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RESUMO

ALCANTARA, A. C. M. Realizacdo de antibiograma e detec¢do de genes de
resisténcia pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em cepas de Escherichia
coli isoladas de celulite aviaria, coletadas de abatedouros frigorificos do Distrito
Federal. Realization of antibiogram and detection of antibiotic resistance genes by
polymerase chain reaction (PCR) in strains of Escherichia coli isolated from avian
cellulitis, collected from slaughterhouses in Distrito Federal. 2011. 60 p. Monografia
de conclusé&o do curso de Medicina Veterinaria. Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterindria, Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

O objetivo deste trabalho foi observar o perfil de resisténcia antimicrobiana de cepas
de Escherichia coli de celulite aviaria. Foram isoladas 22 cepas de E. coli coletadas
de frangos de corte de abatedouros localizados no Distrito Federal. Todas as
amostras foram investigadas quanto a susceptibilidade a 16 agentes antimicrobianos
pelo método de disco difusdo. A pesquisa de genes de resisténcia foi feita pela
técnica da PCR, por multiplex e uniplex. Todas as amostras apresentaram no
antibiograma resisténcia a pelo menos dois antimicrobianos. Os maiores niveis de
resisténcia foram encontrados para penicilina (100%), espiramicina (100%),
sulfonamida (90,91%) e eritromicina (81,82%). Na investigacdo dos genes de
resisténcia, os mais detectados foram sull (68,18%), ereA (50%) e catl (36,36%).
Apenas em uma amostra n&do foi detectado nenhum dos genes de resisténcia
pesquisados. Este estudo revelou que a presenca de bactérias resistentes a
antibioticos em alimentos destinados ao consumo humano, como a carne de frango,
pode se mostrar um risco para a saude publica.



ABSTRACT

ALCANTARA, A. C. M. Realization of antibiogram and detection of antibiotic
resistance genes by polymerase chain reaction (PCR) in strains of Escherichia coli
isolated from avian cellulitis, collected from slaughterhouses in Distrito Federal.
Realizacdo de antibiograma e deteccdo de genes de resisténcia pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) em cepas de Escherichia coli isoladas de celulite
aviéria, coletadas de abatedouros frigorificos do Distrito Federal. 2011. 60 p.
Monografia de conclusdo do curso de Medicina Veterinaria. Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia, Brasilia, DF

The aim of this work was to observe the antimicrobial resistance profile of
Escherichia coli strains from avian cellulitis. Twenty-two E. coli isolates were
collected from broilers from slaughterhouses at Federal District area. All the samples
were investigated to their susceptibility to 16 antimicrobial agents by disk diffusion
method. The search for resistance genes was performed by PCR multiplex and
uniplex. All the samples showed antibiotic resistance to at least two antimicrobials.
The highest levels of resistance were found for penicillin (100%), spiramycin (100%),
sulfonamide (90.91%) and erythromycin (81.82%). In the resistance genes
investigation, the genes most frequently detected were sull (68.18%), ereA (50%)
and catl (36.36%). Only in one sample was not detected none of the resistance
genes studied. This study revealed that the presence of antibiotic resistant bacteria in
food for human consumption, such as chicken, may have a risk to public health.
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Introducao

A avicultura brasileira desenvolveu-se e modernizou-se rapidamente
alcancando niveis elevados de produtividade nos ultimos 30 anos, destacando-se
por uma trajetdria de incremento tecnolégico expressivo, alavancada pela destacada
articulacéo entre os diferentes agentes que a compde (Girotto e Miele, 2006 apud
Vieira et al.,, 2006). Para alcancar a posicdo de lideranca no mercado avicola
mundial, o processamento e a inspecéao industrial sofreram evolu¢cdes com objetivo
de adequar os produtos as exigéncias do mercado. Incluiu-se rigido controle
sanitario no abate, processamento, estocagem e expedicdo a fim de minimizar os
riscos de agentes etiolégicos transmissiveis por alimentos e de garantir a qualidade
do produto (Andrade, 2005 apud Vieira et al., 2006).

Muitas enfermidades causam grandes prejuizos a industria avicola, ja que, de
acordo com critério de julgamento do médico veterinario, essas doencas acarretam
condenacdes das carcacas e/ou visceras na linha de inspecao, durante o abate das
aves. De acordo com a Normativa n° 210 de 10/11/98 do Ministério da Agricultura
Pecuéaria e Abastecimento (BRASIL, 1998), qualquer érgdo ou partes da carcaca
que estiverem afetados por um processo inflamatorio, como a celulite, devera ser
retirado, e se existir evidéncia de carater sistémico da patologia, a carcaca e as

visceras deverédo ser condenadas na sua totalidade (Andrade, 2005).

A celulite aviaria ou também chamada dermatite necrética € um processo
inflamatorio purulento agudo do tecido subcutaneo rotineiramente encontrado na
regido abdominal e nas pernas das aves. E responsavel por grandes perdas
econdmicas na industria avicola, pois é uma das principais causas de condenacao
de carcacas de frango de corte nos abatedouros de uma forma em geral (Santana et
al, 2008). Por exemplo, nos Estados Unidos as perdas por condenacdo das
carcacas de aves por celulite passam de 80 milhdes de ddlares por ano. No Brasil as
perdas chegam a aproximadamente 10 milhdes de ddélares por ano (Brito et al.,
2002).

As causas dessa doenca séo variaveis, desde problemas na producdo como
manejo e nutricdo até a presenca de agentes infecciosos, em especial a Escherichia

coli (E. coli), que agem principalmente quando a ave apresenta uma solugdo de
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continuidade na pele (Van et al, 2008). Em um trabalho prévio realizado no
Laboratério de Microbiologia de Alimentos (Lamal) da FAV-UnB, verificou-se a
presenca de Escherichia coli na maioria das amostras de celulite aviaria coletadas
em abatedouros frigorificos localizados no Distrito Federal.

Com o alto consumo da carne de frango e seus derivados houve um aumento
na producdo aviaria e, consequentemente, surgiu um grande numero de doencas
devido a elevada densidade dos aviarios, que pelas condigBes propicias oferecidas,
podem ser chamados de incubadores de microrganismos. Para controlar estas
enfermidades optou-se pelo uso de antimicrobianos, causando uma grande
revolucdo na medicina veterinaria, pois além de eliminarem microrganismos, tém
também, como propriedade adicional, serem estimuladores do crescimento
(Palermo, 2003 apud PAMvet-PR, 2005).

As modernas tecnologias, no entanto, implicaram numa dependéncia cada
vez maior do uso de substancias quimicas durante as fases de produc¢éo do frango
de corte. Porém, um fator preocupante é o surgimento de bactérias resistentes aos
antibiéticos, ocasionando obstaculos aos procedimentos clinicos, aumentando o0s
custos do tratamento e as doencas na populacdo humana (Anuario da Avicultura
Industrial Brasileira, 2005 apud PAMvet-PR, 2005).

As possiveis relagdes entre o uso de antimicrobianos em animais e o
aumento de resisténcia em bactérias isoladas do ser humano ndo estdo
caracterizadas cientificamente, havendo resultados contraditorios na literatura
cientifica. Alguns pesquisadores consideram que o uso de antimicrobianos como
aditivo em racbes de animais de producdo promove a emergéncia de
microrganismos resistentes em seres humanos, por transmisséo direta das bactérias
aos consumidores, ou indireta, pela transferéncia de genes de resisténcia entre
populacdes bacterianas de animais e de humanos. Outros autores argumentam nao
haver fundamentagdo cientifica que comprove esse risco. Porém, em razdo da
crescente producao e ao grande consumo de carne de frango, a avicultura industrial
torna-se grande alvo de atencbes nesse aspecto em nivel mundial (Kanashiro &
Stoppa, 2010).

As bactérias causadoras da celulite podem adquirir resisténcia a
antimicrobianos modificando o seu genoma por mutagdo ou incorporando genes

provenientes de outros microrganismos por diferentes sistemas de transferéncia
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genética. Assim, novas bactérias que ndo eram resistentes aos antimicrobianos
adquirem o gene de resisténcia contra determinados farmacos. A Escherichia coli &

predisponente a efetuar tais transferéncias genéticas (Van et al., 2008).

Segundo Van et al. (2008) a resisténcia bacteriana a antibiéticos ndo somente
se mostra um risco em termos de saude animal, como também a saude publica
guando transmitida a humanos por alimentos contaminados. Dessa forma, tratar a
questao da resisténcia a antimicrobianos é uma das mais urgentes prioridades no

campo da saude publica atualmente.

Logo, tendo em vista a importancia dessa patologia para o setor de avicultura,
principalmente para a producdo de carnes de aves, e considerando o fato da
bactéria Escherichia coli ser a predominante nas celulites aviarias, este trabalho teve
por objetivo promover a realizacdo de antibiograma e a deteccdo de genes de
resisténcia por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em cepas de E. coli
previamente isoladas de celulite aviaria, coletadas de abatedouros frigorificos

localizados no Distrito Federal.
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Revisdo bibliografica

1. Avicultura no Brasil

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial e o primeiro maior exportador de
carne de frango. A avicultura brasileira corresponde a 1,5% do PIB brasileiro e gera
5 milhdes de empregos diretos e indiretos. Em 2009 foram produzidas no pais
11.417.000 toneladas de carne de frango e foram exportadas 3.700.000 toneladas. A
regido do Centro-Oeste foi responsavel por 12,7% da exportacdo de carne de frango
do Brasil em 2008 e o Distrito Federal correspondeu a 1,8% (UBA, 2009).

Nos ultimos anos, o setor avicola no Brasil passou de uma operacao em nivel
de proprietario de granja para uma economia em escala, possivel pela associacdo
de numerosos produtores individuais. Este sistema integrado que prevalece no sul
do pais levou a uma eficiéncia operacional responsavel pela posicdo do Brasil como

um dos lideres da avicultura mundial (Mendes, 2001 apud Pereira, 2009).

A carne de frango, na nossa refeicdo diaria, esta se tornando cada vez mais
popular, ndo somente no Brasil como também em todo o mundo. Isso ocorre devido
a mudanca de habito de consumo. Hoje prefere-se a ingestdo de proteinas nobres,
de facil digestdo, com baixo teor de gorduras compostas por acidos graxos
assimilaveis, além de ricas em vitaminas e magnésio. A carne de frango € um
produto de facil aquisicdo por todas as camadas sociais pelo seu baixo custo
(Bottezini, 2005 apud PAMvet-PR, 2005). Segundo a Food and Agriculture
Organization (FAO), no ano de 2003, o consumo médio mundial per capita foi de 11
kg/hab/ano, sendo Hong Kong o maior consumidor de carne de frango (50,4
kg/hab/ano). O Brasil € o quarto colocado, com um consumo de 34,5 kg/hab/ano
(Anuario de Avicultura Industrial, 2005 apud PAMvet-PR, 2005).

Além da sanidade do rebanho nacional, livre da Doenca de Newcastle e da
Influenza Aviaria, outros fatores contribuem para a competitividade da industria
avicola, como o baixo custo para producgéo de frangos. Somente o Brasil, Argentina,
Paraguai e Bolivia respondem por 50% da producdo mundial de soja e 10% de
milho, para uma populacdo de 3,5% do globo. E ainda, o Brasil, possui 80 milhdes
de hectares inexplorados, que podem ampliar a producdo de graos (Lima, 2004

apud Neto & Miranda, 2009). Estes dados demonstram a influéncia da producédo de
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graos no aumento da competitividade da atividade avicola, jA que o aumento da
oferta de gréos, devido a nossa grande extensao territorial e grande oferta de mao
de obra barata, representa diminuicdo dos gastos com ragao para alimentacédo das
aves durante a producéo (Neto & Miranda, 2009).

