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RESUMO

Atualmente a carne de frango € uma das proteinas mais consumidas pelos brasileiros
€ por isso a vigilancia da sua qualidade é uma questao de saude publica. Além disso,
as cepas de Escherichia coli contaminantes isoladas de carnes de frango tém
apresentado alto perfil de resisténcia a antimicrobianos. Assim, o objetivo desse estudo
foi quantificar Coliformes Termotolerantes em carnes de frango resfriadas
comercializadas no Distrito Federal, isolar cepas de Escherichia coli para avaliagcao de
resisténcia antimicrobiana e realizar a confirmagdo das cepas produtoras de [-
lactamases de espectro estendido (ESBL). As amostras foram analisadas pela técnica
de tubos multiplos para identificar o Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes
Termotolerantes e as cepas de E. coli foram isoladas em meio de cultura Agar
MacConkey. O perfil de suscetibilidade a antimicrobianos foi feito pelo método de
difusdo em disco (Kirby-Bauer). A detecg¢ao de produgao de ESBL foi feita pela técnica
de sinergia de disco duplo e confirmagéo do gene blacrx por PCR. Foram estudadas
12 amostras de diferentes cortes de frango e delas foram isoladas 45 cepas de E. coli.
Foi observado que 100% das amostras de carne de frango analisadas tiveram a
presencga de Coliformes Termotolerantes dentro dos limites aceitaveis pela legislagao
brasileira. As cepas de E. coli apresentaram resisténcia maior a Sulfonamida (88,89%),
Ciprofloxacina (57,78%) e houve 75,56% de resisténcia somado a resisténcia
intermediaria para a Amoxacilina/Acido Clavulanico. Entre as 45 cepas de E. coli
isoladas, 24 (53,33%) se classificaram como multirresistentes. Das 32 cepas de E. coli
que foram classificadas previamente como suspeitas de serem produtoras de ESBL,
56,25% (18) apresentaram resultado positivo para o teste de sinergia, o que sugere a
producao de ESBL. Das 28 amostras de E. coli analisadas como produtoras de ESBL
nenhuma apresentou o gene blactx-m. Dessa forma, € possivel afirmar que a testagem
de outros genes bla nas cepas de E. coli sdo necessarias para se ter um resultado
mais preciso. O aumento da incidéncia de E. coli ESBL na carne esta associado com
a utilizagao excessiva de antimicrobianos na criacéo de frangos e esses animais sao
vistos como reservatérios de cepas multirresistentes com potencial risco de serem

transmitidas para os seres humanos por meio da cadeia alimentar.

Palavras-chave: Escherichia coli, frango, resisténcia antimicrobiana, 3-lactamases de

espectro estendido.



ABSTRACT

Currently, chicken meat is one of the proteins most consumed by Brazilians and
therefore monitoring its quality is a public health issue. Furthermore, contaminating
Escherichia coli strains isolated from chicken meat have shown a high profile of
resistance to antimicrobials. Thus, the objective of this study was to quantify
thermotolerant coliforms in chilled chicken meat sold in the Federal District, isolate
strains of Escherichia coli to evaluate antimicrobial resistance and confirm the strains
producing extended spectrum B-lactamases (ESBL). The samples were analyzed
using the multiple tube technique to identify the Most Probable Number (MPN) of
Thermotolerant Coliforms and the E. coli strains were isolated on MacConkey Agar
culture medium. The antimicrobial susceptibility profile was performed using the disk
diffusion method (Kirby-Bauer). ESBL production was detected using the double-disk
synergy technique and confirmation of the blactx gene by PCR. So, 12 samples of
different cuts of chicken were studied and 45 strains of E. coli were isolated from them.
It was observed that 100% of the chicken meat samples analyzed had the presence of
Thermotolerant Coliforms within the limits acceptable by Brazilian legislation. The E.
coli strains showed greater resistance to Sulfonamide (88.89%), Ciprofloxacin
(67.78%) and there was 75.56% resistance plus intermediate resistance to
Amoxicillin/Clavulanic Acid. Among the 45 E. coli strains isolated, 24 (53.33%) were
classified as multidrug-resistant. Of the 32 E. coli strains that were previously classified
as suspected of producing ESBL, 56.25% (18) presented a positive result for the
synergy test, which suggests the production of ESBL. Of the 28 E. coli samples
analyzed as ESBL producers, none showed the blactx-v gene. Therefore, it is possible
to state that testing other bla genes in E. coli strains is necessary to obtain a more
accurate result. The increased incidence of E. coli ESBL in meat is associated with the
excessive use of antimicrobials in chicken farming and these animals are seen as
reservoirs of multi-resistant strains with a potential risk of being transmitted to humans

through the food chain.

