 Urina L212I H2R: S78R iy K172X - 16
2017.272 Urina L2121 H2R; S78R '44';23522T; T84X; K172X - 16
2017.347 Urina T3l|?2;1R2€I32C; H2R; E123D 144L; P207A T84X ; 16
. i H2R; P94L; ]
2017.348 Urina T31S; L212I 123D 144L; P207A - - 16
T31S;
. 3 H2R: C84Y; 144L; S202T;
2017.367 Urina G144S; E123D vy T84X - 16
L212I
. H2R; D283G;
2017.381 Urina L2121 A360V P207A - mcr-1+ 16
T31S;
. 3 H2R: E123D; 144L; S202T;
2017.465 Urina G144S; Lioap P207A T84X - 8
L212I
. , _ 144L; P207A;
2017.528 Urina L23R; T31S E123DiP96L 101l oior - - 8
2017.621 Urina T31S; L212I Hzg;l'g(l)zEgD; 144L; P207A T84X - 8
. H2R; D283G; ]
217.622 Urina L212I 7360V 144L; P207A - mer-1+ 8
T31S; [128N: ] ]
2018.001 Urina G144S: H2R; E123D 144L; S202T; - - 8
P207A
L212
. H2R; E121K; _
2018.027 Urina L212I 138N 144L; P207A S138T - 16
. H2R; S138N; 144L; P207A:
2018.056 Urina - L145X H212Y: S219F - mcr-1+ 8
T31S, H2R; E123D; 144L; S202T;
2018.075 Urina G144S; : ' : " T84X; S299I - 8
L194P P207A
L212I
. _ H2R; E123D; i
2018.464 Naoinformado  T31S;L2121  [iou e 144L; P207A - mer-1+ 8
. H2R; G19E: 144L; S202T;
2018.477 Urina G144S D283G P207A - mcr-1+ 8
2018.512 Néo informado L212I Hzi;liéf’/g'\'; 144L; P207A S138T - 16
. ] 144L; S202T;
2018.528 Urina T31S; G144S H2R P207A - - 8
T31S; . .
2018.545 Néo informado G144S; H2R; QI9P; S202T; P207A L26X - 8
E123D;
L212I
2018.571 Nao informado T31S; L2121 H2R; G19R 144L; P207A - - 8
] H2R; S138N; _ _
2018579 Ndo informado A42T; M2291; Toa6l; 44k P207A; T84X . 8
G155D S219L
D283G
. T31S; R81C; H2R; E123D; X
2018.689 Urina Coto) D2836: Va5l 144L; P207A T84X - 8
T31S;
. 11128N; H2R; E123D; 144L; S202T;
2018.757 Urina G144S:; D283G: V351l P207A - mer-1+ 8
L212I
2018857  N&o informado T3l§2;1(32?48; H2R; E123D 144L; P207A ; ; 16
) T31S; G53S;  HZR; E123D; 144L; P207A:
2018.867 Urina L2121 D283G; V351l S219F . ) 16
. H2R; T156M; 144L; S202T;
2018.890 Urina L212I D2836: ABBOV P207A - - 16
. _ 144L; P207A;
2018.916 Urina - H2R; P94L H212Y- S210F - - 16
. G65E; _ 144L; S202T; L283P
2019.030 Urina o128 H2R; D283G ye - 16
2019.107 Urina - A118T - - - 16
. H2R; S138N; }
2019.221 Urina L212I D283 144L; P207A S138T - 16
. 144L; P207A;
2019.296 Urina - D283G H212Y: S219F - mcr-1+ 16
. 144L; P207A:
2019.306 Urina G144S Q251H H212Y: S216F - - 4
2019.404 Urina - H2R P207A - mcr-1+ 16
L254M;
2019.410 Urina - - P207A K267T; - 8
L283P
- H2R; T156M; . .
2020.214 Liquido L2121 T2461; D282X; 144L; S202T; - - 16
peritoneal D283G P207A

! Concentracgéo inibitoria minima; 2 Colistina; 3 Polimixina B. Popoff MY, 2001,
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5.4. Resultado da Técnica de Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE)

A tipagem pela PFGE foi realizada nos isolados onde foi detectada a
presenca do gene mcr-1, com o objetivo de verificar a diversidade genética
encontrada entre elas. Como apenas uma amostra de Salmonella spp. foi
positiva para 0 gene mcr-1, apenas os 21 isolados de E.coli foram tipados pelo
PFGE.