Atualmente, a producéo avicola é eficiente e de alta produtividade, baseada
em um sistema técnico-cientifico avancado, com otimizacdo da producao,
oferecendo proteina de boa qualidade a baixo custo. Com todo esse crescimento
econdmico e evolucdo na producdo, a preocupacao com 0S aspectos sanitarios
também aumentaram, e com isso, 0 aprimoramento tecnolégico deve estar
associado a evolucdo nas pesquisas relacionadas a sanidade das aves (Andrade,
2005).

Acrescenta-se que o controle sanitario dos produtos de origem animal tem
influenciado, sobretudo, a dindmica do comércio mundial de carne de aves,
estabelecendo novos parametros de competitividade associados aos sistemas de
qualidade dos alimentos (Martinelli & Souza, 2005 apud Neto & Miranda, 2009).

O conceito de qualidade de alimentos, na visdao do consumidor, reflete a
satisfacdo de caracteristicas como sabor, aroma, aparéncia, embalagem, preco e
disponibilidade. Muitas vezes, ndo é conhecida a condi¢do intrinseca de seguranca
alimentar nos aspectos relacionados a influéncia do alimento sobre a saude
humana. O termo alimento seguro significa a garantia de consumo alimentar seguro
no ambito da saude coletiva, de produtos livres de contaminantes de natureza
quimica, fisica, biolégica ou outras substancias que possam colocar em risco a
saude (Silva, 2006 apud Neto & Miranda, 2009).

Apesar do 6timo desempenho nos ultimos anos, a avicultura apresenta
problemas com relacdo a sanidade das aves. Em funcdo do tipo de criacdo, em
escala industrial dos frangos de corte, as enfermidades cutaneas vém se tornando
cada vez mais freqlientes, com crescentes prejuizos a avicultura. Estes danos sao
causados pela condenacgédo parcial ou total das carcagas nos matadouros, com
reducdo no valor do produto final, despesas com mao-de-obra adicional e
equipamentos, reducdo na velocidade de processamento das carcacas e gastos

com limpeza e desinfeccéo das instala¢cées (Andrade, 2005).



16

Dentre essas enfermidades, destaca-se a celulite aviaria, uma das maiores
causas de condenacdo total de frangos de corte em todo o mundo, acarretando
perdas econdmicas consideraveis. A principal delas é com a condenacdo total das
carcacas, porém, as partes rejeitadas na condenagdo parcial também estdo
incluidas nesse montante, pois diminuem o aproveitamento das mesmas (Andrade,
2005).

2. Celulite aviaria

A celulite aviaria é definida como um processo inflamatério que pode resultar
na presenca de um exsudato purulento agudo no tecido subcutaneo, sendo
tipicamente observada na regido da coxa e baixo abdome (Elfadil et al., 1996 apud
Andrade et al., 2006).

Como algumas lesGes sdo difusas e ndo ha uma definida delimitacdo
macroscopica, muitos microrganismos como Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus sp., Pausteurella haemolytica,
Lactobacillus sp, Proteus vulgaris, entre outros, sdo encontrados além dos limites
estabelecidos durante a retirada da parte afetada na inspecdo post mortem (Kumor
et al., 1998 apud Andrade, 2005).

Além de sua importancia econdémica, a celulite € preocupante em termos de
saude publica, tendo em vista que inUmeros microrganismos estao envolvidos neste
processo, principalmente a Escherichia coli, que pode ser isolada na maioria das
lesbes (Messier et al., 1993; Onderka et al., 1997 apud Andrade, 2005). Tal bactéria
é tida como agente causal da enfermidade em questdo. Acredita-se que a celulite
resulte de uma quebra na integridade da pele, como um ferimento traumatico ou
outra abrasdo cuténea, permitindo que as bactérias entrem e colonizem o tecido
subcutaneo (Norton, 1997 apud Andrade, 2005).

As lesdes cutaneas em frangos de corte muitas vezes séo de etiologia ainda
ndo esclarecida, porém, alguns fatores influenciam no aparecimento das mesmas,
como fatores genéticos, de manejo e imunodepressores. Os primeiros estao
relacionados com o sexo do animal, pois se sabe que os machos apresentam
velocidade de empenamento mais lento e sédo mais agressivos. Com isso, Sdo mais

afetados por lesdes decorrentes de traumatismos. Os fatores de manejo sao
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representados principalmente pela alta densidade populacional na criacdo dos
frangos, pois favorece maior contato entre os animais. Alguns materiais de cama
também podem causar lesdes cutaneas, e a deterioracdo da cama favorece a
multiplicagdo de microrganismos patogénicos que podem invadir a pele lesada. O
programa de iluminacdo aumenta o periodo de atividade da ave, podendo haver
maior ocorréncia de lesdes, enquanto que os fatores imunossupressores conferem a
ave uma debilidade na resposta imunoldgica contra agentes infecciosos (Berchieri
JR.; Macari, 2000 apud Andrade, 2005).

A densidade maxima na granja e o manejo dos lotes antes do abate podem
ser de importancia significativa na etiologia da doenca. Limpeza da incubadora e a
gualidade do pinto precisam ser mantidas como pontos de controle para o
desenvolvimento de um sistema imune saudavel na ave. Embora nenhuma
patogenia seja explicada para a celulite, geralmente, qualquer insulto a integridade
da pele deve ser considerado como rota significativa da patogenia da doenca
(Norton, 1997 apud Andrade, 2005).

O diagndstico através da avaliacdo macroscopica das enfermidades cutaneas
em frangos de corte frequentemente resulta em erros (Fallavena, 2001 apud
Andrade, 2005). LesbGes provocadas por diferentes doencas podem ser muito
semelhantes entre si, visto que a maioria apresenta espessamento e alteracdes de
coloracao e de aspecto da pele. Dependendo do grau de severidade, a dermatite e a
celulite podem apresentar alteracdes muito similares (Fallavena et al., 2000 apud
Andrade, 2005). O exame histopatologico parece ser a maneira mais adequada de

diagnosticar doencas cutaneas (Fallavena, 2006 apud Vieira et al., 2006).

Microscopicamente ha inflamacéao do subcutadneo formando massa constituida
de restos celulares necroticos e bandas de fibrina, circundadas por capsula de tecido
conjuntivo contendo heterofilos, linfécitos e macréfagos, podendo haver formacao
granulomatosa, e em alguns casos envolvimento do foliculo plumoso (Messier et al.,
1993; Onderka et al., 1997; Fallavena, 2000; Fallavena, 2001; Alves, 2005; Andrade,
2005 apud Vieira et al., 2006).

E indispensavel que a pele esteja lesada para que bactérias invadam e se
multipliquem no hospedeiro (Norton, Macklin e McMurtrey, 1999; Fallavena, 2000;
Fallavena, 2001 apud Vieira et al., 2006), embora Elfadil et al. (1996) e Allan (1997)

relatem que apesar de haver a necessidade de lesdes de pele para a ocorréncia da
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celulite, este fator ndo é isoladamente suficiente para a ocorréncia da enfermidade
(Vieira et al., 2006).

3. Escherichia coli

A Escherichia coli € um dos microrganismos mais versateis encontrados na
natureza. De ampla distribuicdo, normalmente coloniza o trato gastrointestinal de
humanos e animais, onde faz parte da flora normal e estabelece uma relagéo
mutuamente benéfica com seu hospedeiro. Contudo existem algumas cepas que
sdo extremamente virulentas e capazes de causar doengas graves (Informativo
Cefar de Microbiologia, 2006).

A Escherichia coli é uma bactéria do grupo coliforme, bastonete gram-
negativa, anaerobia facultativa, que fermenta a lactose e manitol, com producéo de
acido e gas a 44,5 £ 0,2°C em 24 horas. Produz indol a partir do triptofano, é oxidase
negativa, catalase positiva, ndo hidroliza a uréia e apresenta atividade das enzimas
3 galactosidase e [ glucoronidase (BRASIL, 2004). Em agar Mac Conkey as
coldnias se apresentam na cor rosa clara circundadas por um precipitado, e em agar
EMB (Eosyn-Methylene-Blue), sdo verde-escuras em tom metélico ou pretas
(BARNES et al., 1997).

Apos a identificacao inicial da espécie, € possivel continuar a classificar as E.
coli com base em certas reaces imunologicas. Tais reacfes se baseiam no fato de
cada variante expressar diferentes antigenos em sua superficie. Esses antigenos
sdo: O (antigeno do lipopolissacarideo - LPS); H (antigeno flagelar) e K (antigeno
capsular). Ao se avaliar qual o antigeno O presente em dada cepa, pode-se
classificar a E. coli em sorogrupos e, até o0 momento, mais de 170 sorogrupos ja
foram identificados. Da combinacdo da identificacdo do antigeno O com a
identificacdo do antigeno H e, em alguns casos, o K, pode-se definir sorotipos. A
classificacdo soroldgica € importante, pois € sabido que cada sorogrupo e sorotipo
possui caracteristicas individuais quanto a resposta contra antibiGticos ou com

relacdo a patogenicidade (Informativo Cefar de Microbiologia, 2006).

A E. coli pode ser encontrada na cama aviaria da granja, na poeira, ha agua,
na ragao e no intestino de aves sadias. Tem habilidade de crescer rapidamente e

usa uma grande variedade de tipos de materiais como nutrientes (Andrade, 2005).
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Tem sido relatado que estirpes de E. coli que colonizam o trato intestinal de
frangos sé@o capazes de serem transmitidas aos humanos através do contato intimo,
podendo, inclusive, ser isoladas de amostras fecais humanas (Messier, 1993 apud
Vieira et al., 2006). Além disso, a presenca de E. coli nas lesdes de celulite favorece
a contaminacado cruzada nas linhas de processamento de frangos quando estas sao

expostas (Gomis et al., 2001 apud Vieira et al., 2006).

Embora ndo se saiba o potencial que as estirpes isoladas de celulite tém de
causar doencas em humanos, as habilidades em adquirir fatores de viruléncia por
transferéncia genética sédo fatores a serem considerados (Ngeleka et al., 1996;
Kumor et al., 1998 apud Vieira et al., 2006).

Alimentos contaminados com bactérias resistentes a antibiéticos podem ser
uma grande ameaca para a saude publica, ja que existe a distinta possibilidade de
que os genes que codificam a resisténcia aos antibiéticos, que sao carreados em
elementos genéticos moveis, possam ser transferidos para outras bactérias de
importancia clinica humana. A E. coli € um veiculo candidato para tais transferéncias
por causa da sua diversidade de cepas e também pela sua capacidade de
sobrevivéncia na flora do trato gastrintestinal tanto de homens quanto de animais.
Estes sdo sensiveis a pressdo de selecdo exercida pelo uso de antimicrobianos e
carregam elementos genéticos méveis que podem realizar essas transmissdes. (Van
den Bogaard e Stobberingh, 2000 apud Van et al. 2008).