Keywords: Escherichia coli, chicken, antimicrobial resistance, extended-spectrum f3-

lactamases.
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1 INTRODUGAO

A carne de frango é uma das proteinas mais consumidas em todo o mundo, assim,
garantir a seguranga microbioldgica desse produto € uma questao de saude publica
(Kataria and Morey, 2020; Rouger et al., 2017). Durante e apds o abate dos frangos a
exposi¢cao a contaminagdo microbiolégica pode se dar pelas bactérias da microbiota
desse animal, do ambiente do matadouro e dos equipamentos utilizados durante o
processamento da carne (Rouger et al., 2017).

As comunidades bacterianas contaminantes da carne de aves podem incluir
cepas patogénicas como Salmonella spp., Campylobacter spp.; Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Listeria monocytogenes (Bhaisare et al., 2014; Gongalves-
Tenorio et al., 2018).

A intensificagdo da criagdo de frango para abate contribui para o aumento das
infecgdes de aves criadas em condigdes impréprias e para o uso irracional de
antimicrobianos para tratar esses animais, e esses cenarios favorecem a selecao de
bactérias resistentes a diversos antimicrobianos (MOHAMED, M. A.; SHEHATA, M.
A.; RAFEEK, E., 2014). Além disso, o Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA)
reconhece que muitos criadouros de aves no Brasil utilizavam antimicrobianos como
aditivo melhorador de desempenho na alimentagdo animal levando ao
desenvolvimento de resisténcia a essas substancias. Portanto, ao longo dos anos o
MAPA restringiu 0 uso de diversos antimicrobianos com intuito de reduzir o impacto a
saude humana e promover saude e bem-estar ao animal (Brasil, 2023).

A microbiota comensal do trato intestinal do frango é composta por diversas
espécies bacterianas, e entre elas Escherichia coli se destaca por ter sorotipos
causadores de diferentes processos infecciosos nas aves. A infecgéo por E. coli em
aves € denominada colibacilose aviaria e € uma das principais doengas da avicultura
industrial moderna. Sua ocorréncia causa grandes prejuizos econémicos no mundo
inteiro, pois gera perdas de animais e investimentos em tratamentos (Cardoso et al.,
2015; Carvalho et al., 2015).

Escherichia coli possui predisposigao para transferéncia de genes de resisténcia
a diversos antimicrobianos devido a quantidade de cepas existentes e a capacidade
que elas possuem de sobreviver dentro e fora do trato gastrointestinal tanto dos seres
humanos quanto dos animais. A aquisicao de resisténcia antimicrobiana pode resultar

em aumento na viruléncia das cepas devido a presenga de novos genes e isso torna
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0s animais portadores dessas bactérias resistentes um problema de saude publica
(MOHAMED, M. A.; SHEHATA, M. A.; RAFEEK, E., 2014).

Nas ultimas décadas, as tendéncias de resisténcia a antimicrobianos aumentaram
em cepas de E. coli isoladas de frangos. Essas bactérias sdo vistas como um
importante reservatério de genes de resisténcia antimicrobiana que pode se espalhar
para outras cepas patogénicas. Um dos mecanismos de resisténcia mais comuns
relatados nos membros da familia Enterobacteriaceae é a producao de enzimas -
lactamases que hidrolisam antimicrobianos [-lactdmicos de espectro estendido
(ESBLs). As B-lactamases s&o um grupo heterogéneo de enzimas que hidrolisam
eficientemente Cefalosporinas de terceira e quarta geragdo e Monobactamicos (por

exemplo, Aztreonam) (Fernandes et al., 2014; Parvin et al., 2020).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 QUALIDADE E CONTAMINACAO DA CARNE DE FRANGO POR Escherichia coli

Diversos fatores justificam o aumento da aceitagdo dos consumidores pela carne
de frango como prego acessivel, facil disponibilidade, auséncia de tabus religiosos,
sabor e frequente recomendacdo de consumo por nutricionistas devido a alta
qualidade proteica, menor teor de gorduras e menor valor calérico de alguns cortes
de frango quando comparados a outros tipos de carne (Bhaisare et al., 2014). Todavia,
a carne de frango possui caracteristicas que favorecem o crescimento de
microrganismos deteriorantes e patogénicos, como o alto teor de umidade, alto teor
proteico e pH neutro. Portanto, ela é considerada um produto perecivel e seu prazo
de validade é de 3 a 5 dias em refrigeragao (Chaillou et al., 2015; Shin et al., 2022).