A macro-restricdo do DNA cromossdmico obtida com a enzima Xbal, e
analisada por PFGE das 21 cepas de E. coli evidenciou 18 perfis genéticos,
com similaridade de 54,5%, sendo que duas cepas foram classificadas como
nao-tipaveis. A Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.6 apresenta o
dendrograma de similaridade genotipica gerada a partir da metodologia de
PFGE para as cepas de E. coli resistentes a colistina e portadores do gene

mcr-1.
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Xbal Xbal

Key Inc type Source
816_16 IncX4 secregao
989 _16 IncX4 urina

244 17 IncX4 sangue
381_17 IncF urina
155_17  IncF urina
231_17 IncX4 urina
073_17 IncX4 suabe retal
757_18 IncF urina
253_17 IncX4 Lavado bronco.
464_18 IncX4 ndo informado
262_17 IncX4 urina

825 16 IncF urina
622_17 IncX4 urina

823_16 IncX4 suabe osso
824 16 IncX4 partes moles
973_16 IncX4 urina

163_17 IncX4 urina
296_19 IncX4 urina

156_17 IncX4 urina

404_19 IncX4 urina
426_16 IncX4 sangue

o
20
40

16.7

69.

-0.0

Figura 6: Dendrograma obtido pela andlise por PFGE dos fragmentos obtidos
pela digestdo com Xbal das cepas de E.coli positivas para o gene mcr-1. Foi
utilizado o coeficiente de Dice com tolerancia e otimizagao de 1,5% e UPGMA
(Bionumerics 8.0). Estéo indicados: numero da amostra_ano (key), tipo de Inc
type plasmidial, e sitio de origem (source).
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6. DISCUSSAO

Salmonella spp. sédo reconhecidas como um dos mais importantes
patégenos que ocasionam doencgas de origem alimentar ao redor do mundo
(Dangel et al., 2019). As infeccbes ocasionadas por Salmonella,
especialmente nos paises em desenvolvimento, é um fardo tanto para a
economia quanto para a saude publica. O uso de antibiéticos no tratamento
da infeccéo esta se mostrando menos eficaz devido ao aumento alarmante de
cepas de Salmonella resistentes a antibioticos (Jayol et al., 2018). A deteccéo
da multirresisténcia de diversas bactérias despertou um alerta mundial, pois,
a problematica limita as op¢des de tratamento para as infecgbes, além de
facilitar a transferéncia de genes de resisténcia entre outros micro-organismos
patogénicos (lglesias et al., 2017; Jayol et al., 2018).

Outro patdgeno bacteriano gram-negativo comumente encontrado em
infeccdes humanas é a Escherichia coli patogénica extraintestinal (EXPEC)
(Poolman e Walcker, 2016). EXPEC causa a grande maioria das infec¢des do
trato urinario (ITUs), € uma das principais causas de bacteremia em adultos e
€ a segunda causa mais comum de meningite neonatal (Russo et al., 2003).
O aumento da resisténcia a multiplos farmacos entre as cepas de ExXPEC
constitui um grande obstéculo ao tratamento e estd implicado no aumento do
namero de hospitalizacbes e mortes e no aumento dos custos de saude
associados as infeccées por EXPEC (Poolman e Walcker, 2016).

A resisténcia antimicrobiana esta se tornando um grande desafio para
salude publica devido ao aumento da resisténcia aos beta-lactamicos em
geral, visto que diversos patdgenos codificam -lactamases que hidrolisam a
maioria desses antimicrobianos, principalmente os de espectro estendido
(ESBL), como cefalosporinas de 32 e 42 geracdes (Bush e Jacoby, 2010; Kao
et al.,, 2017). A colistina (polimixina E) € uma antimicrobiano da familia de
antibiéticos polipeptidicos catidnicos que atua como ultima linha de defesa no
tratamento de infec¢des bacterianas graves por bactérias multi-resistentes
(MDR) ou extensivamente farmaco resistente (XDR). Em particular, a colistina
€ usada para tratar Infec¢des ocasionadas por bactérias produtoras de ESBL