No que se refere especificamente a Escherichia coli comensal de animais, ja
€ sabido que é resistente a maioria dos agentes antimicrobianos comumente
utilizados, como as tetraciclinas, sulfametoxazole, ampicilina, estreptomicina e

carbenicilina (Kang, et al. 2005 apud Artencio, 2007).

Os principais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos sao
desenvolvidos em funcédo do agente utilizado contra o microrganismo; dessa forma,
em E. coli pode-se ter uma ampla variedade de mecanismos de resisténcia, visto
que antimicrobianos de diversas classes s&do utilizados no tratamento das
enfermidades por ela determinadas. Dentre estes mecanismos, pode-se ter a
producdo de beta—lactamase (resisténcia a penicilinas e cefalosporinas), metilacéo
do RNA ribossomal e efluxo do antimicrobiano (resisténcia a macrolideos e

tetraciclinas), modificacdo enzimatica do antimicrobiano (resisténcia a
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aminoglicosideos) e mutacdes da DNA girase (resisténcia a fluoroquinolonas)
(Palermo Neto, 2005 apud Artencio, 2007).

Foi constatado em uma pesquisa que o uso de cefalosporinas de terceira
geracdo no tratamento contra bactérias da familia Enterobacteriaceae poderia
selecionar bactérias mutantes, o que acarretaria em uma superproducdo de beta-

lactamases (Paterson, 2006 apud Artencio, 2007).

Especificamente, a resisténcia a quinolonas, tem sido relatada em E. coli
mediada por plasmidios e associada com a aquisi¢do do gene gnr (Paterson, 2006
apud Artencio, 2007).

4. Relacao entre o uso de antimicrobianos na avicultura e resisténcia
antimicrobiana

O problema de resisténcia a drogas especificas nas bactérias causadoras de
infeccdo humana coincidiu com a introduc¢édo de inimeros antimicrobianos na década
50, expandindo-se, a partir de 1960, com a introducéo de novos beta-lactamicos e
agravando-se nas décadas de 80 e 90, com o surgimento de novas formas de
resisténcia e disseminacdo de multirresistentes. Os antimicrobianos atuam como
selecionadores de micro-organismos resistentes devido aos empregos em Varios
segmentos, como na clinica (humana e veterinaria), na industria (conservacdo de
alimentos), na producéo animal (engorda de animais) e em experimentos (Kanashiro
& Stoppa, 2010).

Véarios experimentos indicam que o0s promotores de crescimento
proporcionam diminuicdo do numero de bactérias aderidas a mucosa intestinal (o
que reduz a competicdo por nutrientes com o hospedeiro), diminuicdo de bactérias
produtoras de toxinas e amoénia (que prejudicam a absorcdo dos nutrientes), e,
consequentemente, diminuicdo das células inflamatorias na parede intestinal e do
grau de descamacdo e renovacdo das vilosidades intestinais (Armstrong, 1986;
Henry et al.,1987; Izat et al., 1989 apud Pessanha & Gontijo Filho, 2000).

Com o aumento do uso de antimicrobianos como promotores de crescimento
e até mesmo com fins terapéuticos na criagdo de animais de producdo, existe o
interesse global referente ao consumo de baixos niveis de residuos de

antimicrobianos em alimentos e os efeitos destes na saude humana. A ingestao de
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alimentos contendo residuos de farmacos antimicrobianos pode ocasionar
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos utilizados rotineiramente na terapéutica
humana, dificultando o tratamento de enfermidades infecciosas humanas (Mantilla et
al., 2007 apud Franco et al., 2010).

Na avicultura, a administracdo de certos antibiéticos e quimioterapicos em
pequenas concentracdes e de forma continua a ragdo, proporciona aumento
significativo do ganho de peso e melhor converséo alimentar (Griffin, 1980; Soares,
1996 apud Mota et al., 2005). Segundo Young (1994), a adocdo desse manejo é
relatada como subterapéutica, pois a quantidade utilizada destas drogas € inferior
aguela usada no tratamento de doencas especificas, favorecendo o aparecimento
de resisténcia antimicrobiana em cepas de bactérias patogénicas, diminuindo assim
a capacidade destas drogas na cura de infeccdes em pessoas e animais (Manie et
al., 1997 apud Mota et al., 2005).

Segundo o Anuério da Avicultura Industrial Brasileira (2005), no segmento
avicola da industria de medicamentos veterinarios, houve faturamento préximo de
R$ 443 milhdes, representando 21,3% do total faturado pelo setor em 2004, onde as
classes terapéuticas dos antimicrobianos, anticoccidianos e promotores de
crescimentos/antibidticos tiveram 29% de participacdo do mercado (PAMvet-PR,
2005).

Os antimicrobianos, quando usados como promotores de crescimento na
alimentacdo animal, podem exercer forte pressdo seletiva sobre os patégenos e a
microbiota saprofitica, principalmente quando utilizados abusivamente, podendo
resultar no aparecimento de resisténcia quer seja na microbiota saprofitica e/ou
patogénica, em dependéncia da codificacdo de genes para resisténcia
antimicrobiana pela acdo de plasmidios e transposons, colocando em perigo o
ingestor de produtos de origem animal pelo rapido desenvolvimento da resisténcia

por mutacédo (Franco et al., 2006 apud Franco et al., 2010).

A Unido Européia progressivamente foi restringindo o uso de antimicrobianos
como aditivos promotores do desempenho zootécnico em animais de producao,
tendo proibido o uso dessas substancias a partir de janeiro de 2006. Os aditivos
para uso em aves comecaram a ser proibidos no Brasil a partir de 1998. Atualmente,
as drogas proibidas como aditivos sao cloranfenicol, penicilina, tetraciclinas,

sulfonamidas sistémicas, arseniacais, antimoniais, olaquindox e violeta de genciana.
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O cloranfenicol e nitrofuranos sé@o proibidos inclusive para uso terapéutico desde
2003. A problematica da resisténcia bacteriana a antimicrobianos néo deve ser vista
de modo simplista, sendo necessario que se entenda o alimento de origem animal
presente na mesa do consumidor como ponto final de uma grande cadeia iniciada

nas propriedades rurais produtoras (Kanashiro & Stoppa, 2010).

A resisténcia antimicrobiana € um problema com graves implicacdes clinicas,
pois novos agentes antimicrobianos devem ser desenvolvidos e sdao sempre mais
caros e muitas vezes mais toxicos que os utilizados anteriormente nos tratamentos
das infec¢des. Portanto, um dos maiores desafios na area de producao animal tem
sido a busca de alternativas para se reduzir o uso de antimicrobianos como
promotores de crescimento em racdes. Este desafio € consequéncia das crescentes
pressdes impostas por legislagbes de paises que importam produtos de origem
animal, como os da Comunidade Européia, que proibem a inclusdo de
antimicrobianos nas dietas de frangos de corte e outras espécies animais. (Medeiros
et al., 2009 apud Franco et al., 2010).

5. Resisténcia antimicrobiana

O descobrimento dos antibiéticos foi um grande avanco para a aplicacdo
terapéutica tanto na medicina humana quanto na veterinaria. Eles sdo importantes
na reducdo da morbidade e mortalidade de doencas infecciosas (Aschbacher, 1978
apud Mota et al., 2005).

A antibioticoterapia é usualmente utilizada como primeira op¢ao no tratamento
de diversas enfermidades na medicina veterinaria e humana. Atualmente, uma
variedade de drogas com principios ativos diferentes sao encontrados no mercado,
tornando-se muito importante a avaliagdo da eficacia desses medicamentos frente
aos microrganismos causadores destas enfermidades (Langnegger et al., 1986;
Mackie et al., 1988 apud Mota et al., 2005).

As duas definicdes para resisténcia antimicrobiana mais comumente usadas
sdo baseadas em critérios microbioldgicos (resisténcia in vitro) e clinicos (resisténcia
in vivo). Segundo a definicdo microbioldgica, uma cepa é dita resistente caso cresca
na presenca de concentracbes de droga acima das suportadas por outras cepas

filogeneticamente relacionadas. Ja de acordo com a definicdo clinica, uma cepa é
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resistente quando sobrevive a terapia antimicrobiana utilizada. Independente da
definicdo utilizada trata-se de um fenbmeno complexo que envolve uma variedade
de agentes antimicrobianos, espécies de bactérias, genes de resisténcia e

mecanismos de resisténcia (Aarestrup, 2005 apud Dias, 2010).

A resisténcia a agentes antimicrobianos pode ser subdividida em dois tipos
basicos de resisténcia: resisténcia intrinseca e resisténcia adquirida. A resisténcia
intrinseca descreve um status de insensibilidade geral da bactéria a agentes
antimicrobianos especificos ou a uma classe de agentes. Isso geralmente ocorre
devido a falta de estruturas alvo para certos agentes antimicrobianos (por exemplo,
a resisténcia de bactérias sem parede celular a beta-lactamicos) ou a
inacessibilidade destes agentes a bactérias especificas. A resisténcia intrinseca é
uma propriedade género- ou espécie-especifica da bactéria. Em contraste, a
resisténcia adquirida € uma propriedade cepa-especifica que pode ocorrer devido a
aquisicdo de genes de resisténcia estranhos ou a mutacdo cromossomal de genes
alvo (Aarestrup, 2006).

Muitas bactérias possuem resisténcia intrinseca a varios grupos de
antibioticos, porém o problema da resisténcia aos antimicrobianos € colocado
guando as bactérias sofrem mutacdes, originando formas resistentes (Soares, 2001

apud Sousa Junior et al., 2004).

Em relagéo as variacdes regionais, tem-se conhecimento que a ocorréncia de
resisténcia esta intimamente relacionada a presséo de selecédo do agente as drogas
utilizadas com maior freqiéncia no tratamento da afeccdo (Jones et al., 1985 apud
Baccaro et al., 2002).

Niveis elevados de resisténcia podem estar relacionados ao fendmeno de
multiresisténcia, através do qual, antibiéticos como a ampicilina podem induzir a
selecdo de amostras de E. coli resistentes as tetraciclinas, sulfas, kanamicina e
ampicilina na auséncia da exposi¢cdo do agente ao antimicrobiano (Bongers et al.,
1995 apud Baccaro et al., 2002). A resisténcia multipla, também pode ser observada
na administracdo de sulfonamidas, neomicina, cloranfenicol, tetraciclina e sais de
cobre quando utilizados para o tratamento de diarréia em suinos. Na maioria dos
casos, o fendmeno é mediado por plasmideos, razédo pela qual deve-se evitar o uso
de antimicrobianos utilizados como facilitadores do crescimento, no tratamento e na

profilaxia de doencas (Bongers et al., 1995 apud Baccaro et al., 2002).
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O principal mecanismo para uma bactéria sensivel, numa populacéo, tornar-
se resistente € através da mutacdo cromossdmica. Outro tipo de resisténcia pode
ser transferida de uma bactéria resistente para uma sensivel por contato entre as
células. Esta resisténcia € referida como transferivel, transmissivel, ou infectivel. A
resisténcia é transferivel por organismos da mesma espécie e entre espeécies
diferentes (Smith, 1974 apud Mota et al., 2005). Esta transmissdo é realizada por

meio de plasmideos (Jawetz et al., 1991 apud Mota et al., 2005).

