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EPIGRAFE

“A persisténcia ¢ o menor caminho do éxito”

Charles Chaplin
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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-Graduaciao em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

ATIVIDADE IN VITRO DA TILDIPIROSINA CONTRA CEPAS CLINICAS DE
Haemophilus parasuis
Autor: Priscila Rodrigues Peres
Orientador: Rafael Frandoloso

Passo Fundo, 31 de julho de 2018

A cadeia produtiva de carne suina ¢ uma das mais importantes no Brasil e
progressivamente vem se desenvolvendo, atualizando e se destacando em nivel mundial. Entre
os desafios sanitarios de maior importancia para a suinocultura industrial destacam-se as
doencas respiratéria, as quais sdo altamente transmissiveis dentro de uma unidade de producao.
Entre os patogenos relacionados com o complexo respiratorio suino, o Haemophilus parasuis
(Hps) emerge como um dos principais, acometendo especialmente leitdes nas fases de creche e
gerando importantes perdas econdmicas para a industria. A vacina¢do destaca-se como a
principal forma de prevengdo da doenga, porém as atuais vacinas comerciais ndo garantem
imunidade cruzada protetora em razao da alta variabilidade fenotipica das cepas clinicas.
Consequentemente, falhas de protecdo ocorrem especialmente quando a granja esta infectada
com um sorovar diferente daquele contido na vacina. Assim, torna-se indispensavel o uso de
antimicrobianos para tratar os animais doentes, como também o monitoramento periddico dos
antibidticos utilizados com este proposito, em razdo do continuo aparecimento de cepas
resistentes, o que dificulta predizer a eficacia de qualquer molécula sem uma avaliagdo prévia.
A tildipirosina ¢ um macrolideo de tltima geragao que comecou a ser utilizada recentemente
em suinos no Brasil, e sua estrutura quimica visa dificultar a emergéncia de resisténcia
bacteriana. Em razao da importancia da continua avaliagdo de antibidticos contra bactérias de
interesse na suinocultura, nesta dissertagdo, avaliamos o perfil de susceptibilidade de 100 cepas
clinicas de H. parasuis a tildipirosina. Todas as cepas foram isoladas de suinos com doenga de
Glasser, sendo 58 procedentes de sitios sistémicos (articulagdo, peritonio, pericardio e cérebro)
e 42 recuperadas do tecido pulmonar. Cada cepa representa um caso clinico individual de GD.
O teste de susceptibilidade a tildipirosina foi realizado pela técnica de microdilui¢do em caldo,
avaliando-se a concentragdo inibitoria minima (MIC) do produto (0.03 — 256 ug/ml). Nossos
resultados demonstram que em geral as cepas clinicas de H. parasuis apresentam sensibilidade
a tildipirosina, com MICso e MICoo de 0.25 e 32 pg/ml, respectivamente. Na analise de
susceptibilidade em relagdo ao sitio de isolamento da amostra, observamos que as cepas de
origem sistémica apresentaram CMIso (0.25 pg/ml) superiores as observadas nas cepas de
origem pulmonar (0.12 pg/ml). Levando em consideragdo a concentracdo tecidual maxima da
tildipirosina a partir da administragdo em suinos da dose terapéutica (4 mg/kg) do produto
comercial Zuprevo® (MSD, Brasil), 72% das cepas poderiam ser eficientemente combatidas.
Um pequeno ajuste de dose, a partir das MICs encontradas, poderia aumentar a amplitude de
eficacia do produto. No entanto, ndo seria suficiente para combater 8% cepas, as quais
demonstraram-se altamente resistentes ao antibidtico. Em sintese, nossos resultados indicam
que tildipirosina pode ser recomendada para o tratamento clinico de suinos com doenga de
Glésser, no entanto, em razao da presenca de cepas ja resistentes ao antibiotico, o teste de MIC
deve ser periodicamente utilizado para (i) determinar a dose terapéutica e (ii) monitorar a
evolucdo de resisténcia de H. parasuis a tildipirosina.

Palavras-chave: Haemophilus parasuis, doenga de Glasser, tildipirosina, MIC.
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ABSTRACT

Master’s Dissertation
Programa de Pés-Graduaciao em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

IN VITRO ACTIVITY OF TILDIPIROSINA AGAINST CLINICAL STRAIN OF
HAEMOPHILUS PARASUIS

Author: Priscila Rodrigues Peres
Advisor: Rafael Frandoloso
Passo Fundo, 31 de Julho de 2018

The pork production chain is one of the most important sectors in Brazil and it is continuously
in progress in order to get high development, updating and global recognition. The respiratory
diseases of swine are considered a high animal health challenge for industrial pig farms since
they can be highly transmissible within a production unit. Amongst the pathogens related to the
swine respiratory complex, Haemophilus parasuis has emerged as one of the most important
and it affects piglets mainly in the nursery phases producing important economic losses for the
industry. Vaccination stands out as the main form of prevent Glésser’s disease (GD), but the
current commercial vaccines do not guarantee protective cross-immunity due to the high
phenotypic variability of the clinical strains of H. parasuis. Consequently, protection failures
occur especially when the farm is infected with a serovar different from those contained in the
vaccine. Thus, the use of antimicrobials to treat diseased animals is essential, as is the
surveillance of the susceptibility profile of the antibiotics used for this purpose, due to the
continuous appearance of resistant strains, which makes it difficult to predict the efficacy of
any molecule without prior evaluation. Tildipirosin is a last generation macrolide that has been
recently used in pigs in Brazil, and its chemical structure is aimed at hindering the emergence
of bacterial resistance. Due to the importance of continuous evaluation of antibiotics against
bacteria able to trigger diseases in pigs, here, we have evaluated the susceptibility profile of 100
clinical strains of H. parasuis to tildipirosin. All strains included in this study were isolated
from pigs with Glisser's disease. From the total, 58 strains were isolated from systemic sites
(joints, peritoneum, pericardium and brain) and 42 were recovered from lung tissue. Each strain
represents an individual clinical case of GD. The tildipirosin susceptibility test was carried out
using the broth microdilution technique, evaluating the minimum inhibitory concentration
(MIC) of the product (0.03 - 256 pg / ml). Our results demonstrate that in general the clinical
strains of H. parasuis are susceptible to tildipirosin, with MICso and MICyg of 0.25 and 32 g/
ml, respectively. The tildipirosin susceptibility analysis relative to the sample isolation site
showed that the strains from systemic sites presented a MICso (0.25 pg/ml) higher than those
observed in strains of pulmonary origin (0.12 pg/ml). Taking into account the maximum tissue
concentration of tildipirosin after parenteral administration of the therapeutic dose (4 mg / kg)
of the commercial product Zuprevo® (MSD, Brazil), 72% of the strains could be potentially
affected. A small dose adjustment taking into consideration the MICs values could increase the
breadth of the efficacy of the product. However, it would not be sufficient to treat 8% of the
strains, which have been shown to be highly resistant to the tildipirosin. In summary, our results
indicate that tildipirosin may be recommended for the clinical treatment of pigs suffering
Gléasser's disease, however, because of the presence of strains already resistant to the antibiotic,
the MIC test should be periodically used to (i) determine the therapeutic dose and (ii)
monitoring the H. parasuis susceptibility profile to tildipirosin.

Key words: Haemophilus parasuis, Glasser's disease, tildipirosin, CMI.
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1. INTRODUCAO

A doenga de Glésser (DG) ¢ uma enfermidade infectocontagiosa provocada pelo
Haemophilus parasuis (H. parasuis), uma bactéria Gram negativa pertencente da familia
Pasteurellaceae. A DG afeta principalmente suinos jovens criados em sistemas intensivos de
produgdo e, as perdas econdmicas desta patologia, posicionam a DG entre as principais doencas
que acometem leitdes na fase de creche (1).

O H.parauis ¢ uma bactéria imovel, as suas colonias sdo pequenas, translucidas e nao
hemoliticas, morfologicamente apresenta-se como um simples bastonete a longas e
filamentosas cadeias, sendo comumente encontrada na cavidade nasal de suinos saudaveis (2).

A prevencdo da DG ¢ feita por meio do uso de vacinas, no entanto, surtos da doenga
mesmo em granjas vacinadas sdo frequentes e demandam o uso de antimicrobianos. Em
paralelo, programas preventivos baseados na administracdo de antimicrobianos na agua de
beber ou mesmo na rac¢ao, em diferentes momentos da produgdo do suino (especialmente na
fase de creche, crescimento/terminagdo), sao uma realidade no Brasil (3) e despertam
preocupacdo em razdo do alto risco de inclusdo de resisténcias antimicrobianas a patégenos
veterindrios € humanos. Em razao deste risco, diferentes paises da Unido Europeia baniram o
uso de antimicrobianos na prevencao de doengas de suinos ha mais de 18 anos (4) e, de forma
mais recente, os Estados Unidos da América passaram a restringir o uso de 8 classes de
antimicrobianos, dentre estes: aminoglicosideos, cefalosporinas, lincosaminas, macrolideos,
penicilinas, estreptograminas, sulfonamidas e tetraciclinas como produtoras de crescimento
animal (5)

A preocupagao com o uso de antimicrobianos ¢ tamanha que a Organizacdo Mundial
da Saude lancou um comunicado destacando a resisténcia aos antimicrobianos como uma
importante ameaga a saude publica global (6). Na mesma linha, um estudo prospectivo destaca
que se medidas regulatorias em relagdo ao uso de antimicrobianos ndo forem instituidas de
imediata o mundo assistira a morte de ~ 10 milhdes de humanos por ano em 2050 (4).

O uso extensivo e descontrolado de antimicrobianos esta aumentando a resisténcia de
importantes bactérias que acometem o trato respiratorio dos suinos, assim como o risco de
transmissdo dos genes responsaveis pela resisténcia para microbiota dos seres humanos (7).

Atualmente, as moléculas antimicrobianas utilizadas para prevencao e tratamento de H.
parasuis estdo perdendo a sua eficacia clinica, esgotando-se o arsenal terapéutico disponivel,
resultados de estudo indicam que as cepas clinicas de H. parauis apresentam alta resisténcia a

gentamicina, bacitracina, lincomicina e tiamulina (8).
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Portanto, ¢ vital que se garanta a eficdcia continua de compostos criticamente
importantes no tratamento de doengas tanto na area humana como também animal, ja que
humanos e animais constituem reservatorios sobrepostos de resisténcia e uma abordagem
integrada, que leva isso em conta ¢, de fato, necessario.

O perfil de susceptibilidade antimicrobiana ao ser determinado antes do tratamento, de
acordo com as diretrizes que encorajam o uso racional de antimicrobianos (9,10) avalia a correta
susceptibilidade bacteriana a antimicrobianos e garante uma terapia empirica ou dirigida
adequada. Além de apoiar os profissionais de saide na escolha do antimicrobiano mais
adequado, visto que a persisténcia de agdes erradas pode evoluir para a escassez terapéutica (9).

E, entre as técnicas disponiveis para proceder esta avaliacao, a Microdilui¢do em caldo
(MIC) ¢ a mais recomendavel, pois permite ao médico veterinario avaliar a evolugao da eficicia
da droga dentro da granja. Em outras palavras, ele pode verificar se a concentracdo minima
inibitéria aumentou ou ndo ao longo do tempo. Esta abordagem deve assegurar que apenas o
antimicrobiano que exibe susceptibilidade in vitro contra a bactéria seja utilizado e, portanto,
provavelmente resultard em um sucesso terapéutico (11,12).