e resistente a carbapenémicos (Li et al., 2006).
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O aumento do numero de Enterobacteriaceae produtoras de
carbapenemases resultou no aumento do uso da colistina em hospitais, com
o inevitavel risco de resisténcia emergente (Liu et al., 2016). A prevencao a
resisténcia antimicrobiana ficou mais comprometida pelo uso ativo da colistina
em animais de producao (Shen et al., 2020). Até o final de 2015, pensava-se
gue aresisténcia adquirida a colistina em Enterobacteriaceae era exercida por
mecanismos cromossémicos, incluindo modificacbes de lipopolissacarideos
(LPS), como a adicdo de 2-aminoetanol, 4-amino-4-desoxi-L-arabinose (L-
Ara4N) ou fosfoetanolamina (PetN), ou outra estratégia, como bomba de
efluxo (Olaitan et al., 2014). Em 2015, Liu e colaboradores identificaram pela
primeira vez o gene mcr-1 (mobile colistin resistance), conferindo resisténcia
a polimixinas em E.coli isolado de animais para alimentacao (porcos e aves)
na China.

Neste estudo realizamos uma triagem pelo teste da gota em 1026
cepas de Salmonella spp. isoladas de origem humana e de origem nao
humana (alimentos, animais e ambiente) isoladas no periodo de 2016-2018,
e 159 cepas de E. coli extra-intestinal (EXPEC) isoladas de humanos no
periodo de 2016-2020, que equivalem ao numero total de cepas recebidas no
laboratério no periodo estudado.

O teste da gota foi desenvolvido e validado em 2018 (Pasteran et al.,
2018, 2021), pelo ANLIS Malbran (Administracion Nacional de Laboratorios e
Institutos de Salud Dr. Carlos G. Malbran), na Argentina, como alternativa para
melhorar a precisao da triagem de resisténcia a colistina, uma vez que, este
teste era capaz de detectar resisténcia a colistina mediada por mecanismos
de deteccdo de mutacdes no cromossomo, e por plasmideos (mcr). Além
disso, o teste da gota pode ser realizado na mesma placa em que foram
colocados os discos para realizar um antibiograma. Porém, seu uso nao é
recomendado como método padrdo, porque existe uma taxa de erro para
eluicdo de polimixina, provavelmente devido a ligacéo diferencial as pontas da
micropipeta e/ou a um gradiente de difusdo distinto ao redor da gota gotejada
(Pasteran et al., 2021).
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A determinacdo da CIM por outros métodos, como o teste utilizando
fitas com gradiente de concentracdes crescentes do antimicrobiano (E-test),
ou por equipamentos semiautomaticos foi desencorajada pelo EUCAST e
CLSI, e seu desempenho foi questionado (Pasteran et al., 2021). Jayol et al.,
2018 verificou que o sistema automatizado nao era confiavel para a deteccao
de heterorresisténcia a colistina em isolados de enterobactérias. Tan e Ng,
2007, também ndo encontraram uma boa correlacdo utilizando o sistema
automatizado e o uso de fitas de E-test, obtendo resultados que n&o eram
confiaveis para detectar resisténcia a colistina, e os resultados exigiam
confirmacédo por um método padréao de teste de CIM. Além disso, 0 método
de difusdo em disco néo é confiavel para medidas de resisténcia a colistina in
vitro devido ao fato de antimicrobianos de grande peso molecular, como
polimixinas, difundirem lentamente em &gar, resultando em pequenas
diferencas no tamanho das zonas de inibicdo entre isolados suscetiveis e nédo
suscetiveis (Chew et al., 2017; Hindler e Humphries, 2013; Landman,
Salamera e Quale, 2013; Poirel, Jayol e Nordmann, 2017; Pasteran et al.,
2021).

O CLSI recomenda além do teste de microdiluicdo em caldo, o teste de
eluicao de disco em caldo (CBDE) e o agar diluicdo para colistina e apenas a
microdiluicdo em caldo para polimixna B. Ja o BrCast indica apenas a
utilizacdo da microdiluicdo em caldo para ambos os farmacos (CLSI, 2022;
BrCast, 2022). Podemos observar que embora o mercado ofereca sistemas
automatizados, existem varios desafios para utilizacdo das polimixinas e o

padréao ouro continua sendo a microdiluicdo em caldo.