Plasmideos sdo elementos genéticos extracromossdmicos de replicacdo
autbnoma, que variam de tamanho entre 1 a 1000 kb. Plasmideos podem codificar
resisténcia para agentes antimicrobianos, desinfetantes, cations de metais pesados,
anions, proteinas de ligacdo, ou bacteriocinas, mas também para propriedades
metabodlicas ou de viruléncia. Plasmideos de resisténcia sdo conhecidos por
carregar um ou mais genes de resisténcia, algumas vezes juntamente com genes
que determinam outras caracteristicas fenotipicas. Plasmideos de grande peso
molecular podem carregar um complexo de gene tra que permite que estes
plasmideos se movam de uma célula hospedeira para outra por conjugacéo. E digno
de nota que nem todo plasmideo pode replicar em toda bactéria hospedeira.
Portanto, quando transferidos para uma nova célula hospedeira, os plasmideos
podem replicar estavelmente; formar integracdes com outros plasmideos; ou se
integrar, em parte ou totalmente, no DNA cromossomal. Plasmideos geralmente
agem como vetores para transposons e integrons/cassetes de genes (Aarestrup,
2006).

Os genes de resisténcia codificam enzimas que inativam (por modificacao
quimica) ou degradam classes especificas de antibiéticos ou que alteram a
permeabilidade da célula a essas drogas. Um plasmideo pode tanto determinar
resisténcia a um unico antibiético como pode conter genes que conferem resisténcia
a multiplas drogas. O plasmideo R100, por exemplo, possui genes que conferem
resisténcia a sulfonamidas, estreptomicina/espectromicina, acido fusidico,
cloranfenicol, tetraciclina e mercario. R100 é transmissivel para enterobactérias do
género Escherichia, Klebsiella, Proteus, Salmonella e Shigella e muito dos genes de
resisténcia a drogas presentes no plasmideo fazem parte de elementos
transponiveis, que podem, potencialmente, mediar a propria transferéncia, por

exemplo, para o cromossomo da célula hospedeira (Zaha et al., 2003).
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Genes de resisténcia podem ser transferidos entre bactérias por meio de
transformacao, transducao, conjugacao ou transposicao. A resisténcia a um agente
antibacteriano frequentemente resulta em resisténcia cruzada com outros agentes
da mesma classe. Essa forma de resisténcia € observada com sulfonamidas,
tetraciclinas, aminoglicosideos e macrolideos (QUINN et al., 2005 apud Dias, 2010).
Na transformacao, a bactéria incorpora genes de resisténcia presentes no meio, 0s
quais foram produzidos por outra bactéria. A transduc¢éo consiste na transferéncia do
gene de resisténcia de uma bactéria para outra por meio de um bacteriéfago. Na
conjugacéao, a transferéncia do gene de resisténcia é feita através de uma ponte
citoplasmatica que é estabelecida entre duas bactérias. Por fim, o0 mecanismo de
transposicao € a transferéncia por meio de transposons, que sdo elementos de DNA
que podem transferirr-se de uma molécula de DNA para outra. A mutacao,
transducao e transformacéo sdo as formas de resisténcia mais comuns em bactérias
Gram-positivas, ao passo que as Gram-negativas podem apresentar qualquer uma
dessas formas, predominando, a transposi¢dao (Spinosa et al., 2006 apud Dias,
2010).

Tudo que evita ou danifica o encontro da droga antimicrobiana com seu "alvo”
(receptores de penicilina, unidade 30S e 50S dos ribossomos, enzimas responsaveis
pela sintese da parede celular, sintese de DNA e de mRNA, entre outros) gera maior
ou menor resisténcia. Os alvos geralmente sdo proteinas, quase sempre enzimas,
importantes para o metabolismo da célula bacteriana. Assim, quanto mais especifico
e estratégico para a célula for o alvo, mais eficaz sera a droga. A resisténcia
cromossOmica surge por mutacdo espontanea, que pode ser a simples troca de um
nucleotideo, desde que nao torne a bactéria inviavel. A bactéria pode adquirir, ap6s
a mutacao, resisténcia cromossdmica pela alteracao ou superproducéo do alvo, mas
também, por mudancas na sintese de proteinas ligadas a permeabilidade do seu
envoltorio, alterando a entrada e o acumulo da droga dentro da célula, dificultando o
encontro droga-alvo (Souza, 1998 apud Mota et al., 2005).

5.1 Mecanismos de resisténcia
Os mecanismos genéticos que codificam a resisténcia bacteriana se
exteriorizam por seis principais mecanismos bioquimicos de acdo: inativagao

enzimatica da droga, alteracdo da permeabilidade bacteriana a droga, alteracdo de
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sistemas de transporte na célula, retirada ativa da droga do meio intracelular,
alteracéo do receptor a droga, modificacdo do sistema metabdlico ativo para a droga
e sintese das vias metabdlicas alternativas (Tavares, 2001 apud Sousa Junior et al.,
2004). Todos estes mecanismos citados podem ser reunidos em trés grupos:
inativacdo enzimatica, alteracdo do sitio de acdo do antibidtico e alteracdo do
transporte do antibiético através do involucro bacteriano. Um quarto mecanismo,
caso especifico de resisténcia as sulfonamidas e trimetropim, se relaciona a
capacidade da célula bacteriana de evitar a rota metabdlica inibida por estes

antibioticos (Barros et al., 2001 apud Sousa Junior et al., 2004).

Alteracdo dos sitios-alvo das drogas

A alteracdo do local-alvo onde atua determinado antimicrobiano, de modo a
impedir a ocorréncia de qualquer efeito inibitério ou bactericida, constitui um dos
mais importantes mecanismos de resisténcia. As bactérias podem adquirir um gene
que codifica um novo produto resistente ao antibiético, substituindo o alvo original.
Staphylococcus aureus resistente a oxacilina e estafilococos coagulase-negativos
adquiriram o gene cromossémico mec A e produzem uma proteina de ligacdo da
penicilina (PBP ou PLP) resistente aos beta-lactamicos, denominada 2a ou 2', que é
suficiente para manter a integridade da parede celular durante o crescimento,
quando outras PBPs essenciais sao inativadas por antibimicrobianos beta-
lactamicos. Alternativamente, um gene recém-adquirido pode atuar para modificar
um alvo, tornando-o menos vulneravel a determinado antimicrobiano. Assim, um
gene transportado por plasmideo ou por transposon codifica uma enzima que inativa
os alvos ou altera a ligacdo dos antimicrobianos como ocorre com eritromicina e

clindamicina (Anvisa, 2007).

Inativagdo enzimdtica do antibiético

A inibicdo ou inativacdo enzimatica produzida pelos microrganismos €
provavelmente o principal mecanismo molecular de resisténcia microbiana. Foi
inicialmente descrita por Abraham e Chaim, em 1940, que demonstraram em
extratos de Escherichia coli uma enzima capaz de inativar a agdo da penicilina,

provocando a sua abertura por hidrolise e transformando o antibiético em produto
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inativo. Com a introducdo das cefalosporinas na década de 60, o termo
cefalosporinase passou a ser empregado para designar as enzimas que
hidrolisavam este grupo de antibioticos beta-lactamicos (Tavares, 2001 apud Sousa
Junior et al., 2004).

A producdo de betalactamases € o principal mecanismo de resisténcia das
bactérias Gram-negativas. O grau de resisténcia ira depender da quantidade de
enzima produzida, da habilidade dessa enzima em hidrolisar o antimicrobiano em
questdo (poténcia) e da velocidade com que o beta-lactamico penetra pela
membrana externa da bactéria (permeabilidade da membrana) (Sousa Junior et al.,
2004).

Foram descritas numerosas betalactamases diferentes. Essas enzimas sao
codificadas em cromossomos ou sitios extracromossémicos através de plasmideos
ou transposons, podendo ser produzidas de modo constitutivo ou ser induzido
(Anvisa, 2007).

Nas bactérias Gram-negativas, o papel das betalactamases na resisténcia
bacteriana €& complexo e extenso. Verifica-se a presenca de quantidades
abundantes de enzimas; muitas delas inativam varios antimicrobianos beta-
lactamicos, e os genes que codificam essas betalactamases estdo sujeitos a
mutacdes que expandem a atividade enzimatica e que sado transferidos de modo
relativamente facil. Além disso, as betalactamases de bactérias Gram-negativas séo
secretadas no espaco periplasmatico, onde atuam em conjunto com a barreira de
permeabilidade da parede celular externa, produzindo resisténcia clinicamente
significativa a antimicrobianos. As betalactamases de espectro estendido (ESBL),
mediadas por plasmideos, inativam as cefalosporinas de terceira geracdo e 0s
monobactamicos como ocorre em cepas de Klebsiella pneumoniae. As
betalactamases mediadas por cromossomos sédo produzidas em baixos niveis por P.
aeruginosa, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens e outros bacilos Gram-
negativos; quando esses microrganismos Sao expostos a antimicrobianos beta-
lactamicos, séo induzidos altos niveis de betalactamases, produzindo resisténcia as
cefalosporinas de terceira geracdo, cefamicinas e combinacdes de beta-

lactamicos/acido clavulanico ou sulbactam (Anvisa, 2007).

O primeiro relato de cepas produtoras de ESBL ocorreu em Frankfurt, na

Alemanha em 1983, onde enzimas do tipo SHV foram isoladas de Klebsiella
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pneumoniae e Escherichia coli. A andlise destas cepas demonstrou posteriormente
que a resisténcia devia-se a producdo de uma beta-lactamase plasmidial
transferivel, derivada de SHV-1, sendo denominada SHV-2. Desde entéo, tém sido
descritas em todo mundo numerosas enzimas dos tipos TEM e SHV com este
fendtipo de resisténcia. Cepas de Klebsiella spp e Escherichia coli sdo as bactérias
mais comuns produtoras de ESBL, porém ja foram detectadas em diversas espécies
de Enterobacteriaceae e em Pseudomonas aeruginosa (Peloso et al.,2002 apud
Sousa Junior et al., 2004).

Alteracdo de permeabilidade da membrana celular

A permeabilidade limitada constitui uma propriedade da membrana celular
externa de lipopolissacarideo das bactérias Gram-negativas. A permeabilidade
dessa membrana reside na presenca de proteinas especiais, as porinas, que
estabelecem canais especificos pelos quais as substancias podem passar para o
espaco periplasmético e, em seguida, para o interior da célula. A permeabilidade
limitada € responsavel pela resisténcia intrinseca dos bacilos Gram-negativos a
penicilina, eritromicina, clindamicina e vancomicina e pela resisténcia de
Pseudomonas aeruginosa ao trimetoprim. As bactérias utilizam esta estratégia na
aquisicdo de resisténcia. Assim, uma alteracdo na porina especifica da membrana
celular externa de P. aeruginosa,por exemplo, pela qual o imipenem geralmente se
difunde, pode excluir o antimicrobiano de seu alvo, tornando P. aeruginosa

resistente ao imipenem (Anvisa, 2007).

Efluxo rdpido

O bombeamento ativo de antimicrobianos do meio intracelular para o
extracelular, isto €, o seu efluxo ativo, produz resisténcia bacteriana a determinados
antimicrobianos. A resisténcia as tetraciclinas codificada por plasmideos em

Escherichia coli resulta deste efluxo ativo (Anvisa, 2007).