A tildipirosina (TIP) ¢ um novo macrolideo que comecou a ser utilizada em 2015 no
Brasil para tratamento e metafilaxia da doenga respiratéria suina (DRS) associada a
Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida, Bordetella bronchiseptica e
Haemophilus parasuis (13). A TIP é um analogo semi-sintético da tilosina e apresenta uma
estrutura quimica unica com capacidade de iludir os mecanismos de resisténcia bacteriana e
aumentar a eficécia terapéutica (13).

No presente trabalho, avaliou-se pela primeira vez no Brasil o perfil de susceptibilidade
antimicrobiana de cepas clinicas de H. parasuis provenientes de suinos com sintomas da DG
frente a molécula Tildipirosina. Os resultados deste estudo, assim como o delineamento
experimental estdo descritos no capitulo 1 desta dissertacao, em forma de um artigo cientifico,
cujo o titulo é “Atividade in vitro de Tildipirosina em isolados clinicos de Haemophilus

parasuis”.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 A INFECCAO CAUSADA POR Haemophilus parasuis EM SUINOS

2.1.1 Historico e importancia no Brasil

Em 1906, Karl Glédsser, um médico veterindrio alemdo, descreveu um processo
patologico que ocorria em leitdes jovens e que cursava clinicamente com quadros de
poliserosites e artrites (Sotherland and Simmons, 1947). Anos mais tarde, este processo foi
denominado de doenga de Glésser, o qual e ¢ causada por um pequeno bacilo Gram negativo
denominado Haemophilus parasuis.

Da mesma forma que ocorreu com outros patdogenos veterinarios, inicialmente este
microrganismo recebeu outras denominagdes. Em 1943, o agente foi denominado Haemophilus
suis devido a necessidade dos fatores V (nicotinamida adenina nucleotideo, NAD) e X (hemina
ou outra porfirina) da coagula¢do sanguinea para crescimento in vitro. E, em 1960, sofreu
modificacdo de nomenclatura para Haemophilus influenza suis. Posteriormente, Biberstein and
White (1969) (Little, 1970) por meio de analises bioquimicas verificaram que este agente nao
requeria o fator X para o crescimento, sendo conhecido atualmente como Haemophilus parasuis
(H. parasuis) (14,15).

Atualmente, a DG ¢ considerada enzodtica, estando entre as doengas respiratorias de
maior importancia em rebanhos com elevado padrdo sanitario, sendo comum o isolamento de
H. parasuis na grande maioria das granjas tecnificadas de produg@o de suinos no Brasil (2). A
DG vem se destacando devido a perda de produtividade ocasionada pelos surtos em
determinadas regides como Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo, Minas
Gerais, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, estados que detém o maior rebanho de suinos
segundo a Associacdo Brasileira da Industria produtora e exportadora de carne suina,
provocando prejuizos econdmicos com gastos com medicamentos, alta mortalidade de suinos
de recria e condenagao de carcacas (16).

Diante deste cendrio, ¢ importante destacar que a Suinocultura Industrial ¢ uma das
atividades mais expressivas do agronegdcio Brasileiro. O Brasil ¢ o quarto maior produtor e
exportador de carne suina do mundo (Tabela 1), com 3,3 milhdes de toneladas produzidas
anualmente e deste total, aproximadamente 600 mil toneladas sdo exportadas para 70 paises

(17). No quarto trimestre de 2017 o principal destino da carne foi Russia (34,6% de
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participagdo), seguida de Hong- Kong e China (17). Esses trés paises totalizam 63,1% do
mercado importador de carne suina do Brasil (18). Portanto, o conhecimento e o controle do H.
parasuis nesta espécie sdo de elevada importancia, assumindo que a infecgdo causada por este

agente pode comprometer a sanidade suina e afetar significativamente a economia do pais.

Tabela 1. Dados de producdo e exportacdo de suinos no Brasil nos anos de 2014 a 2016.

Producio Exportacao Exportacao/ Receita
Local Ano ] ) .
(mil ton) (mil ton) (milhdes US$)
2014 3.471,7 505,8 1.606
2015 3.643 555,1 1.279
Brasil
2016 3.731 732,9 1.483

Fonte: ABPA, 2017.

2.1.2 Etiologia

O H. parasuis é uma bactéria Gram negativa, ndo hemolitica, im6vel, microaerofila e
pertencente a familia Pasteurellaceae. Morfologicamente apresenta-se bastante pleomorfico,
variando de simples coco-bacilos a longas e filamentosas cadeias bacilares. O cultivo de H.
parasuis ndo é convencional e exige meios de cultivo suplementados com nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD ou fator V da coagulagio). Agar chocolate, agar Nicolet e agar ou caldo
PPLO (pleuropneumonia like-organism) suplementado com NAD e glicose sdo os meios mais
utilizados para cultivar este microrganismo (19). Na auséncia destes meios enriquecidos, pode-
se utilizar agar sangue contendo uma estria central de Staphylococcus aureus (produtor de
NAD), e neste caso, as colonias de H. parasuis crescem ao seu redor da estria de S. aureus,
gerando o fendmeno conhecido por “Satelitismo” (19). Apds um periodo de incubagdo de 24-
48 horas a 37°C em atmosfera contendo 10% de CO-, as coldnias sdo pequenas, translicidas e
nao hemoliticas (20).

A identificacdo desta espécie € baseada nas caracteristicas morfologicas e bioquimicas.
H. parasuis ¢ um microrganismo negativo para produgdo de urease, oxidase e indol, positivo
para producao de catalase, ¢ ndo realiza a redugdo de nitratos a nitritos. Com relagdo aos
carboidratos, ¢ um fermentador de glicose, galactose, manose, frutose, sacarose e maltose (21).

Para a classificag@o fenotipica de H. parasuis o método mais utilizado ¢é a sorotipagem

embora a tipificagdo molecular tem substituido progressivamente as técnicas sorologicas
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classicas. A sorotipagem pode ser realizada pela técnica de imunodifusdao em gel de agar
(IDGA), conhecida como esquema de Kielstein-Rapp-Gabrielson (KRG) (22). Assim,
utilizando-se antigenos autoclavados relacionados a polissacarideos capsulares ou da
membrana externa, as amostras sao classificadas em quinze sorovares denominados de 1 a 15.
Apesar da técnica de IDGA ser o método globalmente aceito, um nimero importante de reagdes
cruzadas entre diferentes sorovares sao observadas neste método, limitando o seu uso pelo alto
nimero de cepas clinicas ndo sorotipificaveis (NS) (22).

A partir desta limitagdo, a hemaglutinagdo indireta (HI) foi padronizada para
sorotipificar o H. parasuis. Esta técnica baseia-se na adsor¢do espontinea de antigenos de H.
parasuis sobre a membrana citoplasmatica eritrocitos ovinos (SRBC) (23,24,25). Em ambas as
técnicas, antigenos termoestaveis do microrganismo alvo de tipifica¢do sdo enfrentados a um
painel de antissoros policlonal especifico para cada sorovar de referéncia de H. parasuis (26).

Mais recentemente, nosso grupo propds uma modificagdo na técnica classica de HI de
modo a aumentar resolucao do teste, bem como, repetitividade desta técnica entre laboratorios.
A modificagdo realizada consistiu em utilizar o acido tanico para tratar previamente os
eritrocitos ovinos e deixa-los com maior capacidade de adsorver os antigenos de H. parasuis.
Os resultados desta modificagdo demonstraram (a) que o processo de adsor¢do ¢ mais estavel e

(b) melhora a capacidade de atribuicao de sorovares especificos aos isolados clinicos (27).

2.1.3 Epidemiologia no Brasil

O H. parasuis esta amplamente distribuido no mundo e dentro da espécie “parasuis”,
quinze sorovares (SVs) diferentes sao descritos, levando em consideracao a composi¢cdo dos
polissacarideos capsulares ou daqueles vinculados @ membrana externa (22). Recentemente,
utilizando uma PCR longa desenhada sobre os genes funA e wza, os quais estido localizados no
comego ¢ ao final do locus que contém os genes que codificam a capsula de H. parasuis, 9
novos padrdes capsulares foram propostos, aumentando ainda mais a diversidade fenotipica
deste patogeno (28). Além desta diversidade, também existem diferencas em relagdo a
viruléncia dos sorovares. Os SVs 1, 5, 10, 12, 13 e 14 sao altamente virulentos; os SVs 2, 4, 8
e 15 sdo considerados moderadamente virulentos, € os SVs 3, 6, 7, 9 e 11 sdo classificados
como de baixa viruléncia ou mesmo, nao virulentos (22).

No Brasil, ha poucos estudos sobre a distribui¢do e prevaléncia de sorovares de H.
parasuis. Santos et al. (1997) tipificaram 321 isolados clinicos de H. parasuis ¢ os SVs mais

encontrados foram 1, 4, 5 e 12 e 8,7% das cepas foram nao tipificaveis (NS) (29). Por outro
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lado, Macedo et al. (2011) sorotificaram por IDGA 63 isolados clinicos entre os anos de 2000
a2007 e, descreveram a ocorrénciados SVs 1,2, 4,5, 6,9 e 14, todos considerados de viruléncia
moderada a alta (30). Na mesma linha, Moreno et al. (2011) tipificaram 50 isolados procedentes
de 21 granjas da regido centro-oeste e encontraram os SVs 2, 4, 5, 13, 14 (31). Mais
recentemente, Lorenson et al. (2016) através da técnica HIM demonstraram a circula¢ao dos
SVs 1,2,4,5, 12, 14 no estado do Rio Grande do Sul (27). Nas trés pesquisas mais recentes o
SV4 foi o mais prevalente (27,30,31).

Em 2017, nosso grupo analisou 460 cepas clinicas de H. parasuis provenientes de dez
estados brasileiros e demonstrou que os SVs mais prevalentes relacionados com surtos de DG
no pais sao os SVs 4 (26.6%), NS (17.6%), SV 1 (13.1%), SV 14 (12.6%) e SV 5 (10.7%) (28).
Os SV2 e SV 13 foram detectados apenas em SC, MT e MG, enquanto que o SV 12 foi restrito
ao RS (28).

2.1.4 Patogenia e fatores de viruléncia

O H. parasuis coloniza o trato respiratorio superior dos suinos saudaveis durante as
primeiras semanas de vida, e a infeccdo sistémica ¢ prevenida pela presenca de anticorpos
maternos transferidos pelo colostro (32). No entanto, o decréscimo dos titulos de anticorpos
especialmente entre a quarta a sexta semana apos o desmame pode predispor o desenvolvimento
da doenca de Glisser. Por outro lado, alguns animais tornam-se portadores assintomaticos do
H. parauis e passam a ser uma fonte de infec¢do para os suinos susceptiveis na creche (23). A
transmissdo ocorre principalmente do contato direto entre os animais (22) e fatores como
estresse, transporte, quedas de temperatura, misturas de lotes de véarias origens durante a fase
de creche, sao fatores predisponentes para a ocorréncia de doencas respiratdrias em suinos e,
entre elas, a DG (34).