Como a emergéncia da resisténcia a colistina € um fendmeno global
recente, a implementacao de ferramentas de triagem rapidas e confiaveis para
detectar e analisar patdgenos resistentes a colistina de modo a adaptar o
tratamento do paciente € uma abordagem necesséaria. Além disso, a
heterorresisténcia a colistina € um fenbmeno que é amplamente subestimado
(Bardet e Rolain, 2018). Nossos resultados demonstraram que 190 isolados
de Salmonella spp. (18,5%), foram caracterizados como resistentes a colistina

e polimixina B pelo teste da gota. Estes resultados foram posteriormente
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submetidos ao método padréao que é a microdiluicdo em caldo, que confirmou
a resisténcia a ambos os antibioticos em 124 isolados (65%), e entre os 57
isolados de EXPEC resistentes a colistina no teste da gota, 56 (98%)
apresentaram resultado resistente (CIM = 4ug/mL) no teste da CIM. A eficacia
do teste da gota néo foi verificada neste estudo, uma vez que, a CIM néo foi
realizada no namero total de cepas estudadas e o método foi utilizado apenas
para triagem, porém, nossos resultados mostraram uma eficacia maior que o
estudo realizado por Pasteran e colaboradores (2020), que identificaram que
52% dos isolados triados pelo teste da gota foram categorizados como
resistentes a colistina utilizando o teste de microdiluicdo em caldo. Ja
Conceicéo-Neto e colaboradores (2020), identificaram 74% de sensibilidade
do teste da gota para K.pneumoniae, enquanto Jouy e col, 2017, verificaram
gue 100% dos isolados de E.coli resistentes foram identificados pelo teste da

gota.

Através dos resultados obtidos do teste de CIM, verificamos que 0s
valores da CIMso e ClIMgo, que representam as concentragdes necessarias
para inibir 50% e 90% das amostras para colistina em Salmonella spp, foram
de 4 pg/mL e 8 pg/mL respectivamente. Os valores da CIMso e CIMgg para
colistina em ExXPEC foi de 16pg/mL. Nossos resultados da CIM foram maiores
guando comparados com os resultados da CIM de outros trabalhos realizados
no Brasil (Morales et al., 2012; Cunha MPV, 2018), e observamos em nossos
isolados que os valores da CIM vem aumentando anualmente. Um estudo
realizado no Brasil utilizando isolados de E.coli e Salmonella de suinos
verificaram que o CIMso e CIMgo obtido para E.coli foi de 0,25 pg/mL e 0,5
pHg/mL enquanto para Salmonella foi de 1 pg/mL e 8 pg/mL (Morales et al.,
2012). Outro trabalho realizado em E.coli de diferentes fontes de origem
identificou CIMsg e CIMgo de 4pg/mL e 16 pg/mL respectivamente (Cunha
MPV, 2018). Um estudo realizado em cepas de Salmonella de origem humana
na China no periodo de 2014-2018, obteve CIMso e CIMgo de 2ug/mL e
8ug/mL, respectivamente (Luo et al., 2020).

Neste trabalho, nosso principal objetivo foi verificar qual mecanismo de

resisténcia presente nos isolados resistentes a polimixinas e, portanto
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realizamos o sequenciamento para deteccdo de mutacdes nos genes pmrA/B
e phoP/Q e PCR para identificacdo de determinantes genéticos. Foram
identificadas mutacdes tanto em pmrA/B quanto em phoP/Q. Em Salmonella
spp. identificamos 44 isolados apresentando mutagbes em pmrA e pmrB.
Apenas uma mutacao foi identificada em phoP e nenhuma mutacdo no gene
phoQ. Esses resultados sao esperados no género Salmonella, onde a maioria
das mutacdes encontradas associadas a resisténcia a colistina sdo nos genes
pmrA/B (Sun et al., 2009; Agerson et al., 2012). Muta¢bes encontradas em
pmrA como T89S e em pmrB como G73S, V74l, 183V, A111T descritas em
nosso trabalho, ja foram descritas na literatura por estarem associadas a
resisténcia a colistina (Antunes et al., 2018; Luo et al., 2020; Sevilla et al.,
2021; Matchawe et al., 2022) Um dos achados neste estudo seriam as
diversas mutagdes em pmrB, no entanto, a contribui¢do individual e os efeitos
cumulativos dos genes para a resisténcia a colistina ndo foram determinados
pois seria necessario mais investigacfes, como testes de complementagéo ou
mutagénese sitio direcionada, além da realizacdo do estudo em isolados

sensiveis a colistina.