Em bactérias Gram-negativas, o sistema de efluxo tipicamente possui trés
componentes: uma bomba de efluxo, situada na membrana interna ou
citoplasmatica; uma proteina formadora do canal extrusor na membrana externa

(OMP) e uma proteina de fusdo (MFP) que liga estes dois componentes. Esse
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sistema possui um amplo espectro, expulsando da célula bacteriana substratos
como antimicrobianos, anti-sépticos, desinfetantes, desempenhando um importante
papel na resisténcia intrinseca e adquirida de varios patégenos Gram-negativos.
Estes sistemas séo codificados por genes cromossomais e sua expressao esta sob

o controle de genes reguladores (Anvisa, 2007).

As proteinas transmembrana, responsaveis por mediar o efluxo ativo,
geralmente tém ampla especificidade pelo substrato e apenas algumas delas
conferem resisténcia aos agentes antimicrobianos. A resisténcia é determinada pela
reducdo na concentracdo do farmaco no citoplasma, impedindo ou limitando o
acesso da droga ao seu alvo. Algumas bombas de efluxo agem sobre drogas
especificas (bombas de resisténcia especifica a antimicrobianos), enquanto outras
sdo ativas contra mdltiplas drogas (bombas de resisténcia mdltipla a
antimicrobianos). As bombas de resisténcia especifica representam mecanismo mais
importante de resisténcia as tetraciclinas, especialmente em bactérias Gram-
negativas. Elas também conferem resisténcia a macrolideos e fenicois. Essas
bombas geralmente conferem alta resisténcia e estdo associadas a elementos
genéticos moveis. Ja as bombas de resisténcia a multiplos agentes antimicrobianos
geralmente conferem resisténcia de baixo nivel e sdo frequentemente codificadas
cromossomicamente. Dependendo da fonte de energia para uso do efluxo ativo,
essas bombas sao divididas em dois grupos principais: transportadore de cassetes
de ligacdo a ATP e os transportadores de drogas secundarias. Os transportadores
de cassetes de ligacdo a ATP utilizam hidrélise do ATP como fonte de energia,
possuem amplas funcdes fisiologicas em células eucaridticas e procaridticas e
geralmente mediam a exportacdo de determinadas classes de antibioticos, tais como
os macrolideos (Aarestrup, 2005 apud Dias, 2010).

Uma mutacdo ou mesmo uma dele¢do nos genes reguladores pode resultar
em hiperexpressédo dos sistemas de efluxo e, consequientemente, na extrusao de
antimicrobianos em niveis elevados, impedindo-os, assim, de atingirem seu sitio de
acdo. Uma vez que o0s genes que codificam esses sistemas de efluxo sédo
principalmente constitutivos, existe a possibilidade de qualquer microrganismo

desenvolver este fendtipo de resisténcia (Anvisa, 2007).

Além de conferir resisténcia a beta-lactamicos, os sistemas de efluxo podem

contribuir para a resisténcia intrinseca e adquirida de Gram-negativos a outros
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antimicrobianos, como tetraciclinas, fluoroquinolonas, cloranfenicol, e eritromicina. O
sistema de efluxo € um mecanismo comum dentre isolados de Gram-negativos, e a
sua hiperexpressdo associada a outros mecanismos pode contribuir para um

fendtipo de multirresisténcia, restringindo as opcdes terapéuticas (Anvisa, 2007).

6 Alguns antimicrobianos de interesse

Os antimicrobianos ou anti-infecciosos sédo substancias quimicas usadas para
combater os microrganismos. Os antimicrobianos inespecificos atuam sobre
microorganismos em geral, quer sejam patogénicos ou néo; pertencem a este grupo
0s anti-sépticos e os desinfetantes. Os antimicrobianos especificos atuam sobre
microorganismos responsaveis pelas doencas infecciosas que acometem O0sS

animais; sao 0s quimioterdpicos e os antibiodticos (Spinosa et al., 2006).

6.1 Sulfonamidas

As sulfas foram amplamente utilizadas, mesmo no periodo do advento das
penicilinas; entretanto, devido ao aparecimento de resisténcia microbiana e dos
varios relatos de seus efeitos adversos, o uso destes quimioterdpicos foi sendo
limitado, principalmente em Medicina Humana. Atualmente, as sulfas ocupam ainda
destacado papel no tratamento de diversas infec¢cdes dos animais domeésticos. Além
disso, estes quimioterdpicos vém sendo amplamente utilizados na racdo de animais
de criacdo, com o objetivo de prevenir as denominadas “doencgas de confinamento”
(Spinosa et al., 2006).

As sulfonamidas, quando administradas em concentracfes terapéuticas, sdo
bacteriostaticas e, em concentra¢gfes altas, sdo bactericidas. Este quimioterapico é
um analogo estrutural do acido p-aminobenzdico (PABA), uma substancia essencial
para a sintese de acido folico, o qual, por sua vez, quando em sua forma reduzida, o
acido tetraidrofdlico, € fundamental para a sintese de DNA e RNA bacteriano;

portanto as sulfas funcionam como um antimetabdlico (Spinosa et al., 2006).

A viabilidade clinica dos sulfonamidicos deve-se, fundamentalmente, a sua
toxicidade seletiva, ndo causando efeito téxico para o hospedeiro, pois este

consegue utilizar o acido folico da dieta. Portanto, séo sensiveis aos sulfonamidicos
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apenas 0s microrganismos que ndo conseguem utilizar o acido folico pré-formado
(Spinosa et al., 2006).

A resisténcia bacteriana as sulfas normalmente ocorre de maneira gradativa e
lenta. Entretanto, uma vez estabelecida, € persistente e irreversivel. Presume-se que
tal resisténcia se faca principalmente através de plasmideo. Plasmideos podem
codificar resisténcia proporcionada por enzimas com pouca afinidade ou determinar
diminuicdo de permeabilidade da bactéria. S&o reconhecidas varias formas de
resisténcia bacteriana as sulfas, entre elas, a mutacdo, levando a producéo
aumentada de acido para-aminobenzoico ou a sintese de diidropteroato-sintetase
gue apresentam pouca afinidade pelo antimicrobiano; o aumento da capacidade do
microrganismo de inativar o quimioterapico; um caminho metabdlico alternativo para
a formacdo do acido folico; o aumento da producdo de PABA pelas bactérias
(Anvisa, 2007; Spinosa et al., 2006).

Os genes de resisténcia as sulfonamidas pertencem ao grupo sul (sull, sul2 e
sul3) e podem ser de origem cromossémica ou adquirida através de elementos
moveis (Pérez-Trallero e Iglesias, 2003; Tavares, 2009j apud Soler, 2011; Wu et al.,
2010).

6.2 Aminoglicosidios

Os aminoglicosidios sdo antibidticos constituidos por um ndcleo de hexose
unido a aminoacucares através de ligacGes glicosidicas; por isto sdo chamados
também de aminociclitbéis. A maioria dos antibiéticos deste grupo é produzida por
microrganismos  (Streptomyces griseus, S. kanamyceticus, S. fradiae,
Micromonospora purpurea, etc.); contudo, ha também aqueles semi-sintéticos. O
primeiro aminoglicosidio introduzido em terapéutica foi a estreptomicina, em 1943. A
seguir, outros foram surgindo, como a neomicina (1949), paramomicina (1956),
canamicina (1957), espectinomicina (1961), gentamicina (1963), tobramicina (1968),

entre outros (Spinosa et al.,.2006).

Estes antibidticos interferem na sintese protéica bacteriana, promovendo a
formacao de proteinas defeituosas. Os aminoglicosidios ligam-se a subunidade 30 S
do ribossoma, provocando a leitura incorreta do coOdigo genético e,

consequentemente, permitem a incorporagdo de aminoacidos incorretos na cadeia
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polipeptidica que esta sendo formada no ribossoma. Esta proteina defeituosa
formada na presenca dos aminoglicosidios € fundamental para o metabolismo da
bactéria, levando a morte celular; portanto, os aminoglicosidios sao antibiéticos
bactericidas. Estes antibiéticos ndo interferem na sintese protéica das células dos
animais superiores, porque nao conseguem se ligar ao ribossoma deles, formado

pelas subunidades 40 S e 60 S, enquanto o das bactérias € constituido pelas
subunidades 30 S e 50 S (Spinosa et al.,.2006).

A resisténcia bacteriana € relativamente comum entre os aminoglicosidios,
sendo causada por plasmideos. A resisténcia determinada pelos plasmideos é
decorrente da producdo de enzimas. Estas enzimas introduzem modificacdes na
molécula do aminoglicosidio, impedindo sua entrada na célula bacteriana e/ou sua

ligacdo ao ribossoma bacteriano (Spinosa et al.,.2006).

Existem trés mecanismos reconhecidos de resisténcia bacteriana aos
aminoglicosideos: alteracdo dos sitios de ligacdo no ribossomo; alteracdo na
permeabilidade; modificacdo enzimatica da droga. Os genes que conferem
resisténcia podem estar associados a plasmideos conjugativos e ndo conjugativos e
em transposons, e parecem ser constitutivos, ndo sendo induzidos pela presenca do

antimicrobiano (Anvisa, 2007).

A resisténcia aos aminoglicosideos estd aumentando, com mais de 50
enzimas modificadoras de aminoglicosideos ja descritas, a maioria associada com
bactérias Gram negativas, classificadas como aminoglicosideos acetiltransferases
(AAC), adeniltransferases ou nucleotidiltransferases (ANT) e fosfotransferases (APH)
(Remonatto et al., 2005).

Os aminoglicosideos modificados nos grupamentos amino por AAC ou nos
grupos hidroxila por ANT ou APH perdem a habilidade de se ligar ao ribossomo e
ndo mais inibem a sintese protéica (Paulsen et al., 1997 apud Remonatto et al.,
2005).

Além das enzimas modificadoras de aminoglicosideo, sistema de efluxo e
mutacdes no rRNA tém sido descritos (Schmitz et al., 1999; Shaw et al., 1993 apud
Remonatto et al., 2005).
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6.3 Beta-lactamicos

As penicilinas e as cefalosporinas sao polipeptideos, cuja estrutura quimica
tem um anel beta-lactamico. Ambos os grupos de antibiéticos impedem a sintese da
parede celular, estrutura encontrada apenas em microrganismos, responséavel pelas
funcBes de protecdo, sustentacdo e manutencdo da forma da bactéria. Como a
parede celular € uma estrutura fundamental para a manutencéo da vida da bactéria,

a supressao da sua sintese conduz a morte da célula (Spinosa et al., 2006).

As penicilinas e cefalosporinas afetam a sintese dos componentes do
peptideoglicano inibindo uma etapa particular, em que ligagbes cruzadas sao
formadas entre as cadeias de peptideoglicano. Este fato permite uma falha na
sustentabilidade da parede celular (Pelczar et al., 1996 apud Sousa Junior et al.,
2004). Os beta-lactamicos agem ligando-se as proteinas carreadoras de penicilina
na parede celular bacteriana. A resisténcia a estes agentes geralmente envolve

processos que interferem na atuacao destas proteinas (Sousa Junior et al., 2004).