A patogénese bacteriana envolve multiplos mecanismos até o estabelecimento da
doenga, como a entrada do patégeno no hospedeiro, invasdo das defesas do organismo,
multiplicagdo da bactéria e danos dos tecidos (35). No que se refere ao H. parasuis, pouco se
sabe sobre os mecanismos de patogenicidade envolvidos na patogénese da infeccdo. No entanto,
hoje ¢ de comum acordo que o sitio inicial de colonizac¢do seja a mucosa do trato respiratorio
superior (36).

Com intuito de entender os mecanismos envolvidos na patogénese da infecgdo,
Frandoloso et al. (2011) utilizaram ensaios funcionais para comparar o potencial de adesdo e

invasao de cepas virulentas e ndo virulentas em células epiteliais e endoteliais. Os resultados
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destes estudos demonstram que H. parasuis possui mecanismos capazes de alterar a morfologia
das células PK-15 e que estas alteragdes sao necessarias para aumentar a aderéncia do patogeno.
Estas alteracdes nao acontecem em células endoteliais, no entanto, em ambas células o H.
parasuis consegue se internalizar (37,38).

Ao colonizar a mucosa respiratoria o H. parasuis utiliza uma protease capaz de clivar a
regido Fab da imunoglobulina A (IgA) (39) e assim evadir a principal defesa especifica presente
neste sitio. Apds, dependendo da viruléncia do sorovar, o microrganismo migra para o ouvido
médio ou a traqueia desencadeando um processo inflamatério que induz a liberagdo de
interleucinas IL-6 e IL-8. Como consequéncia, alteragdes vasculares sdo induzidas, as quais
facilitam a entrada do patdgeno no sistema circulatorio, bem como, sua a difusao sist€émica (36).
Cepas virulentas de H. parasuis sdo capazes de reduzir a atividade fagocitica de macrofagos
alveolares, favorecendo a persisténcia bacteriana e multiplicagdo nos pulmdes (35, 40). Por
outro lado, embora exista um retardo no processo de fagocitose, 0 mesmo nao ocorre em relagdo
a producao de mediadores pré-inflamatorios liberados pelos macrofagos, os quais contribuem
para a doenga (40).

A viruléncia associada a lipooligossacarideos (LOS) e ou outros polissacarideos parece
ser variavel conforme o sorovar (35). Biologicamente, o LOS de H. parasuis esta associado ao
processo de adesdo e indugdo das interleucinas IL-8 e IL-6, moléculas que desempenham um
papel importante na inflamacao e no desenvolvimento de lesdes tipicas observadas na DG (41).
Um fator determinante para a sobrevivéncia ¢ replicagdo de H. parasuis no hospedeiro consiste
na sua capacidade de adquirir Ferro. O ferro ¢ um nutriente essencial para a sobrevivéncia de
todos os seres vivos pois participa de importantes processos biologicos que vao deste a geragao
de energia e replicagdo do DNA até o transporte de oxigénio e protecdo contra o estresse
oxidativo (42). O H. parasuis possui um sistema de captacao de ferro baseado em duas proteinas
com alta afinidade pela transferrina suina localizadas na membrana externa, as quais sdo
denominadas de Tbps (transferrin binding proteins) A e B. A proteina TbpA consiste numa
proteina integral de membrana que forma um poro conectando o espago extracelular com o
periplasmatico. A segunda proteina ¢ TbpB, uma lipoproteina que estd ancorada na membrana
externa e tem como fungao capturar a transferrina suina carregada com ferro (halo tranferrina)
(42).

Durante o processo de infeccdo, o H. parasuis aumenta a expressdo destas duas
proteinas de modo a superar a nutri¢do imunolédgica e assim conseguir adquirir ferro a partir da
transferrina. Xie et al. (2009) sugeriram que a restri¢do de ferro pode sinalizar a colonizagio

bacteriana, pois verificaram que além da expressdo do operon tonB-exbBD-tbpAB, também



21

ocorre a expressao dos genes yfeCD e plA, os quais estdo relacionados com a sintese de capsula
e fimbrias, respectivamente (43).

Em razdo da importancia do sistema de aquisi¢do de ferro para a sobrevivéncia de H.
parasuis no hospedeiro, as proteinas TbpA e TbpB consistem em alvos ideias para o
desenvolvimento de vacinas de ultima geragdo. Nesta linha, nosso grupo desenvolveu um
antigeno vacinal mutante baseado na proteina TbpB e demonstrou in vivo sua capacidade de
protecdo contra dois sorovares virulentos de H. parasuis, SV5 e SV7 (44). Além dos estudos
na espécie alvo, Barasuol et al (2017) demonstraram os mecanismos efetores mediados por

IgGs especificas contra a proteina TbpB capazes de matar cepas virulentas de H. parasuis.

2.1.5 Sinais clinicos

Os animais acometidos pelo H. parasuis podem apresentar sinais clinicos variados,
dependendo da viruléncia da cepa clinica e do nivel de susceptibilidade do hospedeiro.
Comumente sao observados os seguintes sinais clinicos: aumento da temperatura corporal,
apatia, inapeténcia, anorexia, articulacdes inflamadas, manqueira, espirros e tosse, tremores,
incordenacdo motora, perda de peso e ocasionalmente cianose. Em alguns casos morte subita
pode ocorrer e os animais que sobrevivem a fase aguda da doenca normalmente desenvolvem

lesdes sistemas de poliserosites, as quais podem resultar na condenagdo da carcaga (33).

2.1.6 Lesdes macroscopicas e microscopicas

As principais lesdes macroscopicas encontradas em suinos com doenca de Gldsser
incluem: pleurite, pericardite, peritonite, poliartrite ¢ meningite, com exsudacdo fibrinosa ou
serofibrinosa em uma ou maultiplas superficies serosas, € as vezes areas de pneumonia
hemorragica (20). Também sao observados frequentemente no figado, rins e meninges
petéquias ou equimoses caracteristicas de septicemia aguda, além de sinais de cianose (36, 45).

Na microscopia das serosas afetadas verifica-se exsudatos compostos por fibrina e

infiltrado de neutrofilos e macrofagos (45).
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2.1.7 Diagnéstico

O diagnéstico classico ¢ baseado no histdrico clinico do rebanho, sinais clinicos,
necropsia e isolamento bacteriano. O isolamento bacteriano ¢ dificil, o método requer o uso de
“swab” estéril e com meio de transporte do tipo Stuart para diminuir a contaminagdo (33) na
coleta da amostra de exsudatos serosos do pericardio, pleura, peritonio, articulacao e liquido
cérebro-espinhal (34). E importante amostrar animais doentes e que ndo estejam recebendo
tratamento com antimicrobianos (caréncia minima de 7 dias) e evitar coletar amostras de
animais que morreram naturalmente pela enfermidade, j& que de suinos mortos tem-se menor
sucesso no isolamento de H. parasuis (20).

A interpretacdo dos resultados deve ser cautelosa. Por trata-se de um microrganismo
comensal do trato respiratorio superior dos suinos, existem diferengas importantes em termos
de viruléncia entre cepas isoladas no trato respiratdrio superior, do pulmao e de sitios sistémicos
(33). A definigao do sorovar de H. parasuis relacionado com a doenga clinica deve ser realizado
através do isolamento e tipificagdo de cepas recuperadas de sitios sistémicos, preferencialmente

de articulagdes, peritonio, pericardio e meninges (34).

2.1.8 Tratamento e prevenc¢io

O controle das infecgdes produzidas pelo H. parasuis é realizado com o uso de vacinas,
antimicrobianos (especialmente através de antimicrobianos adicionados a ra¢do ou a agua) e
boas praticas de manejo. Porém, as vacinas comerciais disponiveis no Brasil garantem prote¢ao
restrita a alguns SVs, podendo ndo serem eficazes em granjas que apresentam SVs diferentes
daqueles incluidos na composi¢ao vacinal. Nesse sentido pesquisas vém sendo conduzidas a
fim de produzir vacinas capazes de conferir ampla protegdo heterdloga contra H. parasuis (37).

Em razdo das constantes falhas de protecdo conferidas pelas vacinas comerciais na
prevengdo da doenga de Glésser, o uso de antibidticos ¢ cada vez mais frequente, gerando
diversos problemas como bioacumulagdo e mobilidade no solo favorecendo a disseminagdo de
genes de resisténcia, contaminagdo do meio ambiente, e estas bactérias resistentes de origem
animal podem atingir a popula¢do humana e ocasionar falhas terapéuticas no tratamento de
enfermidades, aumentando as estadias hospitalares e tornando mais caro o tratamento de

resisténcia a antimicrobianos (5).
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2.2 HAEMOPHILUS PARASUIS E ANTIMICROBIANOS

2.2.1 Uso de antimicrobianos na suinocultura

Na suinocultura, o uso de antimicrobianos engloba quatro formas de medicacao:
promotora de crescimento, metafilatica, profilatica e terap€utica. No sistema de promocao de
crescimento animal utiliza-se antimicrobianos em baixas dosagens incorporados via dgua ou
racdo, como modo de promover o desenvolvimento e o ganho de peso didrio. Acredita-se que
ocorra uma série de modificagdes na microbiota intestinal dos suinos, com menor atividade
imunologica na mucosa intestinal, sendo que esta pode gerar gastos metabodlicos significativos
(46). Ja na aplicacdo metafilatica, a detec¢@o dos primeiros sinais clinicos de um animal doente
envolve o uso da medicagdo a este animal e a todos os presentes no pavilhdo ou no lote (46). A
forma profilatica ¢ adotada com intuito de diminuir a probabilidade da ocorréncia da doencga e
o estabelecimento dos sinais clinicos, fornecendo doses terapéuticas por periodo de tempo curto
(46). Por fim, a terapéutica consiste em aplicar a medicacao aos suinos doentes para garantir a
saude e bem-estar dos animais (46).

O modelo atual de produgdo suina, caracterizado pela criacdo intensiva ¢ em
confinamento, ¢ uma atividade de grande potencial poluidor, por produzir residuos com elevada
carga de nutrientes (fosforo e nitrogénio), matéria organica, patogenos, metais pesados (cobre
e zinco), hormdnios e antimicrobianos (47). Muitas moléculas antimicrobianas nao sao
totalmente metabolizadas no organismo animal sendo excretados na urina e fezes. Uma vez no
ambiente, esses residuos podem acumular-se no solo, dgua superficial e subterranea (47). E,
dependendo da caracteristica quimica da molécula antimicrobiana, pode sofrer menor potencial
de bioacumulagdo e maior mobilidade no solo favorecendo a disseminacdo de genes de
resisténcia, além de causar problemas de ordem toxicoldgica a determinados organismos vivos
(48).

Existe hoje a percepcdo, quase que generalizada, de que ha excesso de uso de
antimicrobianos na producao de suinos e de que providéncias deveriam ser tomadas para reduzir
esse uso, porque alguns dos mesmos antimicrobianos sdo utilizados também na medicina
humana, elevando o risco de surgimento e disseminagdo de bactérias resistentes (49).

Diante deste fato, ha uma preocupacao frente ao aumento nas taxas de resisténcia
antimicrobiana. Desde 2006, a Unido Europeia proibiu o uso de antimicrobianos para promog¢ao

de crescimento. Os consumidores também estdo impulsionando a demanda por carne sem o uso
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rotineiro desses medicamentos. O uso generalizado de antimicrobianos em seres humanos e
animais contribuem para este problema, tornando-se uma grave ameaca a Satude Publica (9).