Outro resultado obtido em nosso estudo foi que dos 80 isolados que
eram resistentes e ndo apresentavam mutacao, 50 eram do sorovar Enteritidis
e 13 do sorovar Dublin. Estes resultados sado preocupantes uma vez que S.
Enteritidis é o sorotipo de Salmonella mais frequentemente relatado em
infeccbes humanas, principalmente associado a surtos de doencas
transmitidas por alimentos e doencas gastrointestinais esporadicas
comumente relatado em todo o mundo. Este mecanismo de resisténcia
intrinseca a colistina associado ao grupo D1, ao qual pertence S. enterica
sorovar Enteritidis, é atribuivel ao epitopo do antigeno somético (O) e foi
descrito em 2020 por Ricci e colaboradores. O antigeno O da Salmonella do
grupo D1 difere do grupo B, pois possuem tivelose no lugar da abequose como
acucar do ramo lateral. O aumento da suscetibilidade a colistina em
Salmonella do grupo D também pode ser devido a uma mutacao frameshift no
gene rfc, que codifica a polimerase do antigeno O (Ricci et al., 2020; Fortini et

al., 2022). A hipotese é que o truncamento da proteina Rfc causado pela
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mutacdo frameshift ocasiona uma montagem e polimerizacéo ineficiente das
subunidades do antigeno O, resultando em um LPS rugoso e uma membrana
celular mais permeavel. Este estudo demonstrou que o epitopo do antigeno
O, seja devido a montagem ineficiente ou substituicdo por outro tipo, pode
governar o nivel de suscetibilidade a colistina em S. enterica. Embora os
acucares sejam muito semelhantes em estrutura, diferindo apenas na posicéo
de um grupo hidroxila, essa diferenca sutil entre abequose e tivelose pode ser
a causa da suscetibilidade reduzida a colistina observada nos diferentes
sorotipos. Uma explicacdo é que a tivelose pode impedir a molécula de
colistina de atingir seu alvo, pois o componente LPS da membrana externa
bacteriana € o alvo celular inicial das polimixinas (Ricci et al., 2020; Fortini et
al., 2022).

Em nosso estudo, dos 33 isolados resistentes a colistina e polimixina
B, cujo sorovar ndo eram do grupo D1, 19 isolados apresentaram mutacdes
em pmrA e/ou pmrB, porém 14 isolados ndo apresentaram mutagfes ou
genes de resisténcia plasmidial. Estes resultados demonstram que apesar dos
isolados ndo apresentarem resisténcia intrinseca associada ao antigeno O, e
nem mutagdes no sistema de dois componentes, outro mecanismo nao
identificado conferiu resisténcia a estes isolados. Vale a pena ressaltar que
outros genes associados as modificacdes do lipidio A no LPS, e que estéo
associados a resisténcia a colistina ndo foram incluidos neste estudo, como o
gene mgrB que codifica uma proteina transmembrana, que regula
negativamente o sistema PhoP/Q, que também pode desempenhar um papel
na resisténcia a colistina através de modificacbes das cargas negativas do
LPS (Poirel et al., 2015).

Em nosso trabalho, identificamos diferentes mutacbes nos genes
pmrA/B e phoP/Q de E. coli extraintestinal de isolados humanos. Substituicdes
encontradas em PmrA (T31S, G144S) em PmrB (H2R, A242T, A360V,
E123D, D283G, V351L) e em PhoP (144L) tem sido descritas na literatura
conferindo o fenoétipo de resisténcia a colistina (Gallardo et al., 2021; Luo et
al., 2017 Sato et al., 2018; Wang et al., 2020; Zakaria et al., 2021; Quesada
et al., 2015; Delannoy et al., 2017; Kuang et al., 2020; Han et al., 2020). Em
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E.coli foram observadas diferentes mutacdes tanto em phoP quanto em phoQ
e neste género € observado a descricdo de aumento da CIM quando ha
mutacdes nestes genes do sistema de dois componentes (Kuang et al., 2020).
Estes resultados sao importantes, pois estudos do mecanismo de resisténcia
a colistina em E.coli de origem humana ainda sdo escassos em nosso pais,
uma vez que, grande parte dos estudos sdo voltados para animais de
producdo que sdo considerados os grandes reservatorios da resisténcia

antimicrobiana associada as polimixinas (Shen et al., 2016).