Alguns microrganismos produzem uma enzima capaz de quebrar o anel beta-
lactdmico das penicilinas, fazendo com que o antibiético perca sua atividade
antimicrobiana. Estas enzimas sdo chamadas genericamente de beta-lactamases;
guando atuam sobre as penicilinas sdo chamadas de penicilinases e, da mesma
forma, quando agem sobre as cefalosporinas sdo denominadas cefalosporinases
(Spinosa et al., 2006). Estas enzimas séo freqientemente produzidas por bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, aerdbias e anaerObias, e lisam o anel
betalactamico por hidroxilacdo irreversivel da ligacdo amida, com inativacdo do
antibiotico. Embora o resultado final de sua acdo seja o mesmo, a atividade
enzimatica é variavel de acordo com o tipo de betalactamase produzida e o0s
diversos substratos existentes. Existe uma variacdo em especificidade de substrato
entre as betalactamases: algumas hidroxilam preferencialmente as penicilinas,
outras tém atracdo pelas cefalosporinas e algumas enzimas inativam ambas as
classes de antibioticos. Em alguns patdgenos, verifica-se a producédo de diferentes
tipos de betalactamases, onde diferentes cepas podem produzir diferentes enzimas,
ou uma Unica cepa pode produzir mais de um tipo de enzima (Sousa Junior et al.,
2004).

Sao descritas trés formas principais pelas quais as bactérias apresentam

resisténcia aos antimicrobianos beta—lactamicos: producdo de beta—lactamases (€ o
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meio mais eficiente e comum das bactérias se tornarem resistentes aos
antimicrobianos beta—lactamicos); modificacfes estruturais das proteinas ligadoras
de penicilina (PLP) codificadas pelo gene mecA; diminuicdo da permeabilidade
bacteriana ao antimicrobiano através de mutacfes e modificacbes nas porinas,
proteinas que permitem a entrada de nutrientes e outros elementos para o interior da
célula (Anvisa, 2007).

As ESBLs (beta-lactamases de espectro estendido) sdo enzimas que
apresentam um aminoécido serina em seu centro ativo, sendo este seu principal
residuo catalitico. Sdo capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de primeira,
segunda (exceto cefamicinas) e terceira geracdo, apresentando suscetibilidade a
inibicdo por Acido clavulanico, Sulbactam e/ou Tazobactam. As principais ESBLs
estdo distribuidas nos grupos TEM, SHV e CTX-M que no total apresentam 179, 134
e 103 variantes, respectivamente (Bush e Jacoby — 2003, 2010; Naas et al., 2008
apud Soler, 2011).

6.4 Tetraciclinas

As tetraciclinas s&o antibidticos produzidos por diversas espécies de
Streptomyces, e algumas sdo semi-sintéticas. As tetraciclinas sao assim
denominadas por causa da sua estrutura quimica, formada por quatro anéis. Sao
classificadas como antibiéticos de largo espectro de acédo antimicrobiana. Atuam
sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, clamidias, riquétsias e até sobre

alguns protozoarios (Spinosa et al.,.2006).

As tetraciclinas inibem a sintese protéica dos microrganismos sensiveis,
ligando-se aos ribossomas (que nos microrganismos sdo constituidos das
subunidades 30 e 50 S, enquanto os animais superiores possuem subunidades 40 e
60 S). Estes antibidticos ligam-se a subunidade 30 S do ribossoma do
microorganismo, impedindo que o RNA-transportador (RNAt) se fixe ao ribossoma e,
com isto, a sintese protéica € inibida. Embora as tetraciclinas tenham maior
afinidade pela subunidade 30 S do ribossoma microbiano, podem ligar-se também a
subunidade 40 S do ribossoma dos animais superiores, explicando algumas reacoes
adversas que ocorrem com seu uso terapéutico. S&o antibidticos bacteriostaticos
(Spinosa et al.,.2006).
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O principal mecanismo de resisténcia microbiana € por diminuicdo da
acumulacéo da droga no interior da célula. A resisténcia pode ser cromossémica ou,

mais frequentemente, mediada por plasmideos ou transposons (Anvisa, 2007).

A resisténcia bacteriana adquirida € mediada principalmente por plasmideos,
que reduzem a captacao das tetraciclinas pela célula bacteriana; algumas bactérias
podem também ser induzidas a sintetizar enzimas que inativam o antibiotico
(Spinosa et al.,.2006).

Os genes do grupo tet e otr, expressam resisténcia a tetraciclinas e
principalmente os do grupo tet, se associam a elementos méveis como plasmideos,
transposons e integrons, disseminando resisténcia a diversas espécies bacterianas
(Pérez-Trallero e Iglesias, 2003; Balassiano et al., 2007; Tavares, 2009h apud Soler,
2011).

6.5 Macrolidios

Os macrolidios sao antibiéticos que possuem um anel lacténico macrociclico,
ao qual se ligam acucares. Sao ativos contra bactérias Gram-positivas e micoplasma
e possuem boa atividade contra bactérias anaerdbicas. As bactérias Gram-negativas

aerodbicas sao resistentes aos macrolideos, de modo geral (Spinosa et al.,.2006).

O mecanismo de acdo consiste no impedimento da sintese protéica
bacteriana, ligando-se a subunidade 50 S do ribossoma, impedindo a translocacgao
do RNAt e inibindo a enzima peptidiltransferase (impedindo o alongamento da

cadeia peptidica). S&o antibidticos bacteriostaticos (Spinosa et al.,.2006).

A resisténcia pode surgir por: diminuicdo da permeabilidade da célula ao
antimicrobiano, alteracdo no sitio receptor da porcédo 50S do ribossoma e inativacao

enzimatica (Anvisa, 2007).

A resisténcia cromossOmica desenvolve-se facilmente para este grupo de
antibiético; a resisténcia mediada por plasmideos também ocorre e é mais estavel. A
resisténcia bacteriana adquirida impede que o antibiotico se ligue a subunidade 50 S
do ribossoma. A resisténcia cruzada é comum entre os antibiéticos de um mesmo

grupo e entre grupos entre si (Spinosa et al.,.2006).
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Ja foram encontrados em cepas do género Escherichia os seguintes genes de
resisténcia a macrolidios: erm(B), ere(A), ere(B), mph(A) e mph(B) (Roberts et al.,
1999).

A resisténcia aos macrolideos ocorreu pela primeira vez, em 1953. A bactéria
metilava o rRNA que perdia afinidade aos macrolideos. A metilacéo € feita por uma
adenina N6-metiltransferase, cujo gene € denominado erm [Erythomycin Ribosome
Methilation]. Os genes erm geralmente estdo localizados em elementos genéticos
moveis, tal como transposons, inseridos no cromossoma. Alguns destes transposons
residem em plasmidios. Os genes erm muitas vezes estdo associados a presenca

de genes que conferem resisténcia a tetraciclina (genes tet) (Anvisa, 2008).

6.6 Cloranfenicol

O cloranfenicol (descoberto em 1947), produzido pelo Streptomyces
venezuelae, também pode, atualmente, ser obtido por sintese laboratorial. E
considerado um antibiético de largo espectro de acado, atuando sobre bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas, riquétsias, espiroquetas e micoplasma (Spinosa et
al.,.2006).

O cloranfenicol inibe a sintese protéica dos microrganismos sensiveis,
ligando-se a subunidade 50 S e, desta forma, interfere na formacgéo do peptideo pelo
bloqueio da enzima peptidiltransferase. Assim, o cloranfenicol impede o
alongamento da cadeia polipeptidica. E um antibiético bacteriostatico (Spinosa et
al.,.2006).

A resisténcia pode ser adquirida através de plasmideos ou alteracdes de
permeabilidade a droga (Anvisa, 2007). A maioria € mediada por plasmideos, que
tém a capacidade de produzir uma enzima, cloranfenicol-acetiltransferase (CAT),
que inativa o cloranfenicol. Esta enzima impede a interacdo do cloranfenicol com os
ribossomas bacterianos, abolindo a atividade antibacteriana. Ha resisténcia cruzada
entre o cloranfenicol e outros antibioticos, como os macrolidios e as lincosamidas
(Spinosa et al.,.2006).
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6.7 Quinolonas

As quinolonas sdo um grupo de substancias quimicas antibacterianas, com
grande aplicacdo tanto em Medicina Humana como em Medicina Veterinaria. A
primeira quinolona introduzida foi o acido nalidixico, seguindo-se a flumequina e o
acido oxonilico. Estas substancias foram denominadas de quinolonas de primeira
geracdo. Devido a grande eficiéncia contra a maioria das Enterobacteriaceae, este
grupo tornou-se de escolha no combate de infec¢des urinarias de dificil tratamento;
por outro lado, nenhuma dessas quinolonas de primeira geracdo possui qualquer
atividade contra Pseudomonas aeuriginosa, anaerobio e bactérias Gram-positivas.
Na década de 1980, intensas pesquisas realizadas a partir dessas primeiras
quinolonas originaram as denominadas quinolonas de segunda geracéo, a partir de
entdo denominadas fluoroquinolonas, sendo as principais representantes a
enrofloxacina, orbifloxacina, difloxacina e marbofloxacina (exclusivamente de uso
veterinario), e também norfloxacina, ciprofloxacina, ofloxacina, lomefloxacina e

pefloxacina (Spinosa et al.,.2006).

As quinolonas sado antimicrobianos bactericidas e sua atividade
antimicrobiana se relaciona com a inibicdo das topoisomerases bacterianas do tipo
II, também conhecida como DNA girase. Assim, embora as quinolonas possuam
diferentes caracteristicas de ligacdo com a enzima, todos estes quimioterapicos
inibem a DNA girase, impedindo o enrolamento da hélice de DNA numa forma

superespiralada (Spinosa et al.,.2006).

Ao contrario das quinolonas de primeira geracdo, a administracao clinica das
fluoroquinolonas produz mutantes resistentes numa frequéncia, ainda, relativamente
pequena. Por outro lado, deve-se considerar que hd uma grande preocupacao
guanto ao uso indiscriminado de fluoroquinolonas. Este fato, sem duavidas, propicia a
promocédo de rapido desenvolvimento de resisténcia bacteriana as fluoroquinolonas

de maneira geral (Spinosa et al.,.2006).

Até o momento ndo se verificou resisténcia bacteriana as quinolonas através
dos plasmideos. A resisténcia a estes quimioterapicos € atribuida a modificacées na
DNA girase, ou alteracdes de permeabilidade na célula bacteriana. E possivel a
existéncia de um mecanismo que aumente a retirada da droga do interior da célula
(bomba de efluxo). Os mutantes isolados mostram reacéo cruzada com as diferentes

quinolonas; portanto, particularmente em relagcdo ao uso das quinolonas de primeira
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geracdo, por induzirem alto grau de resisténcia bacteriana, estas s6 devem ser
utiizadas quando se realizar o antibiograma. Além disso, 0S microorganismos
resistentes as quinolonas mostram ainda reacdo cruzada com antimicrobianos de
outros grupos, como as cefalosporinas, o cloranfenicol e as tetraciclinas (Spinosa et
al.,.2006; Anvisa, 2007).
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Objetivos

Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho foi caracterizar o perfil de resisténcia antimicrobiana
de cepas de Escherichia coli isoladas de lesbes de celulite aviaria, oriundas de

abatedouros frigorificos localizados no Distrito Federal.

Objetivos especificos

1. Comprovacdo da identificacdo e do isolamento eficaz das cepas de

Escherichia coli por meio de provas bioquimicas.

2. Realizacdo de antibiograma para antimicrobianos das classes dos beta-
lactamicos, aminoglicosidios, macrolidios, sulfonamidas, quinolonas,

tetraciclinas e o cloranfenicol.