A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), desenvolveu orientagdes para o uso racional
de antimicrobianos nos setores humano, animal e agricola (9). Atualmente, recomenda-se o uso
prudente de antimicrobianos para promover o crescimento € prevenir doencas em animais
saudaveis, como uma forma de racionalizar a terapia veterinaria e ajudar a preservar a eficacia
dos antimicrobianos importantes para a medicina humana e veterindria, evitar a resisténcia
bacteriana, prevenir residuos acima dos limites tolerdveis em produtos animais destinados ao
consumo humano e a preveng¢ao a poluicdo ambiental (9,46).

A Organizac¢ao Mundial de Epizootias (OIE), em paralelo com o plano de agcdo da OMS
publicou a estratégica em resisténcia aos antimicrobianos e o uso prudente de antimicrobianos,
reconhecendo a importancia de um enfoque que considere as necessidades da saide humana,

saude animal, da agricultura e do meio ambiente (49).

2.2.2 Uso de antimicrobianos no tratamento da doenca de Glisser

Antimicrobianos sdo usados para o controle e tratamento da DG em suinos (50). No
Brasil, atualmente, as moléculas mais utilizadas para o tratamento das infec¢des produzidas
pelo H. parasuis sdo: amoxicilina, ceftiofur, eritromicina, doxiciclina, florfenicol,
marbofloxacina, penicilina, sulfa-trimetropim, tulatromicina, tetraciclina, tilmicosina e
tildipirosina. E dentre estes, a molécula mais nova em uso no mercado brasileiro ¢ a
tildipirosina, a qual comeco a ser comercializada na suinocultura em 2015 (13) e consiste num
antibidtico prometedor para ser utilizado em granjas com historico de bactérias respiratérias
multirresistentes.

Em razdo da importancia dos antimicrobianos no tratamento da DG, apresentamos na
tabela 2 uma revisao sobre a eficacia de diferentes antibioticos sobre isolados clinicos de H.
parasuis avaliados em diferentes paises (50, 51, 52, 53,54,55,56,57,58).

A eficacia de uma molécula farmacolédgica € descrita pela resposta terapéutica potencial
maxima que um farmaco pode induzir o seu efeito terapéutico (59). Diante dos dados
apresentados na tabela 2, observa-se que as principais moléculas utilizadas no combate a
bactéria H.parasuis, por exemplo: amoxicilina, enrofloxacina, norfloxacina, penicilina,
tetraciclina, tilmicosina e tiamulina tém perdido progressivamente sua eficacia na terapia desta
infeccdo bacteriana. Além do mais, algumas ja se apresentam ineficazes como: acido nalidixico,

estreptomicina e tilosina, consequentemente com falha na resposta terapéutica. E outras
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moléculas como: a enrofloxacina, eritromicina, norfloxacina, tulatromicina e sulfa-
trimetroprim apesar de ainda apresentarem uma certa eficacia contra o patégeno hé presenga de
ineficacia terapéutica que pode resultar em resisténcia bacteriana principalmente através do uso

imprudente destes farmacos.

Tabela 2. Resumo dos resultados de 10 diferentes estudos sobre perfil de susceptibilidade ou
resisténcia de isolados clinicos de H. parasuis a moléculas antimicrobianas usadas na clinica.

%R
Molécula (minima-m4xima) Autor
Millan et al, 2007
o 0-75
Amoxicilina Nedbalcova et al, 2013
Xuetal, 2011
Amoxicilina/Clavulanato 6,6 Brodgen et al, 2018
Xuetal, 2011
Acido Nalidixico 36,7- 84,8 Zhao et al, 2018
Brodgen et al, 2018
Xuetal, 2011
Zhou et al, 2010
Nedbalcova et al, 2013
. 0-56,7
Ampicilina Dayao et al, 2014

Aarestrup et al, 2004
Brodgen et al, 2018
De la fuente, et al, 2006
Miani et al, 2017
Zhou et al, 2010

Nedbalcova et al, 2013



Ceftiofur

Clindamicina

Ciprofloxacina

Enrofloxacina

Eritromicina

0-29,2

0-41,1

0-70,9

0-34,7

Aarestrup et al, 2004
Brodgen et al, 2018

De la fuente et al, 2006

Miani et al, 2017

Xuetal, 2011
Zhou et al, 2010
Aarestrup et al, 2004
Brodgen et al, 2018

Zhao et al, 2018

Xuetal, 2011
Zhou et al, 2010
Nedbalcovi et al, 2013
Brodgen et al, 2018
Miani et al, 2017
Zhao et al, 2018

De la fuente et al, 2006

Xuetal, 2011
Zhou et al, 2010
Dayao et al, 2014
Aarestrup et al, 2004
De la fuente, et al, 2006

Miani et al, 2017

26



Espectinomicina

Estreptomicina

Florfenicol

Gentamicina

Levofloxacina

0-23

48,2
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Portanto, apesar do arsenal terapéutico disponivel no mercado, as opgdes para o
tratamento da DG estao se reduzindo. Por isso, faz-se necessario o antibiograma para o rebanho,
pois a sensibilidade ao farmaco pode variar de acordo com a cepa presente. Além do mais,
apenas alguns antibacterianos foram desenvolvidos especificamente para saide e produgdo
animal devido aos enormes custos de desenvolvimento de antimicrobianos (por exemplo:
enrofloxacina, tilosina, tiamulina, tilmicosina, ceftiofur, tulatromicina, tildipirosina) (60). A
grande maioria dos antimicrobianos ¢ de utilizagdo humana e animal tornando-se o uso
irracional destes farmacos uma ameaca a Satide Publica. Contudo, existe apenas 1 estudo sobre

susceptibilidade antimicrobiana em H. parasuis no Brasil (8).

2.2.3 Relacao entre o uso de antimicrobianos e ocorréncia de resisténcia

O termo antimicrobiano define-se como qualquer substincia de origem natural,
semissintética ou sintética que mata ou inibe o desenvolvimento de um microrganismo,
provocando pouca ou nenhuma lesdo ao hospedeiro (60, 61). Ja o termo resistente refere-se a
aqueles microrganismos que ndo se inibem pelas concentragdes habitualmente alcangadas no
sangue ou tecidos do correspondente antimicrobiano, ou aqueles que apresentam mecanismos
de resisténcia especificos para o agente estudado ao qual perde-se a capacidade de resposta
clinica eficaz (60).

Em meados de 1930, com a descoberta de Penicilina e, posteriormente liberacao da
primeira sulfonamida, houve uma revolucdo no tratamento de doengas infecciosas (61).
Entretanto, logo foi observado que as bactérias podiam tornar-se resistentes aos
antimicrobianos, e cepas resistentes foram emergindo ap6s a introduc¢ao de novos farmacos (9).
O farmaco antimicrobiano ao penetrar na cé€lula alvo e desempenhar sua funcao, exerce uma
pressao seletiva em que sdo eliminadas as bactérias susceptiveis, mas ndo as resistentes. O
agravamento do nivel de resisténcia a um determinado grupo farmacoldgico deve-se a sua
utilizagdo excessiva e muitas vezes erronea praticada ao longo de décadas e ¢ um dos grandes
desafios no presente século (62).

A habilidade bacteriana em utilizar diversas estratégias responsaveis por torna-las
resistente aos antimicrobianos € um processo de sele¢do natural e possui origem genética (60).

A resisténcia pode ser classificada como intrinseca (natural), baseada em genes
presentes no cromossomo, € decorre de um fator inerente estrutural ou funcional associado a
espécie, género ou grupo bacteriano, ou adquirida devido a uma mutagdo do DNA ou através

da aquisi¢ao de genes por elementos genéticos moveis extra cromossomais (plasmidios, fagos,
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transposons ¢ integrons) (60). Certos elementos moveis extra-cromossomais
codificantes de resisténcias podem se autorreplicar dentro da célula e serem facilmente
transferidos (por transformacao ou transdu¢@o) entre bactérias. Esta transmissao pode ocorrer
inclusive entre bactérias comensais ndo patogé€nicas e bactérias patogénicas (61). Os genes de
resisténcia codificam diversos mecanismos que permitem as bactérias sobreviver em presenga
de antibioticos, entre eles merecem destaque a alteracdo na permeabilidade de membrana, agao
enzimatica (modificacdo ou degradag¢do da molécula), bombas de efluxo e modificagdo do alvo
(60).

A rotina de administragcdo de antimicrobianos e o desenvolvimento de resisténcia em H.
parasuis foi abordado recentemente na China; aquele estudo reportou pela primeira vez a
resisténcia ao florfenicol. A resisténcia foi atribuida a um novo plasmidio com similaridade a
outros plasmidios da familia Pasteurellaceae portando o gene florR (58). Apesar de varios
paises terem realizado estudos de susceptibilidade antimicrobiana de H. Parasuis com relatos
de isolados clinicos susceptiveis ao florfenicol, (55,52, 50, 56, 53), esta molécula ja apresenta
prevaléncia de resisténcia sugerindo-se a troca de elementos genéticos entre espécies de

Pasterellaceae associadas a infecgdes respiratorias em suinos (63).

2.2.4 Impacto da resisténcia na cadeia produtiva e satiide publica

Os antimicrobianos sao essenciais para a saide humana e animal. Na producao animal,
0 uso de antimicrobianos pode produzir beneficios, como preven¢do e controle de infec¢des
entéricas, producdo de alimentos mais seguros, maior bem-estar animal, maior eficiéncia de
producao e menor custo de produgdo (46). Mas, existe um elevado risco de ocorréncia de falha
terapéutica em humanos, devido a transferéncia de bactérias resistentes pela cadeia alimentar
(61). Por isso, o seu uso deve ser exclusivamente para o tratamento da doenca.

Entretanto, a emergéncia e a disseminagdo da resisténcia bacteriana associadas com as
dificuldades encontradas na descoberta de novos agentes antimicrobianos representam os
maiores desafios dos ultimos anos. Os trabalhadores da industria da carne, tratadores de animais
e veterindrios costumam ter um grau de resisténcia a antimicrobianos maior do que a populagio
em geral, particularmente no caso das bactérias entéricas, uma vez que bactérias de origem
animal podem atingir a populagdo humana de varias formas: através da contaminacao de fontes
hidricas, contaminagdes no abate, efluentes de granjas e outros (64).

Porém, torna-se quase impossivel de quantificar a transferéncia dessa resisténcia pelo

fato de que os animais € humanos recebem o mesmo tipo de antimicrobiano, sendo colonizados
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por bactérias comuns ou espécies estreitamente relacionadas, e seus ambientes nao sao
separados (61).

A resisténcia a um agente antimicrobiano pode ser selecionada para outro agente através
de dois mecanismos: selecdo cruzada e cosselecdo. (61). Na Dinamarca, por exemplo,
demonstrou-se que ao banir o uso de avoparcina na suinocultura houve no periodo de dois anos
uma reducao significante da resisténcia de vancomicina em enterococcus humanos (5).

A selecdo cruzada refere-se a presenga de um unico gene de resisténcia conferindo
resisténcia a dois ou mais antimicrobianos, em geral pertencente a mesma classe farmacolégica,
por exemplo: tilosina licenciada para uso em animais tem habilidade de selecionar de forma
cruzada para a resisténcia de farmacos relacionados estruturalmente como a eritromicina
(macrolideo) usado na medicina humana (61). J4 a cosselacdo deve-se a coexisténcia de
distintos genes ou mutagdes na mesma cepa bacteriana conferindo resisténcia a diferentes
classes farmacologicas, como exemplo: a tilosina e a tetraciclina co-selecionam para a
resisténcia aos glicopeptideos em enterecocos suinos, uma vez que os genes que conferem
resisténcia (ermB e tetM, respectivamente) sdo frequentemente localizados em plasmideos
carreando o gene vanA de resisténcia aos glicopeptideos (61).