Com a descoberta do gene mcr-1 em 2015 (Liu et al., 2016), o governo
chinés baniu a utilizacdo de colistina como promotor de crescimento animal
em 2017, pois foi verificado que desde a sua descoberta foram relatadas
bactérias positivas para este gene em animais, carnes para consumo,
humanos, e no meio ambiente ao redor do mundo. Além disso, até o0 momento,
dez variantes de mcr foram identificadas (Wang et al., 2020, Hussein et al.,
2021; Xu et al., 2021). Um estudo realizado por Wang e colaboradores (2020)
verificou que em curto prazo, a retirada da colistina da racédo animal na China
reduziu significativamente a resisténcia a colistina e a prevaléncia de mcr-1
tanto em animais como em homens. No Brasil, 0 Ministério da Agropecuaria,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) publicou a instru¢cdo normativa n° 45, de
22 de novembro de 2016, onde proibe em todo o territério nacional, a
importacdo e a fabricacdo da substancia antimicrobiana sulfato de colistina,
com a finalidade de aditivo zootécnico melhorador de desempenho na
alimentacdo animal. Porém, trabalhos indicam que embora o Brasil e a China
ja tenham banido o uso de colistina na agricultura, a evidéncia de que o mcr-
1 pode se espalhar em ambientes hospitalares mesmo na auséncia do uso de
colistina, bem como na comunidade, levanta a possibilidade de que a
disseminacgao do mcr-1 possa nao ser contido por essas proibi¢cdes (Huang et
al., 2017; Wang et al., 2018).

Em nosso estudo, além do plasmideo do grupo IncX4 encontrado em
17 isolados de EXPEC, e em um isolado de Salmonella, também foi tipado
em quatro isolados o plasmideo do grupo IncF, que apesar de ter sido pouco

Relatado na literatura carreando o gene mcr, € um plasmideo epidémico
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frequentemente associados a dispersdo de genes de resisténcia bacteriana
(Mcgann et al., 2016; Wang et al., 2017; Oliveira et al., 2018; Shafig et al.,
2019). Até o momento, os plasmideos que abrigam mcr-1 foram tipados como
plasmideos dos grupos Incl2, IncX4, IncHI1, IncHI2, IncF, IncFl, IncFll e IncP
(McGann et al., 2016; Sun et al., 2017; Lima, Domingues e Silva., 2019). O
plasmideo IncX4 é difundido em varias espécies como E. coli, S. enterica e
Klebsiella pneumonie, de origens diversificadas que vao desde humanos,
animais, até produtos de origem animal em muitos paises, como China,
Dinamarca, Reino Unido (Doumith et al., 2016; Webb et al., 2016;
Falgenhauer et al., 2016; Lima, Domingues e Silva, 2019). E importante
lembrar que plasmideos IncX4 portadores de mcr-1 podem ocorrer em
isolados que produzem ESBL e em Enterobacteriaceae produtoras de
carbapenemases apresentando ameaca a saude publica (Yu et al., 2016; Li
et al., 2016; Sekyere, 2018).

Entre os paises com isolados de S. enterica produtores de mcr, a China
€ 0 mais frequente, em seguida, os paises da Europa abrigaram uma grande
diversidade de variantes de mcr isolados de origem animal e humano (Portes
et al., 2022). Nas Américas, o0 Brasil apresenta a maior frequéncia, seguido
pela Coldbmbia, Canadéa e Estados Unidos (Portes et al., 2022). Entre mais de
2.600 sorotipos de Salmonella, S. Typhimurium foi o sorovar frequentemente
associado por carrear os genes mcr (Nang et al., 2019; Portes et al., 2021;
Zhang et al., 2022)