3. Deteccéo de genes de resisténcia nas cepas de E. coli por meio da reacao

em cadeia da polimerase (PCR).



40

Metodologia

1. Isolamento e identificacao da Escherichia coli

Foram utilizadas 22 cepas de Escherichia coli isoladas de celulite aviaria
obtidas de abatedouros do Distrito Federal. A obtencdo das carcacas e lesdes,
assim como o isolamento das bactérias foram realizados em um trabalho prévio feito
no Laboratério de Microbiologia de Alimentos da FAV-UnB. Todas as 22 cepas
passaram por provas bioquimicas para a confirmacdo de isolamento eficaz
(auséncia de contaminacédo). Os teste bioquimicos utilizados foram: TSI (Meio
triplice acucar ferro), citrato, indol, catalase, oxidase, urease e fenilalanina. Nos
resultados do TSI 0 meio apresentou-se amarelo com ou sem a producdo de gas.
Todas as amostras foram positivas para catalase e indol, e negativas para oxidase,
citrato, urease e fenilalanina. Todos os resultados foram compativeis com o perfil
bioquimico da Escherichia coli. As amostras também foram repicadas em placas de
petri com meio agar EMB, nas quais foi observado o crescimento de colbnias tipicas
de E. coli (verdes metélicas brilhantes).

2. Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos

Os antibiogramas foram executados conforme o indicado pela NCCLS (2003).
A preparacdo do inéculo foi feita pelo método do crescimento em caldo de soja
triptica. Selecionou-se de 3 a 5 colonias bem isoladas de E. coli de uma amostra
contida em uma placa de petri com agar Mac Conkey. A superficie de cada colbénia
foi tocada com uma alcga e transferida para um tubo contendo 5 ml de caldo de soja
triptica. A cultura em caldo foi incubada em uma estufa de 35°C até alcancar o grau
de turbidez de uma solucédo padrdo de McFarland 0,5 (por volta de 2 horas). Esse

processo foi realizado com cada uma das 22 amostras de E. coli.

ApOs a incubacdo, cada uma das culturas em caldo foram inoculadas
individualmente em placas de petri contendo o meio agar Mueller-Hinton. Esse
processo foi feito da seguinte forma: mergulhou-se um swab de algodao estéril na
suspensao, até 15 minutos apds atingir o grau de turbidez esperado da suspenséo
de indculo. Foi eliminado o excesso de indculo no swab e distribuiu-se o restante em

toda a superficie do agar Mueller-Hinton contido em placas de petri (inclusive na
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margem da placa). Repetiu-se o procedimento de passar o swab no agar mais duas
vezes, mudando a direcdo na placa, a fim de assegurar a distribuicdo uniforme do

in6culo.

Logo em seguida a inoculacdo das placas de petri com o meio agar Mueller-
Hinton, iniciou-se a colocacdo dos discos de antimicrobianos. Os antimicrobianos
utilizados e suas respectivas concentracdes por disco foram: ampicilina (10 pg),
cefazolina (30 pg), gentamicina (10 pg), espiramicina (100 pg), doxiciclina (30 pg),
cefalexina (30 pg), sulfonamida (200 pg), cefalotina (30 pg), penicilina (6 ug),
enrofloxacina (5 pg), tetraciclina (30 pg), neomicina (30 Ul), norfloxacina (10 ug),
eritromicina (15 pg), amoxicilina (25 pg) e cloranfenicol (30 pg). Para cada amostra
de E. coli foram utilizadas 4 placas contendo 4 discos de antibi6ticos cada. As placas
foram invertidas e incubadas em uma estufa de 35°C por 16 a 18 horas.

A leitura dos resultados dos antibiogramas foi feita pela mensuracdo do
diametro dos halos de inibicdo em milimetros (incluindo o didametro do disco), a olho
nu, com o auxilio de uma régua. As amostras foram classificadas em sensiveis,
intermediarias ou resistentes aos antibiéticos testados de acordo com tabela da
NCCLS (2003).

3. Extracao de DNA
O preparo do inéculo para a extracdo de DNA foi feito da seguinte forma: em
placas contendo agar Nutriente, 3 col6nias isoladas de Escherichia coli de cada
amostra foram transferidas, por meio de palitos de dente estéreis, para tubos falcon
contendo 2 mL de meio LB. Os tubos foram deixados no shaker, overnight, a uma

temperatura de 37°C para o crescimento bacteriano.

A extracdo de DNA das amostras foi realizada com Fenol-Cloroformio
conforme o protocolo descrito por Sambrook et al. (2001). Os pellets de DNA
formados nos eppendorfs foram dissolvidos em 30 pl de TE e armazenados a 20°C

negativos.

Para cada amostra extraida conferiu-se a presenca de DNA por eletroforese

em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio (3 pl).
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4. Deteccao de genes de resisténcia
Todas as 22 amostras foram testadas, por meio da PCR (reacdo em cadeia
pela polimerase), para a deteccdo dos seguintes genes de resisténcia: sull, SHV,
catl, ereA, aac(3)-l, tetA, tetB e tetC.

Foram realizados 1 multiplex (sull, SHV, catl) e 5 uniplex (aac(3)-I, ereA,
tetA, tetB e tetC) (Quadro 1).

Quadro 1. Primers utilizados na PCR (Van et al., 2008).

Produto
Resisténcia amplificado
Gene antimicrobiana Primers Sequéncia de DNA 5° -3’ (bp)
sull Sulfonamida sull-F TTCGGCATTCTGAATCTCAC 822
sull-R ATGATCTAACCCTCGGTCTC
Multiplex  SHV Beta-lactamico blaSHV-F TCGCCTGTGTATTATCTCCC 768
blaSHV-R CGCAGATAAATCACCACAATG
catl Cloranfenicol CAT1-F AGTTGCTCAATGTACCTATAACC 547
CAT1-R TTGTAATTCATTAAGCATTCTGCC
Uniplex ereA Macrolidio ere(A)-F GCCGGTGCTCATGAACTTGAG 419
ere(A)-R  CGACTCTATTCGATCAGAGGC
Uniplex aac(3)-I Aminoglicosidio aac(3)-I-F ACCTACTCCCAACATCAGCC 157
aac(3)-I-R  ATATAGATCTCACTACGCGC
Uniplex tetA Tetraciclina tet(A)-F GTGAAACCCAACATACCCC 887
tet(A)-R GAAGGCAAGCAGGATGTAG
Uniplex tetB Tetraciclina tet(B)-F CCTTATCATGCCAGTCTTGC 773
tet(B)-R ACTGCCGTTTTTTCGCC
Uniplex tetC Tetraciclina tet(C)-F ACTTGGAGCCACTATCGAC 880
tet(C)-R CTACAATCCATGCCAACCC

As reacoes de PCR do multiplex foram realizadas em um volume total de 25
ul contendo 2 pl do DNA extraido, 2,5 pl de tampdo 10x, 0,5 pl de cada primer,
concentracdes finais de 3,0 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs e 0,5 pl de Taq
polimerase. As reacdes de uniplex dos genes ereA e aac(3)-1 diferem apenas na

concentracéo final de MgCl, (2,5 mM).

As reacdes de PCR dos uniplex dos genes tetA, tetB e tetC foram realizadas
em um volume total de 25 ul contendo 1 pul do DNA extraido, 2,5 ul de tampéo 10x,
0,5 pl de cada primer, concentracdes finais de 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs
e 0,5 pl de Taq polimerase.
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As amplificacbes por PCR do multiplex e do uniplex do gene ereA foram
realizadas em termociclador MyCycler'™ (BIO-RAD) nas seguintes condicdes:
desnaturacao inicial a 95°C por 15 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacéo a
94°C por 30 segundos, anelamento a 59°C por 30 segundos, e extensao a 72°C por
1 minuto e ciclo final de amplificacdo a 72°C por 10 minutos. Na amplificacdo da

PCR do gene aac(3)-I foi utilizada a temperatura de anelamento 55°C.

As amplificacdes dos uniplex dos genes tetA, tetB e tetC foram realizadas nas
seguintes condi¢cfes: desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos
de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos, e

extensdo a 72°C por 1 minuto e ciclo final de amplificacdo a 72°C por 10 minutos.

Todos os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 2%,
utilizando marcador 100bp, corados com brometo de etidio (3 pl) e processados a 50
V, por aproximadamente 1h e 40min. Os resultados foram observados em um

transluminador com luz ultravioleta.



44

Resultados e Discussao

1. Antibiograma
Os resultados encontrados nos antibiogramas para as cepas de E. coli
oriundas das lesdes de celulite aviaria foram calculados na forma de porcentagem

de amostras (n=22) para cada antimicrobiano e estao representados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores em porcentagem dos resultados dos antibiogramas.

ANTIBIOTICOS Resistente Intermediario Sensivel
Ampicilina 59,09% 4,55% 36,36%
Gentamicina 40,90% 4,55% 54,55%
Tetraciclina 4,55% 13,63% 81,82%
Enrofloxacina 36,36% 36,36% 27,28%
Cefalotina 54,55% 13,63% 31,82%
Cefalexina 59,09% 4,55% 36,36%
Eritromicina 81,82% 18,18% 0%
Penicilina 100% 0% 0%
Sulfonamida 90,91% 0% 9,09%
Doxiciclina 4,55% 9,09% 86,36%
Cloranfenicol 0% 4,55% 95,45%
Neomicina 4,55% 22,73% 72,72%
Cefazolina 50% 0% 50%
Espiramicina 100% 0% 0%
Amoxicilina 68,18% 0% 31,82%
Norfloxacina 18,18% 13,64% 68,18%

Todas as amostras apresentaram resisténcia a pelo menos 2 antimicrobianos.
Estes resultados sdo similares aos observados por Ferreira & Knobl (apud Artencio,
2007) em que verificaram que amostras de E. coli isoladas de aves sao
frequentemente multiresistentes a drogas. Na Figura 1 observa-se uma amostra

resistente a espiramicina, cefazolina e amoxicilina e sensivel apenas a norfloxacina.
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Figura 1. Amostra resistente a espiramicina, cefazolina, amoxicilina e sensivel a norfloxacina.

Mais da metade das amostras apresentaram resisténcia para os antibioticos
da classe dos Beta-lactamicos. Para ampicilina, 13 amostras se mostraram
resistentes e para amoxicilina, 15 amostras. Todas as cepas foram resistentes a
penicilina. Zanatta et al. (2004), em um estudo semelhante, encontraram valores
aproximados de resisténcia para ampicilina e amoxicilina (58% para as duas).
Gongalves (2005) encontrou também em amostras de E. coli coletadas de lesbes
(aerossaculite, pericardite e traqueite) de frangos de corte, 100% de resisténcia a

penicilina.

Apresentaram resisténcia ao antibiético cefazolina que pertence ao grupo das
Cefalosporinas de primeira geracao (também membro do grupo dos beta-lactamicos)
11 amostras. Para cefalexina e cefalotina, foram observadas, respectivamente, 13 e
12 amostras resistentes. Esse resultado foi condizente com o estudo realizado por
Zanatta et al (2004), que encontraram resisténcia a cefalexina e cefalotina em 54,6%
das amostras de sua pesquisa. Segundo Goncalves (2010), a incidéncia de beta-

lactamases de espectro estendido (que conferem resisténcia aos antimicrobianos
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beta-lactamicos) tem aumentado em todo o mundo, sendo frequentemente descritas

em cepas de Escherichia coli em isolados clinicos humanos.