Os profissionais da saide desempenham uma func¢do fundamental na conservaciao da
eficdcia dos agentes antimicrobianos. Todavia, a caréncia de informagdes atualizadas e de testes
susceptibilidade antimicrobiana pode dificultar a identificacdo do tipo de infecgdo e gerar uma
prescri¢cdo indevida e excessiva destes medicamentos (62). Ressalto que muitas das infecgdes
sdo causadas por virus sendo a sua cura atribuida ao periodo de incubagdo do agente etiologico
e da imunidade do individuo, mas muitos profissionais cedem a pressdo do paciente em
prescrever antimicrobianos. Além do mais, o periodo de tratamento prescrito muitas das vezes
nao ¢ obedecido e estes fatores colaboram para a resisténcia antimicrobiana com consequéncias
de falha terapéutica, resultando em tratamentos mais longos, custos elevados, € maior risco de
morte. Por outro lado, o prolongamento da doenca aumenta o risco de contagio e

desenvolvimento de multirresisténcias (62).

2.2.5 Impacto do uso de antimicrobianos no meio ambiente

O uso de farmacos no tratamento de animais de producdo intensiva e/ou em
confinamento representa a principal via de entrada de antimicrobianos no ambiente, podendo

ocasionar a contaminacdo através de seus residuos e interferir negativamente no ecossistema

(65).
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Na criacao de suina, os antimicrobianos podem atingir diretamente o ambiente por meio
das excrecdes dos animais (7). Apesar das taxas de excrecao dos antimicrobianos dependerem
da substancia administrada, via de administragdo, espécie animal e tempo de tratamento, muitas
destas moléculas ndo sdo totalmente metabolizadas no organismo animal antes de serem
eliminadas na urina/ e ou fezes e seus residuos podem favorecer a resisténcia de microrganismos
aos agentes antimicrobianos, além de causar problemas de ordem toxicologica a determinados
organismos vivos (7).

Os antimicrobianos de uso veterindrio sd3o, no geral, representados por moléculas
anfoteras, com varios grupos funcionais ionizaveis (diferentes pKa), massas molares bastante
variaveis e baixos potenciais de volatizacdo (48). Entretanto, os impactos causados por sua
dispersdao dependem das propriedades fisico quimicas de cada molécula farmacologica e
atingem grandes proporgdes, a medida que as aguas superficiais e subterrineas, o ar, solo,
plantas, organismos terrestres e aquaticos sao ameagados (7).

A principal forma de entrada de residuos medicamentosos nos ecossistemas aquaticos
ocorre pelas dguas residuais, uma vez que os processos atuais de tratamento dos esgotos ndo
sdo capazes de eliminar completamente os antimicrobianos. Todavia, o solo pode conter
residuos de antimicrobianos através da deposicdo de estrume contaminado usados como
fertilizante em processos agricolas.

No Brasil, a forma mais usual de tratamento de dejetos de suinos ¢ o armazenamento
em esterqueiras ou em lagoas e posterior aplicagdo no solo, onde este residuo pode ser usado
como fertilizante organico (66). Porém, alguns estudos demonstraram a permanéncia de
antimicrobianos veterinarios no solo. Hamscher et al. 2005 evidenciaram a presenca de
tetraciclina (TC) e oxitetraciclina (OTC) a uma profundidade de 30 cm, até¢ 7 meses apds a
fertilizacdo de solos com esterco liquido de suinos (67). Kineney et al. 1863 observaram a
bioacumulagdo de trimetoprina (TMP) em minhocas apos a aplicacao de esterco e de lodo de
esgoto ao solo (68). Também, Boonsaner e Hawker ao analisarem a presenga de oxitetraciclina
(OTC) em excrementos de suinos relatam que ndo se pode descartar que estes dejetos podem
contaminar efluentes e se acumular em plantas aquaticas, muitas destas utilizadas na
alimentagdo humana (69).

Apesar da importancia da produgao suina, o pais carece de pesquisas na area, nao
dispondo, entre outros, de levantamentos sobre a ocorréncia de residuos dos principais
antimicrobianos de uso veterinario no ambiente, bem como de seus possiveis efeitos sobre o
ecossistema (48). Essa caréncia de conhecimento sobre o comportamento e impacto ambiental

de antibioticos veterinarios ¢ ainda mais agravada pelo fato do Brasil apresentar
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particularidades de clima e solo bastante distintas em sua amplitude continental, tornando-se
clara, dessa forma, a necessidade de pesquisas na busca da qualidade e sustentabilidade da
agricultura, da pecudria e do meio ambiente, o que resultard em reflexos positivos na saude
humana (48).

Contudo, apesar do desconhecimento das reais consequéncias a saude humana em um
periodo de longo prazo, ¢ evidente através dos trabalhos publicados que a contaminagdo
resultante do uso de antimicrobianos em animais, da dispersdo de bactérias resistentes e do

comportamento dos residuos desses farmacos no meio ambiente pode vir a ser prejudicial,

oferecendo riscos a saude da populacao (48).

2.2.6 Aspectos regulatorios envolvendo o uso de antimicrobianos em animais

A falta de informacgdes atualizadas a respeito da producdo, venda, consumo de
antimicrobianos veterindrios (AV) ainda ¢ comum na maioria dos paises em desenvolvimento
ou sub-desenvolvidos. Entretanto, o aumento da resisténcia antimicrobiana (AMR) nos ultimos
anos vem despertando a atencdo de autoridades governamentais de varios segmentos ¢ da
sociedade, em controlar o uso de antimicrobianos (9).

As préaticas de manejo dos grupos animais e vegetais, bem como as de satide humana,
tém uma responsabilidade partilhada e um papel fundamental nos esfor¢os para minimizar a
selecdo de resisténcia microbiana, seja no que tange o uso de antimicrobianos em humanos ou
ndo humanos (61). Assim, desde 2010, a OIE, juntamente com a OMS e Organizagdo das
Nagoes Unidas para Alimenta¢do e Agricultura (FAO), tem estado envolvida em uma alianga
tripartida, através da implantagdo do conceito “Saude Unica” (70).

Hé quase 10 anos, a OIE publicou normas intergovernamentais sobre o uso racional e
prudente de antimicrobianos, esses textos abrangem o uso dos agentes antimicrobianos e
programas de vigilancia, monitoramento de quantidades e avaliacdo dos riscos de surgimento
ou disseminacado de bactérias resistentes como resultado de seu uso em animais, além da lista
de antimicrobianos de importancia veterinaria considerando as preocupagdes na saude humana
(70). Também colabora com a Comissdao Codex Alimentarius (CAC) que estabelece uma série
de limites maximos de residuos (MRL, Maximun Residue Limit) para alimentos. Esses MRL
sao estabelecidos por meio de avaliagdes toxicoldgicas e segundo recomendagdes do Comité
de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA. Joint Expert Committee on Food Additives) da
FAO e OMS (9).
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No Brasil, a presenca de residuos de antimicrobianos ¢ controlada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) (12, 71). A realizagdo de programas de monitoramento de residuos de
contaminantes em alimentos, assim como o Plano Nacional de Controle de Residuos (PNCR)
do MAPA sdo essenciais para que agdes de vigilancia sanitaria possam ser desenvolvidas,
prevenindo e controlando os possiveis danos a saude do consumidor (71). Atualmente, o MAPA
autoriza cerca de 15 compostos antimicrobianos como aditivos na cadeia animal e outros 50
para fins terapéuticos, muitos dos quais de uso comum entre diversas espécies animais (71).

A OMS elaborou a lista de antimicrobianos de importancia critica para a medicina
humana (Lista OMS de AIC-2018) baseada em revisoes sistematicas e de literatura, nesta lista
sdo agrupados os antimicrobianos usados atualmente em humanos e animais em trés categorias
(“importante”, “muito importante”, e de “importancia critica”), dentre estes, as principais
classes farmacologicas englobadas nestas categorias sdo: nitrofurantdinas, polipeptideos
ciclicos, nitroimidazoélicos e pleuromutiinas; aminopenicilinas, anfenicois, cefalosporina de
primeira e segunda geracdo, lincosamidas, penicilina, estreptograminas e tetraciclinas;
cefalosporinas de terceira, quarta e quinta geragao, glicopeptideos, macrolideos, polimixinas e
quinolonas, respectivamente (72). Esta lista visa contribuir na gestdo da resisténcia
antimicrobiana e garantir o uso prudente tanto na medicina humana como também na
veterinaria (72).

O sucesso da luta contra a resisténcia antimicrobiana depende da implementagdo de
estratégias globais pelas autoridades de satide publica, veterinaria e ambiental de todos os paises
nos cinco continentes. Se nao tomarmos medidas hoje, em 2050 a totalidade de antimicrobianos

serdo ineficazes para tratar e prevenir enfermidades (9).

2.3  HAEMOPHILUS PARASUIS E ANTIMICROBIANOS MACROLIDEOS

2.3.1 Antimicrobianos macrolideos

O termo macrolideo relaciona-se com a estrutura (macro= grande; olideo= lactona) —
um anel lactona central com 12 a 16 membros, aos quais estdo conectados um ou mais
desoxiagucares, contendo compostos de origem natural e derivados semissintéticos. A
classificacdo deste antimicrobiano ¢ de acordo com o tamanho do anel lactona macrociclico

(60).
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Os macrolideos agem inibindo a sintese de proteinas do microrganismo, por se ligar
reversivelmente ao subdominio 23S rRNA, o qual se encontra proximo ao centro da enzima
peptidil transferase presente na subunidade 50S do ribossomo bacteriano. Esta enzima catalisa
a formacao de ligacdes peptidicas durante o alongamento das cadeias polipeptidicas, dissociado
consequentemente a enzima peptidil-tRNA (60,59) a qual faz a leitura do aminoacido que deve
ser incluido na nova proteina em base a leitura dos cddons de RNAs mensageiros. Desta forma,
os macrolideos se ligam dentro do tinel ribossdmico 50S, impedido a formacdo de novas
proteinas (73).

Os macrolideos também sao conhecidos pelo seu acimulo intracelular nos fagocitos
podendo exacerbar o efeito imunomodulador do hospedeiro (60) e exercem atividades anti-
inflamatorias, inibindo a producdo de vérias interleucinas, inclusive a IL-1, IL-6, IL-8 e fator
de necrose tumoral (TNF-a), e a formacao do leucotrieno B4 (60). Os macrolideos aprovados
para uso veterinario incluem: tildipirosina, tilmicosina, tulatromicina, tilosina (74). Podem ser

usados azitromicina e eritromicina de uso humano (74).

2.3.2 Mecanismo de resisténcia aos macrolideos

Os grupos farmacologicos das tetraciclinas e macrolideos tem-se particular interesse
devido as grandes taxas de uso na medicina humana e veterinaria (37% e 8%, respectivamente)
(74).