A carne de frango esta entre os alimentos com maior frequéncia nos surtos de
doencgas transmitidas por alimentos (Gongalves-Tenorio et al., 2018). Sua qualidade
e segurancga se tornaram uma questao de saude publica e um objetivo primordial das
industrias produtoras, pois, segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), “a
alimentagcdo deve ser disponivel em quantidade e qualidade nutricionalmente
adequadas, além de ser livre de contaminagdes que possam levar ao
desenvolvimento de doencas de origem alimentar” (Souza et al., 2014). E impactos
econdmicos também sdo observados, pois as bactérias deteriorantes em niveis
elevados diminuem a vida util da carne, levando a perda dos produtos (Bhaisare et al.,
2014; Klaharn et al., 2022).

O frango € hospedeiro de diferentes microrganismos e estes residem em sua pele,
penas ou no trato alimentar. Normalmente, a superficie da carne se apresenta ausente
de microrganismos patogénicos, porém, eles podem ser adquiridos da matéria fecal
do proprio animal ou por meio da contaminagao cruzada (Bhaisare et al., 2014).
Estudos afirmam que em um grama de fezes de frango podem ser detectados
aproximadamente 10° UFC de E. coli e estima-se que 10 a 20% das cepas sio
potencialmente patogénicas e contaminam o ambiente (Carvalho et al., 2015).

A eliminacao da E. coli do ambiente de criacdo de aves €, dessa forma, quase
impossivel e a contaminagao da carne pode ocorrer em todas as etapas do processo
de produgdo. Durante o abate as etapas mais criticas sdo a escaldagem, a

depenagem e a evisceragao (Maharjan et al., 2019; Perez-Arnedo et al., 2020). Além
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disso, condicbes de higiene inadequadas durante a manipulagdo, transporte,
armazenamento, comercializacdo e até mesmo durante o consumo favorecem a
contaminagao da carne de frango (Pacholewicz et al., 2016; Parvin et al., 2020; Souza
et al., 2014).

2.2 Escherichia coli E DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

A bactéria Escherichia coli compde a microbiota do trato gastrointestinal de
diversos animais, como mamiferos e aves. Ela faz parte da familia
Enterobacteriaceae, portanto, € um bacilo Gram-negativo e possui capacidade de
crescimento em condi¢cdes aerdbicas e anaerdbicas (Carvalho et al., 2015; Davis et
al., 2018). A relagdo da E. coli com diversas doengas no homem e nos animais tem
chamado a atengdo de estudiosos, pois esse microrganismo apresenta diferentes
mecanismos de viruléncia (Cardoso et al., 2015).

Os Coliformes sdo um grupo de bactérias compostos pelos géneros Citrobacter,
Enterobacter, Klebsiella e Escherichia. Eles sdo subdivididos em Coliformes Totais e
Coliformes Termotolerantes, a partir da temperatura de fermentacéo da lactose com
producao de gas (Freitas et al., 2019). A bactéria E. coli pertence aos Coliformes
Termotolerantes e a presenga desse grupo em alimentos € um indicador de
contaminacgao fecal, pois sdo bactérias de origem no trato intestinal de homens e
animais de sangue quente (Pereira et al., 2020; Pimentel et al., 2019).

Entre os patdgenos alimentares em humanos, E. coli se destaca por estar
associada a infecgdes importantes, geralmente agudas e invasivas. A Doenga de
Transmissao Hidrica e Alimentar (DTHA) causada por essa bactéria pode ocorrer via
contato direto durante o preparo de alimentos ou através do consumo de produtos
carneos mal-cozidos ou crus. Os principais sintomas identificados nessas infecgoes
alimentares sao colicas abdominais, vomitos, diarreia e em casos mais graves diarreia
sanguinolenta. Em alguns casos de infecgdo por E. coli produtora de toxina Shiga,
pode se observar a sindrome hemolitico-urémica que leva ao desenvolvimento de
insuficiéncia renal, tornando o quadro grave (Parvin et al., 2020).

A espécie de E. coli patogénica para ave de maior importancia é o sorotipo APEC.
Ele pode atuar como agente primario ou secundario e promove quadros infecciosos
intestinais e extraintestinais, denominados colibacilose aviaria. O sorotipo APEC néao

possui capacidade de infectar humanos, porém a preocupacéao esta na troca de genes
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de resisténcia de antimicrobianos entre os sorotipos APEC e outras cepas de E. coli

comensais do trato gastrointestinal das aves e humanos (Cardoso et al., 2015).