Quanto a classe dos Macrolidios, todas as 22 amostras foram resistentes
para espiramicina e nenhuma amostra foi sensivel para eritromicina. Goncalves
(2005) obteve em um estudo semelhante 100% das amostras resistentes a
eritromicina. E sabido que todos os microrganismos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae possuem resisténcia intrinseca aos antimicrobianos do grupo

dos macrolidios (Anvisa, 2007).

Para a sulfonamida, 90,91% das amostras foram resistentes. Alta prevaléncia
de resisténcia a sulfonamida tem sido observada em bactérias Gram-negativas,
como a Escherichia coli, encontradas em animais e em humanos por todo o mundo,
de acordo com Wu et al. (2010).

Quanto a classe dos aminoglicosidios (neomicina e gentamicina), os valores
foram discrepantes, com 40,9% das amostras resistentes para gentamicina e
apenas 1 amostra resistente para neomicina (72,72% das amostras se mostraram
sensiveis a ela). No estudo realizado por Yang et al. (2004) foi observado um valor

aproximado de amostras resistentes a gentamicina (30%).

Para cloranfenicol nenhuma amostra se mostrou resistente. Resultado
semelhante foi observado no estudo feito por Gongalves & Andreatti Filho (2010)
que utilizaram 27 amostras de E. coli isoladas de aves de diversas idades e
finalidades (pintinhos, frango de corte e reprodutoras) com quadros de colibacilose
(96,3% das amostras foram sensiveis). No Brasil, 0 uso do cloranfenicol foi proibido

em todos os animais produtores de alimentos, em 2003 (PAMVET, 2009).

Quanto as fluoroquinolonas, no caso da enrofloxacina houve uma distribuicdo
relativamente proporcional entre as amostras resistentes (36,36%), intermediarias
(36,36%) e sensiveis (27,28%). Ja para a norfloxacina a maioria das amostras foram
sensiveis (68,18%). Goncalves & Andreatti Filho (2010) encontraram 100% das

amostras sensiveis para norfloxacina.

Na classe das tetraciclinas (tetraciclina e doxiciclina) para cada antibiotico
apenas 1 amostra foi resistente. Esse resultado difere de varios outros estudos,
como os realizados por Yang et al. (2004), Abreu et al. (2010), Gongalves (2005) e
Zanatta et al (2004), que encontraram valores elevados de resisténcia a tetraciclina
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(100%, 80%, 100% e 76% respectivamente). O uso da tetraciclina como aditivo em

racdes é proibido atualmente no Brasil (PAMvet-PR, 2005).

2. PCR (Deteccgao dos genes de resisténcia a antimicrobianos pela reacao
em cadeia da polimerase)

Genes responsaveis por uma variedade de formas de resisténcia
antimicrobiana foram investigados nas 22 amostras de Escherichia coli, por PCR. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 2 em forma de porcentagem de amostras
positivas e negativas para a presenca dos genes. Apenas em 1 amostra néo foi

detectado nenhum dos genes de resisténcia pesquisados.

Tabela 2. Resultados das PCRs em porcentagem de amostras positivas e negativas

Resisténcia

Genes Antimicrobiana = Amostras positivas Amostras negativas

sull sulfonamida 68,18% 31,82%

sHy ~ beta-lactamico 27,27% 72,73%

catl cloranfenicol 36,36% 63,64%
aac(3)-1  @minoglicosidio 27,27% 72,73%

ereA macrolidio 50% 50%

tetA tetraciclina 4,55% 95,45%

tetB tetraciclina 0% 100%

tetC tetraciclina 0% 100%

O gene sull foi detectado em 15 amostras (Figura 2). Todas elas também se
apresentaram como resistentes a sulfonamida no teste do antibiograma. O gene sull
tem sido encontrado, quase exclusivamente, em plasmideos conjugativos de grande
peso molecular e em integrons classe 1 (Wu et al., 2010). Integrons classe 1 sao os
integrons mais comumente encontrados em isolados clinicos de Gram-negativas.
Estes possuem o gene sull em sua estrutura (na regiao conservada 3’), conferindo

resisténcia a sulfonamidas (Sabaté et al., 2002).
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Figura 2. Resultado da multiplex da PCR das amostras 9, 10, 11 e 13 (L = ladder 100bp).
Todas sdo positivas para a presenca do gene sull, formando as bandas mais fortes (822 bp). A
amostra 9 é positiva para o gene SHV (768 bp) e para o gene catl (547 bp) além do gene sull.

O gene SHV foi detectado em 6 amostras. Todas elas apresentaram no
antibiograma resisténcia a pelo menos 1 antimicrobiano da classe dos beta-
lactamicos. Enzimas do tipo SHV fazem parte do grupo de beta-lactamases de
espectro estendido (ESBL). Frequentemente, a expressdo de ESBL est4 associada
com resisténcia a multiplas drogas e disseminacdo por plasmidios de resisténcia
(Ozgumus et al., 2008).

O gene catl foi detectado em 8 amostras apesar de nenhuma das 22
amostras testadas no antibiograma ter apresentado resisténcia ao cloranfenicol. O
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fato de portar o gene nao significa que a bactéria seja resistente, pois pode ocorrer
um baixo nivel de expresséo. Assim, o desenvolvimento de resisténcia € dependente
do modo e do nivel de expressdo do gene (Livermore, 1987; Lui et al., 1992 apud
Remonatto et al., 2005).

O gene aac(3)-l foi detectado em 6 amostras. Trata-se de uma enzima
modificante de aminoglicosideos do tipo acetiltransferase, relacionada a integrons
classe 1, que confere resisténcia a gentamicina, sisomicina e fortimicina (Riccio et
al., 2003; Elbourne & Hall, 2006). Das 6 amostras positivas para o gene, 4 foram

resistentes para gentamicina no antibiograma e 2 foram sensiveis.

O gene ereA foi detectado em 11 amostras. No teste de antibiograma para o
antibiotico eritromicina, 2 destas amostras foram classificadas como intermediarias e
as outras 9 foram resistentes. O gene ereA (localizado em um integron classe 2)
codifica a enzima eritromicina esterase que confere alto nivel de resisténcia a
eritromicina (Biskri & Mazel, 2003).

Os genes tetA, tetB e tetC sdo relacionados a resisténcia aos antibiéticos do
grupo das tetraciclinas. Destes trés genes, apenas o tetA foi encontrado neste
estudo, ocorrendo somente em 1 amostra. Esta mesma amostra foi a Unica que se
mostrou resistente as tetraciclinas (doxiciclina e tetraciclina) no teste de
antibiograma. Os genes tetA, tetB e tetC séo codificadores de bombas de efluxo e
conferem resisténcias as tetraciclinas diminuindo a concentracdo intracelular do
antibiotico (Roberts, 1998).

Em um estudo realizado por Guerra et al. (2003) com isolados de E. coli de
origem aviéria, bovina e suina, 42% das amostras foram positivas para o gene sull,
66% para o gene tetA e 42% para o gene tetB. Ja no trabalho de Van et al. (2008)
que utilizaram isolados de E. coli de carne crua (bovina, suina e de frango) e de
marisco, 39,5% das amostras foram positivas para o gene sull, 71,1% para o gene

tetA, 18,4% para o gene tetB e 18,43% para o gene catl.

No presente estudo, € possivel correlacionar os resultados dos antibiogramas

e das PCRs com as informacdes contidas na Tabela 3 e na Tabela 4.
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Tabela 3. Resultado dos antibiogramas dos antimicrobianos que tiveram seu genes pesquisados na
PCR. Classificagdo em resistente (R), sensivel (S) e intermediario (). (Legenda - AM: Ampicilina; CF:
Cefalotina; CN: Cefalexina; P: Penicilina; CZ: Cefazolina; AMX: Amoxicilina; S: Sulfonamida; TE:
Tetraciclina; DO: Doxiciclina; C: Cloranfenicol; GM: Gentamicina; E: Eritromicina).

GENES

SHV

sull

tetA, tetB, tetC

catl

aac(3)-1
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Tabela 4. Resultado da deteccdo de genes de resisténcia pela PCR.

AMOSTRAS  sull SHV catl aac(3)-1 ereA tetA tetB tetC
1A negativo positivo positivo negativo negativo negativo negativo negativo
1B negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo
2A positivo negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo
2B negativo negativo negativo negativo positivo negativo negativo negativo
3A negativo negativo negativo negativo positivo negativo negativo negativo
3B negativo negativo negativo negativo positivo negativo negativo negativo
4 negativo negativo negativo negativo positivo negativo negativo negativo
5 positivo negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo
6A positivo positivo negativo positivo positivo negativo negativo negativo
7 positivo positivo positivo negativo positivo negativo negativo negativo
8A negativo positivo positivo negativo negativo negativo negativo negativo
9 positivo positivo positivo positivo positivo negativo negativo negativo
10 positivo negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo
11 positivo negativo positivo negativo negativo negativo negativo negativo
12 positivo negativo negativo negativo positivo negativo negativo negativo
13 positivo negativo positivo negativo positivo negativo negativo negativo
14 positivo negativo negativo negativo positivo negativo negativo negativo
15 positivo negativo negativo negativo positivo negativo negativo negativo
16 positivo negativo negativo positivo negativo negativo negativo negativo
17 positivo negativo negativo positivo negativo negativo negativo negativo
18 positivo positivo positivo positivo negativo negativo negativo negativo
19 positivo negativo positivo positivo negativo positivo negativo negativo
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O fato de que nem todas as cepas de Escherichia coli que se mostraram

resistentes nos antibiogramas terem apresentado os genes de resisténcia traz a

hipotese de que as resisténcias das amostras negativas na PCR podem estar sendo

expressas atraves de outros mecanismos, como 0s citados anteriormente na revisao

bibliografica (ex.: alteracdo da permeabilidade aos antibidticos, retirada ativa do

antibiotico do meio intracelular, etc.), ou podem estar sendo expressas por outros

genes nao pesquisados nesse estudo.
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Conclusao

Foram observados niveis elevados de resisténcia antimicrobiana da
Escherichia coli no presente estudo, inclusive em relacédo a antibiéticos comumente
utilizados na medicina humana. Dessa forma, a presenca de bactérias resistentes a
antibiéticos em alimentos destinados ao consumo humano, como a carne de frango,

pode se mostrar um risco para a saude publica.

A maioria das amostras apresentou resisténcia a pelo menos 5
antimicrobianos. Isso confirma que o fendmeno da multiresisténcia tem ocorrido com
grande frequéncia na atualidade, demonstrando a necessidade da adogao de

medidas que controlem a disseminacao de resisténcia aos antibioticos.

Em um levantamento realizado no Parana sobre o uso e comercializacdo de
medicamentos veterinarios em frango de corte (PAMvet-PR, 2005) foi observado o
uso de medicamentos veterinarios ndo recomendados para aves e, também, 0 uso
de medicamentos ndo recomendados como promotores de crescimento em frangos
de corte. Essa questdo reforca a possibilidade de que a alta resisténcia a
antimicrobianos observada no presente estudo pode ter sido provocada pelo uso
indevido desses farmacos nas granjas de aves de corte das quais as carcacas foram

obtidas.
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