De acordo com a lista da OMS de Antimicrobianos de Importancia Clinica (AIC), os
macrolideos estdo classificados na categoria de “prioridade critica” e constitui-se na classe
farmacologica mais utilizada no tratamento de infeccdes bacterianas graves em humanos,
muitas das vezes a Unica alternativa viavel de combate a infec¢do na atencdo sanitaria (72).
Encontra-se no grupo de prioriza¢des em razao dos indicios de resisténcia e de transmissao de
genes de resisténcia aos humanos a partir de fontes ndo humanas (72). Neste sentido, ¢é
necessario a utilizacdo de testes de sensibilidade antimicrobiana (TSA) para tragar o perfil de
susceptibilidade antimicrobiana evitando-se o seu uso desnecessario.

Existem diversos mecanismos possiveis de resisténcia microbiana aos macrolideos.
Porém, a resisténcia resulta geralmente de trés mecanismos: (1) a alteragdo do local alvo
(subunidade 50S do ribossomo bacteriano, por metilagdo), (2) a utilizagdo de mecanismos de
efluxo ativo do farmaco pela membrana plasmatica da célula bacteriana, (3) a inativacao
enzimatica através da degradagdo do anel lactona (74). Desses, a modificag¢ao do local alvo e o

efluxo ativo sdo responsaveis pela maior parte das cepas resistentes (60). Ainda, podem ocorrer
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combinagdes de mecanismos, como por exemplo a co-resisténcia entre tetraciclinas e MLS
(macrolideos, lincosamidas e estreptogramina), processo decorrente de determinantes genéticos
para a tetraciclina e resisténcia a MLS em transposons, que podem interagir e recombinar,
aumentando o risco de transferéncia de resisténcia a espécies patogénicas, e a co-selecdo de
genes e sua reten¢do na populacao, processo que leva a falha terap€utica e consequéncias graves
(74).

Dentre os mecanismos basicos, a resisténcia por alteragdo do local alvo, ocorre através
da acdo da proteina codificada por uma série de genes de metiltransferase que sao relacionados
a metilase resistente a eritromicina (erm). Esse processo de resisténcia que ocorre em diferentes
espécies de bactérias, resulta na metilacdo do acido ribonucleico ribossomal (rRNA), o que
altera a sua conformagdo, impossibilitando a liga¢do do antimicrobiano ao ribossomo. Esses
genes sao amplamente distribuidos em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e podem se
localizar em plasmideos e transposons (60), podendo conferir resisténcia cruzada entre
macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B (Resisténcia MLSB) (74).

J& o efluxo ativo ¢ mediado pelo gene mef, encontrado em uma variedade de bactérias
Gram-positivas e que leva ao fenotipo M, o qual induz resisténcia aos macrolideos com anel de
14 e 15 membros e sensibilidade aos macrolideos com anel de 16 membros (60). Ainda, o gene

msr codifica para efluxo ativo de macrolideos e estreptogramina B (74).

2.3.3 Tildipirosina

Tildipirosina, o principio ativo do Zuprevo® 40 mg/ml solucio injetavel para suinos é
um antimicrobiano macrolideo de 16 membros e foi recentemente desenvolvido para tratamento
e metafilaxia de doencas respiratdrias de suinos (DRS) produzidas pelos patogenos:
Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida, Bordetella bronchiseptica e
Haemophilus parasuis sensiveis a tildipirosina (75). Em geral, os macrolideos sao
bacteriostaticos (e raramente bactericidas), mas o efeito da tildipirosina in vitro contra H.
parasuis ¢ bactericida (13).

De acordo com os principios de uso racional de medicamentos, tem-se realizado o
tratamento metafilatico apenas em surtos graves de DRS afim de prevenir o desenvolvimento
de sinais clinicos e a propagacio da doenca (13). A eficacia do uso metafilatico do Zuprevo®

foi comprovado por ensaio de campo multicéntrico controlado com placebo em um caso de

surto de DRS que afetou pelo menos 30% dos animais de uma granja. Ap6s a metafilaxia
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aproximadamente 86% dos animais sadios permaneceram livres de sinais clinicos da doenca
em compara¢do com 65% do grupo controle ndo tratados (13).

A administracdo do farmaco consiste em injecdo intramuscular de 4 mg de
tildipirosina/kg de peso corporal (equivalente a 1 mL/10kg de peso corporal) em dose Unica,
nao se excedendo 5 mL por local de injecdo (13). O local de injecdo recomendado ¢ atras da
orelha no ponto mais alta da base na transicdo da zona sem pelo para a zona com pelo. Além
disso, recomenda-se que os animais sejam tratados nas fases mais precoces da doenga e que a
resposta farmacoldgica seja avaliada nas 48 horas ap6s a administragdo. Diante da persisténcia
dos sinais clinicos no rebanho, o tratamento deve ser alterado utilizando-se outro
antimicrobiano com mecanismo de acdo diferente, porque a associacdo de macrolideo com
antimicrobianos de mecanismo de acdo semelhante, como macrolideos e lincosamidas pode

resultar em interagao medicamentosa ocasionando uma resisténcia cruzada (13).

2.3.4 Propriedades farmacodinamicas

A tildipirosina € um antimicrobiano macrolideo semissintético com 16 atomos de
carbono derivado do composto natural tilosina, com dois anéis de piperidina e sem o aglicar
micarose (Figura. 1) (76). Apesar da semelhanca estrutural, a tilosina ndo ¢ indicada para tratar
infeccdes por agentes patog€nicos Gram-negativos, geralmente, devido a sua capacidade

limitada de penetrar a membrana externa destas bactérias (73).

Figura 1. Estrutura do composto macrolideo natural tilosina (a direita) e o seu composto
semissintético tildipirosina (a esquerda).
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Fonte: POEHSGAARD et al., 2012.

A Tildipirosina, por outro lado, mostra melhor eficacia contra os agentes patogénicos

Gram-negativos (73). Estruturalmente, possui caracter tribdsico que ¢ resultante dos trés
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substitutos amina no anel lactona (Figura. 2) (75), os quais conferem elevada basicidade a
molécula e garantem uma maior penetracdo do farmaco no interior da célula bacteriana. Além
disso, o anel de 16 atomos de carbono a torna uma molécula grande com capacidade de iludir
os mecanismos de resisténcia bacteriana e aumentar a eficacia terapéutica (75). Mecanismos de
resisténcia codificados por msr (E) ¢ mph (E) mostram pouca ou nenhuma atividade contra
macrolideos de 16 membros, e assim a tildipirosina permanece efetiva conta cepas que abrigam

estes determinantes (73).

Figura 2. Estrutura molecular da tildipirosina (C41H71N30O8).
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Além da capacidade de penetragdo na membrana bacteriana e de burlar os mecanismos
de resisténcia, outras importantes propriedades farmacodindmicas deste antimicrobiano sdo
definidas pela ligagdao alvo-droga. Porém, ha falta de informagdes estruturais disponiveis da
interacdo de tildipirosina dentro da subunidade ribossomica de H. parasuis. Poehlsgaard et al.,
(2012) definiram a interag¢do droga-alvo de acordo com a estrutura da tildipirosina e mostraram
que os farmacos macrolideos (tilosina, tilmicosina) interagem no mesmo local do tnel
ribossomico em Pasteurella multocida e Escheria coli, porém, ha diferengas na ocupagio deste
sitio, em razao da estrutura quimica e dos seus substituintes (73).

Na molécula de tildipirosina os substituintes da piperidina presentes unicamente neste
macrolideo a distinguem da tilosina e tilmicosina e sdo estas estruturas que exercem a interagao
droga-alvo de acordo com o seu estado de protonacao, a 23-piperidina contata os residuos do
ribossomo na parede do tunel enquanto a 20-piperidina ¢ angulada para o laimem do ribossomo
formando uma barreira para a cadeia peptidica recém-sintetizada conforme ela tenta sair do

ribossomo (73).
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Outro estudo, avaliou a eficacia da TIP na inibi¢do da sintese de proteinas no ribossomo
de Escheria coli em compara¢do com outros macrolideos veterinarios. Os resultados
demonstraram o IC50 (0,023+0,01 puM) para inibir a proteina GFP ribossomal, além de
evidenciar os efeitos da mutacdo e metilagdo de rRNA no local de ligagdo, provocando
diferencas nas interagdes alvo-droga, como por exemplo, a substituicdo ou metilagdo no
nucleotideo A258 ocasionou o aumento na concentragao de MIC conferindo maior resisténcia
a todos macrolideos, pois esses fArmacos remetem a sua interagdo primaria a esse nucleotideo
(76). Além disso, metilagdes em A2058 e G748 provavelmente interferem no processo prévio
de ligacao ao sitio (77). A metilacdo de G748 causa um choque estérico com a 23-micinose €
confere uma resisténcia leve a tilosina (78). Ja no caso da TIP (Fig.1), a 23-piperimidina
substitui o 23-micionose presente na tilosina e essa parte da droga foi calculada para ser um

pouco mais longe do G748, dificultando a sua interagdo (73).

2.3.5 Propriedades farmacocinéticas

Apos a administragao por via intramuscular de 4mg/kg de peso corporal em dose Unica
em suinos, a TIP ¢ rapidamente absorvida. O tempo necessario para alcancgar os picos de
concentragdes plasmaticas méaximas de 0,9 pg/mL é de 23 minutos (Tmax) e a semivida
terminal média de 4,4 dias (13). A eficacia clinica deste antibidtico foi demonstrada em ensaios
clinicos de campo em bovinos e suinos (13). Porém, o indice farmacocinético/farmacodinamico
(PK/PD) que melhor se relaciona com a eficacia desta molécula permanece indefinido (79).
Embora exista esta lacuna de informagao, neste mesmo estudo, demonstrou-se pela primeira
vez os indices PK/PD ap0s injec¢do subcutanea de tildipirosina contra Pasteurella multocida em
ratos com infecgdo pulmonar, sendo o indice de 0,25ug/ml in vitro (80). Além do mais, a MIC
encontrada no soro foi 0,25 vezes menor que in vitro (80), esta diferenga entre as MICs também
ocorreu em estudo de Lei et al., (2018) em que a MIC de tildipirosina no plasma foi de 0,25
ug/mL (8 vezes menor do que no teste de sensibilidade a antimicrobiano in vitro) (79).

De modo geral, os macrolideos caracterizam-se pela sua particao extensa nos tecidos. A
tildipirosina concentra-se no pulmao e fluido bronquico, permanecendo ativo por dezessete dias
(75). Em razao disto, o intervalo de seguran¢a do medicamento em carne e visceras ocorre aos
nove dias apds a sua administragdo em suinos (75). Este curto periodo de caréncia garante
consequentemente maior seguranca do seu uso em fase final de terminagao (75).

Sugere-se que a metabolizacdo da tildipirosina em suinos ocorre pela redugdo e

conjugacao sulfato com subsequente hidratagdo (ou abertura do anel), por desmetilacao,
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desidroxilagdo e conjugacao com N-cisteina e S-glutationa. A excrecao total média da dose

administrada em 14 dias € cerca de 17% na urina e 57% através das fezes (13,75).

2.3.6 Haemophilus parasuis versus tildipirosina

Ainda existem poucas informagdes sobre os mecanismos moleculares de H. parasuis
envolvidos na resisténcia a tildipirosina. Lei et al. (2017), através da abordagem
transcriptomica, compararam a variacdo génica de cepas de H. parasuis JS0135 (sensivel) e
JS32 (resisténcia induzida) a tildipirosina. Com o perfil de expressdo dos principais genes
ativados ou represados apresentaram pela primeira vez informacdes a nivel gendomico que
podem elucidar os possiveis mecanismos de resisténcia do H. parasuis a tildipirosina. Os
principais genes sobre-expressados durante o estimulo in vitro de H. parasuis com tildipirosina
estdo copilados na tabela 3 (81).