No Brasil, encontramos E. coli isolada de agua de coOrrego nas
imediagcOes urbanas albergando o gene mcr-1 em associagdo com genes de
beta-lactamases blactx.m2 e blacmy-2 (Furlan et al., 2021), E.coli carreando
mcr-1 recuperada de aguas costeiras turisticas no Nordeste do pais (Cordeiro-
Moura et al., 2022), além de E. coli isolada de aves carreando mcr-1 (Barbieri
et al., 2021; Chiba et al., 2019). Em S. enterica no Brasil, o gene mcr-1 foi
identificado em alimentos (Rau et al., 2018; Rau et al., 2020), em suinos (Vilela
et al., 2022), em carne de aves (Moreno et al., 2019) e causando infec¢des no

homem (Dos Santos et al., 2020).
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Em nosso trabalho, verificamos que ainda € raro o0 gene mcr-1 em
Salmonella, porém em EXPEC, o gene foi identificado em 21 isolados, que é
um resultado alarmante, uma vez que, 0 gene mcr € comumente identificado
em E.coli isolado de animais e ambiente (Shen et al., 2016). No caso de
isolados humanos, a EXPEC é comumente encontrada em infec¢des do trato
urinario e portanto, vem sendo encontrada maior proporcdo de mcr-1 neste
tipo de isolados (Wu et al., 2021) Além disso, estudos demonstram que é
possivel a transmissdo de E. coli carreando mcr-1 entre animais de

companhia e humanos (Zhang et al., 2016).

A tipagem pela PFGE foi realizada nos isolados de E.coli positivos para
0 gene mcr-1, com o objetivo de verificar a diversidade genética encontrada
entre elas e evidenciou 18 perfis genéticos, com porcentagem de similaridade
de 54,5% entre os isolados. Podemos observar que as amostras de E.coli
isoladas de humano, revelaram diferentes pulsotipos, sem nenhum clone
principal. Estes resultados obtidos em EXPEC € preocupante pois a
disseminacdo das variantes de mcr é de grande preocupacdo para a
seguranca alimentar e saude publica, e é urgente aumentar a vigilancia e
controlar a disseminacéo de genes mcr, pois vem se notando um aumento
significativo de deteccdo. Estudos demonstram que isolados de E. coli
produtores de mcr-1 de aves aumentaram de 5,2% em 2009 para 30% em
2014 na China (Shen et al., 2016). Em outro estudo retrospectivo da China, o
primeiro isolado de E. coli produtor de mcr-1 de ave foi encontrado na década
de 1980, o que correspondeu ao inicio do uso de colistina na pecudria como
aditivo alimentar (Shen et al., 2016; Zhang et al., 2022) e estudos vem
observando que o gene ja circulava em Salmonella 4,[5],12 :i:- isolado de
humano em 2001 (mcr-9) nos Estados Unidos (Zhang et al., 2022). Outros
estudos ainda apontam que o gene mcr pode estar contribuindo para uma
disseminacao silenciosa, uma vez que a variante mcr-9 ndo ocasiona o
fendtipo de resisténcia em alguns hospedeiros, mas esta variante esta em
plasmideos epidémicos que podem potencialmente ser transferidos para
outros patégenos (Kieffer et al., 2019; Wang et al., 2021).
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7. CONCLUSAO

Este estudo mostrou a pequena participacdo de genes de origem
plasmidial mediando a resisténcia a polimixina em isolados de Salmonella de
origem humana e ndo humana que circulam em nosso pais. Por outro lado,
mostrou que em EXPEC a prevaléncia destes genes é maior, associada a
plasmideos do tipo IncX4 presentes em diferentes perfis genéticos (PFGE).
Foram encontradas as mutacdes classicas descritas na literatura associadas
a resisténcia a polimixinas em ambos os géneros. Este estudo confirma a
necessidade de levantamentos epidemiolédgicos prospectivos, uma vez que o
conhecimento atual ainda é escasso em nosso pais, e estudos demonstram
que a distribuicdo de mcr pode estar subestimada. E necessario monitorar os
mecanismos de resisténcia a colistina para permitir estratégias eficazes de
controle, uma vez que ela € um dos antimicrobianos de Ultimo recurso para
tratamento de infeccdo bacteriana e a resisténcia a este farmaco tornou-se

um grave problema de saude publica.
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