No presente trabalho objetivou-se a avaliagdo do perfil de susceptibilidade
antimicrobiana de cepas clinicas de H. parasuis proveniente de suinos com sintomas da DG

frente ao macrolideo TIP.

Tabela 3. Perfil de expressao génica relacionada a regulagdo positiva de genes de H. parasuis
relacionados a resisténcia a tildipirosina.
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Regulacio positiva de genes

Genes/funcgdes

Produto

Via metabolica: Super-expressiao de:

HAPS_RS09315
HAPS_RS09320
HAPS_RS08950

HAPS_RS08955

CAMP Resistente:

Ribossomo:

HAPS_RS07240
HAPS_RS11325
HAPS_RS06175

HAPS_RS07815
HAPS_RS07810
HAPS_RS07825
HAPS_RS07790
rpsJ
HAPS_RS0780
HAPS_RS07780
RplID

ABC transportadores:

HAPS_RS10945
HAPS_RS03625
HAPS_RS05335

HAPS_RS03630

HAPS_RS00315
HAPS_RS00310

HAPS_RS05165

Endonuclease restricdo da subunidade M
DNA citosina metiltransferase

tiamina fosfato sintase
hidroximetilpirimidina
cinase/fosfometilpirimidina quinase

proteina hipotética

proteina contendo o dominio de ligagdo ao
calcio

Acil

Proteina ribossomica L16 50S
Proteina ribossomica S3 30S
Proteina ribossdmica S17 30 S
Proteina ribossdmica L23 50 S
Proteina ribossomica S10 30 S
Proteina ribossomica L22 50 S
Proteina ribossomica L3 50 S
Proteina ribossomica L4 50 S

Transportador ABC permease fosfanato
transportador ABC permease

proteina de membrana

Proteina de ligagdo ao ATP do transportador
ABC

proteina hipotética

Proteina da familia de transportadores ABC
subunidade de permease de transportador de
arginina ArtQ

Fonte: Adaptada de LEI et al., 2017.



43

3. CAPITULO 1

SHORT COMMUNICATION

Atividade in vitro da tildipirosina contra cepas clinicas de Haemophilus parasuis

Priscila Rodrigues Peres', Luiz Carlos Kreutz', Rafael Frandoloso'*

(O manuscrito sera submetido a revista Research in Veterinary Science)

! Laboratorio de Microbiologia e Imunologia Avancada, Faculdade de Agronomia e Medicina

Veterinaria, Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo 99052-900, Brazil.

* Autor correspondente: Rafael Frandoloso, rfran@upf.br



44

RESUMO

Tildipirosina ¢ macrolideo de ultima geracdo de uso veterinario utilizado para combater
infecg¢des produzidas por bactérias Gram negativas. Estudos recentes demonstraram a eficacia
deste antibidtico contra Actinobacillus pleuropneumoniae; no entanto, limitadas sao as
informagdes contra Haemophilus parasuis, agente etiolégico da doenga de Glasser. Neste
estudo avaliamos a atividade antimicrobiana da tildipirosina contra 100 cepas clinicas de H.
parasuis através do teste de microdiluigdo em caldo. Nossos resultados mostraram que 72% das
cepas sao susceptiveis a concentragdes < 4 pug/ml de tildipirosina, e podem ser eficientemente
controladas pela maxima concentragdo séria do produto apds sua administragdo em suinos. Por
outro lado, identificamos a presenca de cepas clinicas resistentes a tildipirosina, com
concentragdo inibitdria minima (CMI) > 32 pug/ml, gerando preocupagdo e a0 mesmo tempo
reforcando o uso da CMI para a vigilancia da evolugao de susceptibilidade e ou resisténcia de
H. parasuis a tildipirosina bem como, para definir doses terapéuticas necessarias para controlar

casos clinicos de doenca de Glasser.
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TEXTO PRINCIPAL

A doenca de Glésser (GD) ¢ uma patologia inflamatoria sistémica que acomete leitdes
jovens, principalmente na fase de creche, e que produz importantes perdas econdmicas para a
industria do suino em razdo da mortalidade dos animais afetados e dos altos custos decorrentes
do uso de antibioticos (Guizzo et al., 2018). A GD ¢ causada pelo Haemophilus parasuis (Hps),
uma bactéria Gram negativa que coloniza eficientemente o trato respiratorio dos suinos ja na
primeira semana de vida (Cerda-Cuellar et al., 2010) juntamente com Actinobacillus
pleuropneumoniae e Pasteurella multocida, todas bactérias pertencentes a familia
Pasteurellacea.

A prevengdao da GD ¢ feita fundamentalmente através do uso de vacinas classicas
monovalentes e bivalentes (Guizzo et al., 2018). Estas vacinas sdo formuladas com sorovares
de alta prevaléncia e distribui¢ado mundial, e sdo capazes de induzir uma robusta resposta de
anticorpos contra os polissacarideos capsulares dos sorovares incluidos na vacina. Embora esta
resposta seja interessante desde uma perspectiva de diagnostico, ela ndo ¢ desejavel quando se
almeja preveng¢ao contra um patogeno fenotipicamente heterogéneo como € o caso do Hps. Esta
limitagdo pode ser superada com o uso antigenos localizados na membrana externa da bactéria,
fisicamente acessiveis aos BCRs dos linfécitos B e que desempenham fungdes bioldgicas
importantes durante a patogénese da infec¢do. Neste particular, a proteina de unido a
transferrina B (TbpB) ¢ na atualidade, o antigeno vacinal mais promissor para controlar a
doenca de Glisser (Barasuol et al., 2017; Frandoloso et al., 2015; Guizzo et al., 2018).

Hps, a longa data vem sendo classificado em 15 sorovares antigenicamente diferentes
(Kielstein and Rapp-Gabrielson, 1992); no entanto, recentemente, a partir de uma abordagem
molecular, nosso grupo sugeriu a existéncia de no minimo 9 novos sorovares, aumentando ainda
mais a complexidade de se conseguir prote¢ao heterdéloga e com ampla cobertura contra HpS

através do uso de vacinas classicas(Espindola, 2017).
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Hoje, em razao dos constantes casos de GD, inclusive em granjas vacinadas com vacinas
comerciais (Cleo Barbiero, veterinario de campo, informacgao pessoal), emerge a producao de
vacinas autdgenas e intensifica-se o uso de antimicrobianos ndo somente para tratar casos de
GD, mas também, para prevenir a apresentagao clinica da doenga nas granjas.

Em relagdo aos antimicrobianos, entre as principais moléculas utilizadas para controlar
o H. parasuis destacam-se os macrolideos e, entre eles, Tiamulina, Tilosina, Lincomisina. O
mecanismo de acdo destas moléculas ¢ muito parecido; consiste na inibi¢ao da sintese proteica
bacteriana como consequéncia da sua unido ao RNA ribossomal 23S presente na subunidade
50S (Chen et al., 2010). Nesse contexto, pesquisas de novas moléculas pertencentes a principal
classe de antibiotico utilizado na suinocultura e efetivas contra H. parasuis ¢ uma prioridade
para manter os indices de produtividade de suinos, e por esta razao, neste estudo, determinamos
o perfil de susceptibilidade in vitro de isolados clinicos de H. parasuis a tildipirosina, um
macrolideo de ultima geracao de uso exclusivo veterinario.

Um total de 100 isolados clinicos de H. parasuis selecionados a partir da cole¢do de
bactérias mantida pelo Laboratorio de Microbiologia e Imunologia Avancada da Universidade
de Passo Fundo foram incluidos neste estudo. As cepas foram isoladas entre janeiro de 2013 a
junho de 2018 de suinos com clinica e lesdes macroscopicas compativeis com GD. Do total de
cepas, 58 foram obtidas de sitios sistémicos (articulacao, peritonio, pericardio e cérebro) e 42 a
partir de pulmdes, sendo cada isolado procedente de diferentes granjas e localizadas nas
principais regides de producdo de suinos do pais. Todas as cepas foram tipificadas
molecularmente conforme descrito por Espindola (2017). O teste de susceptibilidade foi
conduzido por microdilui¢do em caldo utilizando placas de cultivo celular de 96 cavidades
(TPP, Suiga) ¢ seguindo as recomendagdes do CLSI (2013) para A. pleuropneumoniae. A
tildipirosina foi fornecida pela Merck Sharp & Dohme (Brasil) na apresentagao de produto

comercial finalizado e denominado Zuprevo® (MSD, Brasil), o qual contem 4 mg/mL de
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tildipirosina. O meio de cultivo do teste foi suplementando com 75ug/mL de nicotinamida
adenina dinucleotideo (Sigma-Aldrich, USA) e 2.5 mg/mL de glicose (Sigma-Aldrich, USA).

As placas foram preparadas imediatamente antes do seu uso com diferentes
concentragdes de tildipirosina (0,032 — 256 pg), obtidas mediante dilui¢ao seriada (fator 2)
utilizando PPLO como meio para diluicdo. Em cada placa foram incluidos 2 orificios sem
antibiotico os quais serviram de controle positivo de crescimento de H. parasuis, dois orificios
sem bactérias, os quais serviram de controle negativo de crescimento bacteriano. Em paralelo,
os mesmos controles foram utilizados para analisar a cepa ATCC 27090 de A.
pleuropenumoniae, a qual foi utilizada para validar cada placa utilizada no estudo. Um total de
5x10* Hps foram adicionados por orificio da placa, os quais foram quantificados mediante
citometria de fluxo conforme descrito por Miani et al. (2017). A concentragao minima inibitoria
(CMI) foi determinada como a menor concentragdo de tildipirosina capaz de inibir o
crescimento bacteriano. Cada cepa foi analisada em duplicata na mesma placa.

Os resultados do teste de susceptibilidade antimicrobiana a tildipirosina de 100 cepas
clinicas de H. parasuis estdo representados na tabela 1. As CMIs de tildipirosina variaram de
0,03 a 128 pg/ml com valores de CMIsoe CMIgo de 0,25 e 32 pg/ml, respectivamente. Embora
o valor da CMlIyg de tildipirosina tenha sido igual para todas as cepas, independentemente da
origem das amostras, observamos que as cepas de origem pulmonar foram mais susceptiveis a
tildipirosina, apresentado uma CMIso menor quando comparado com as amostras isoladas de
sitios sistémicos (0,12 vs 0,25 ng/ml, respectivamente). Estas diferencas podem ser explicadas
pela extraordinaria capacidade dos macrolideos de se acumularem nos diferentes
compartimentos do tecido pulmonar, bem como, de persistirem nos fluidos que recobrem as
células epiteliais pulmonares (Berlin et al., 2017; Villarino et al., 2013). Estas caracteristicas

sdo ainda mais importantes quando se compara a tildipirosina com outros macrolideos, pois ela
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apresenta uma meia vida mais longa e mantem-se em concentragdes mais altas no tecido
pulmonar (Menge et al., 2012; Rose et al., 2013) do que no soro.

Quando analisamos a distribui¢do do perfil de susceptibilidade em relagdo ao ano de
isolamento das cepas clinicas, observamos que todas as cepas com CIM maior que 8 pg/ml
(22%), levando em consideracdo o cut-off epidemiologico (COE) para tildipirosina descrito por
Lei et al. (2018), foram isoladas a partir de 2015, ou seja, 1 ano apods o inicio do uso da
tildipirosina no pais.

Na avaliagcdo clinica de antibidticos, a relagdo entre a maxima concentragao
antimicrobiana no soro (Cmax) € @ CMI definida in vitro ¢ comumente utilizada como uma
medida para determinar a eficiéncia in vivo de um tratamento. Neste cenario, a administragiao
da dose terapéutica de tildipirosina pela via intramuscular em suinos (4 mg/Kg) rende uma Cmax
pulmonar de 4,06 £ 0,65 ug/ml observada 5,33 + 2,37 h apds sua administragao (Lei et al.,
2018). Considerando este valor, 72% das cepas analisadas neste estudo apresentaram CMI < 4
ng/ml as quais poderiam ser eficientemente tratadas com o produto comercial Zuprevo® (MSD,
Brasil) utilizado a dose terapéutica recomendada pelo fabricante.

Infelizmente, neste estudo, o histérico do uso da tildipirosina nas granjas das quais as
cepas clinicas de H. parasuis foram isoladas néo esta disponivel e, desta maneira, ndo ¢é possivel
realizar nenhuma correlagdo entre os valores de CMIs e uso deste antibiotico. Conforme
ilustrado na figura 1, 8 cepas clinicas apresentaram CMI > 64 (n=2) e < 128 (n=6) pug/ml,
valores muito acima do COE, o que sugere a circulag@o de cepas ja resistentes a este antibidtico,
como ja relatado na China (Lei et al., 2018).

O mecanismo de agdo da tildipirosina consiste na inibi¢ao da sintese proteica bacteriana
como consequéncia da sua unido ao RNA ribossomal 23S presente na subunidade 50S (Chen
et al., 2010). De maneira adaptativa, as lincosamidas desenvolveram um mecanismo de

resisténcia baseado na alteracdo do sitio alvo de acdo do antibidtico, produzindo inclusive
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resisténcias cruzadas entre macrolideos ou mesmo, entre lincosamidas e streptogramin B
(MLSB) (Roberts, 2008). Nesta mesma linha, Aller-Moran et al. (2015) demonstrou resisténcia
cruzada entre tiamulina e valnemulina e Pringle et al. (2004) entre lincomicina e tilosina.

Ainda, Chen et al. (2010) demonstraram a presenca do gene de inativacdo de
lincosamina Inu(C) em plasmideos extra-cromossomais isolados de cepas clinicas de H.
parasuis. Este descobrimento contribui para o entendimento evolutivo da disseminagdo de
resisténcia a lincomicina entre ou através de espécies bacterianas Gram negativas.

Interessantemente, no Brasil, reportamos recentemente a circulagio de cepas clinicas de
H. parasuis altamente resistentes a lincomicina e tiamulina (Miani et al., 2017) e, em razao da
possibilidade de resisténcia cruzada entre macrolideos, poderia ser esta uma explicagao logica
para entender a presenca de cepas resistentes a tildipirosina no Brasil. Futuras investigacdes
precisam ser realizadas para estudar o processo evolutivo de resisténcia de H. parasuis a
tildipirosina em regides com alta resisténcia a licomicina.

Em conclusao, nossos resultados indicam que tildipirosina pode ser recomendada para
o tratamento clinico de suinos com doenca de Glisser, no entanto, em razao da presenca de
cepas ja resistentes ao antibiotico, o teste de CMI deve ser periodicamente utilizado para (i)
determinar a dose terapéutica ¢ (ii) monitorar a evolugdo de resisténcia de H. parasuis a

tildipirosina.
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Tabela 1. Distribui¢ao da concentragdo inibitoria minima (CIM) de Tildipirosina sobre cepas
clinicas de H. parasuis isoladas de sitios sistémicos e de origem pulmonar. CIMso e CIMgo foram
definidos como a menor concentragao de antimicrobiano capaz de inibir o crescimento de 50%

e 90% das cepas clinicas, respectivamente.

Nimero de isolados com CIM (ng/ml)
Cepas CIMso CIMoo
0,03 0,06 0,12 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256

T 15 7 5 o s 11 -3 4 2 - 5 - 0,25 32
A 12 7 3 3 I - - 23 4 4 2 1 - 0,12 32
Total 27 14 8 136 1 126 8 6 2 6 - 0,25 32

: Isolados sistémicos de Haemophilus parasuis (n=58);

A: isolados pulmonares de H. parasuis (n=42).
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Figura 1. Distribuicdo da CMIs de Tildipirosina para 100 isolados clinicos de H. parasuis.
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4. CONCLUSOES

Primeira

A tildipirosina ¢ um macrolideo de ultima geracdo altamente efetivo contra cepas de H.
parasuis isoladas de casos de doenga de Glasser no Brasil. Este antibidtico apresenta-se como
uma potente alternativa terapéutica para o tratamento de infecgdes respiratdria causada por este

patogeno.

Segunda

As cepas clinicas de H. parasuis isoladas de sitios sistémicos apresentaram um perfil de
susceptibilidade a tildipirosina diferente das cepas isoladas do tecido pulmonar. Para as cepas
sistémicas, foi necessario utilizar o dobro da concentracdo do farmaco (CMlIso = 0.25 pg/ml)

para atingir os mesmos efeitos bacteriostaticos observados sobre as cepas pulmonares.

Terceira

Embora a tildipirosina seja um antibidtico novo na suinocultura brasileira, ja € possivel
observar a circulagdo de cepas de H. parasuis altamente resistentes (8%) a este macrolideo.
Consequentemente, a determinacdo da CMI torna-se fundamental para definir a dose
terapéutica do produto bem como, para monitorar a evolucao de resisténcia de H. parasuis a

tildipirosina.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos anos, o uso de antimicrobianos em animais de producdo, e o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana tem chamado aten¢ao das comunidades cientificas
nacionais e internacionais. O principal risco do uso descontrolado de antibidticos na producao
animal consiste na transmissdo de bactérias multirresistentes aos seres humanos, podendo a
longo prazo produzir consequéncias irreparaveis, conforme destacou a Organizacdo Mundial

da Saude no seu ultimo alerta sobre o tema.

Em razdo da importancia deste tema, muitos paises europeus ha muito tempo iniciaram
a reducdo ou banimento total do uso de antibidticos como promotores de crescimento animal,
entre eles, destacam-se a Inglaterra (proibiu o uso de clotetraciclina em 1969) e a Dinamarca
(baniu o uso de antibidticos em 2000). Hoje, os 28 membros da Unido Europeia seguem a
mesma orientagcdo em relagdo ao uso de antibidticos na producao de qualquer animal destinado
ao consumo humano. Seguindo o mesmo caminho, os Estados Unidos e Canadd também
iniciaram um plano nacional para banir ao longo dos proximos anos o uso de qualquer
antibiotico utilizado como medida quimio-preventiva na producdo animal. Atualmente, 8
antimicrobianos j& passaram a ser proibidos em razdo de pertencerem a classes comuns de
antibidticos utilizado para tratar infecgdes que acometem humanos. De forma geral, os paises
produtores e exportadores de carne suina estdo estabelecendo medidas para minimizar ou
desacelerar o desenvolvimento de resisténcia em bactérias e garantir o futuro da espécie

humana.

O Brasil ocupa um lugar de destaque entre os principais produtores de proteina animal
no mundo. Hoje, somos o principal pais produtor de carne bovina, 2° em produgao de aves e o
4° maior produtor e exportador de carne suina. Em conjunto, o sistema de produ¢do animal
brasileiro pode expandir significativamente nos proximos anos € aumentar assim sua
participacao no mercado internacional. Para isso, precisaremos cumprir 0s requisitos que serao
impostos pelos paises importadores quanto ao uso de antimicrobianos na produgdo animal, e

esse, serd o grande desafio a ser superado nos proximos anos.

Pensando neste cenario, ja atual, em 2017 o Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento criou o “Plano de A¢do Nacional para Preven¢do e Controle da Resisténcia
aos Antimicrobianos”, o qual estd em desenvolvimento e prevé o estabelecimento de medidas

regulatdrias quanto ao uso de antibioticos na producdo de suinos, tendo como base a realidade
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brasileira e a experiéncia de paises com planos ja em acdo bem como, atendendo as exigéncias
da principais agéncias internacionais, como OMS, OIE, FAO e Codex Alimentarius. Embora
exista um plano nacional, atualmente, a suinocultura brasileira ¢ totalmente livre para utilizar
todas as moléculas antimicrobianas existentes de acordo com os protocolos estabelecidos pelos
Médicos Veterinarios especialistas em suinos.

Em razao do intenso uso de antibioticos nas diferentes fases de producao dos suinos
(creche até a terminacdo), temos observados (experiéncia do nosso laboratério) a presenca de
cepas de Haemophilus parasuis Isoladas de casos clinicos de doenca de Glasser (GD) multi-
resistentes aos principais antimicrobianos utilizados na suinocultura, o que resulta numa
situagdo muito preocupante. Nesse horizonte, estudos de eficicia de novas moléculas
antibioticas sobre cepas clinicas de H. parasuis sao necessarios de modo a encontrar moléculas
que podem ser potencialmente utilizadas para tratar a GD.

Neste estudo, pioneiro no Brasil, demonstramos a eficacia in vitro da tildipirosina contra
100 cepas de H. parasuis isoladas de suinos com sintomas de doenga de Glasser procedentes
de granjas localizadas nas principais regides produtoras de suinos do pais. A Tildipirosina ¢ um
macrolideo de uma geragdo introduzido no Brasil em 2015, pela MSD (Brazil) e de uso
exclusivo veterinario. Esta caracteristica ¢ extremamente importante pois atende aos requisitos
estabelecidos pela OMS e pela OIE com relagdo aos macrolideos, os quais estdo na lista das
trés classes de antimicrobianos considerados de prioridade maxima para o desenvolvimento de
medidas e estratégias de reducdo de uso na medicina veterinaria, em razado de serem muito
utilizados em medicina humana.

Portanto, o conhecimento do perfil de susceptibilidade antimicrobiana de H. parasuis a
tildipirosina visa assegurar o tratamento da doenca de Glédsser com seguranga, eficicia e
qualidade. Nossos resultados demonstram que este antibiotico possui elevada eficacia contra
H. parasuis, no entanto, ja observam-se a circulacdo de algumas cepas altamente resistentes a
esta molécula, o que gera preocupacao e, a0 mesmo tempo, refor¢a a necessidade de se utilizar
rotineiramente o teste de concentracdo inibitéria minima para monitorar a evolucdo de
resisténcia de H. parasuis a tildipirosina. Atendendo assim aos anseios do “Plano de Acéo
Nacional para Prevencao e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos”.

Por fim, futuros estudos precisam ser realizados para entender como as cepas de H.
parasuis brasileiras desenvolveram resisténcia a tildipirosina, fundamentalmente para descobrir
se esta resisténcia esta relacionada com a presenca de plasmideos carreadores de genes de

resisténcia, os quais poderiam facilmente transmitir este perfil de resisténcia ndo somente entre
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cepas de H. parasuis, mas também a outros géneros bacterianos pertencentes a familia

Pasteurellaceae.
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