2.3 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE Escherichia coli

Nas ultimas décadas, as taxas de resisténcia a antimicrobianos aumentaram mais
rapidamente entre isolados de Escherichia coli de frangos em comparagdo com 0s
isolados clinicos humanos (Parvin et al., 2020). Por ser frequentemente encontrado
em alimentos, esse microrganismo é tido como um indicador de resisténcia
antimicrobiana de patégenos alimentares. Além disso, a alta prevaléncia de isolados
multirresistentes mostra que E. coli pode ser um reservatorio de genes de resisténcia,
que em um segundo momento podem ser transferidos para outros microrganismos
patogénicos (Lazarus et al., 2015; Rahman et al., 2020; Shousha et al., 2015).

O aumento da resisténcia a antimicrobianos apresentado por E. coli € decorrente
de diferentes fatores, mas se destaca a facilidade que ela adquire e transporta
diferentes genes de resisténcia antimicrobiana (Shousha et al., 2015). O principal
mecanismo de aquisicdo de resisténcia bacteriana € a transferéncia horizontal de
genes. Esse mecanismo ocorre a partir da transferéncia de elementos genéticos
moveis, como 0s plasmideos e os integrons, de uma célula para outra por meio de
conjugagao, transformacgéo e transdugédo (Rahman et al., 2020).

O uso irracional de agentes antimicrobianos na produgao da carne de frango, com
finalidades terapéuticas e profilaticas € uma das principais causas do desenvolvimento
de populagbes bacterianas resistentes a antimicrobianos (Cardoso et al., 2015). Além
disso, o uso de um unico antimicrobiano pode levar a selecido e co-selecao de
multiplos genes de resisténcia, pois ele pode atuar como um potencial marcador de
co-selegao para outros agentes antimicrobianos (Rahman et al., 2020).

O mecanismo de resisténcia a 3 -lactamases de espectro estendido (ESBLs) é um
dos mais relatados nos membros da familia Enterobacteriaceae. Ele foi registrado pela
primeira vez na Europa em 1980 e desde entdo é tido como um problema de saude
mundial. As bactérias ESBLs s&o caracterizadas pela producdo de enzimas B-
lactamases que hidrolisam antimicrobianos f-lactamicos e conferem resisténcia ao
Aztreonam, Cefotaxima, Ceftazidima e Oxiimino-3-lactamas relacionados, bem como

a outras Penicilinas e Cefalosporinas (Fernandes et al., 2014; Parvez et al., 2016).
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A carne de frango € uma fonte potencial de cepas de E. coli produtoras de ESBL
multirresistentes, que sdo responsaveis por sérios problemas de saude humana em
todo o mundo. A superexpressado de ESBL em bactérias gram-negativas pode reduzir
as opcoes terapéuticas para o tratamento das infeccdes por fornecer resisténcia a
maioria dos antimicrobianos B-lactamicos. Portanto, € preciso prudéncia na utilizacao
de antimicrobianos na criagdo de frangos, a fim de preservar o uso terapéutico em
animais e seres humanos (Cardoso et al., 2015; Ghodousi et al., 2015; Rahman et al.,
2020).

Os pB-lactdmicos compde uma grande classe de antimicrobianos e séao
caracterizados pela presenca do anel (B-lactamico em sua estrutura quimica. Eles
possuem agao bactericida, ou seja, sdo capazes de matar a célula bacteriana e fazem
isso por meio da inibicado da biossintese do peptideoglicano presente na parede celular
bacteriana. Esses antimicrobianos sdo os mais utilizados em muitos quadros de
infeccdo, pois apresentam baixa toxicidade e amplo espectro de agao (Arruda et al.,
2019).

2.4 GENETICA MOLECULAR E GENES DE RESISTENCIA AOS B-LACTAMICOS

As [(-lactamases compdéem um grupo diversificado de enzimas e, por isso,
algumas classificagdes foram criadas por estudiosos para identifica-las. Ambler
realizou em 1980 uma classificacdo de acordo com a sequéncia de aminoacidos e
agrupou as B-lactamases em classes A, B, C e D. As B-lactamases de espectro
estendido (ESBL) s&o enzimas da classe molecular A, classe caracterizada por
possuir um aminoacido serina no sitio ativo da enzima e da classe molecular D
(Quadro 1). Bush e Jacoby também classificam essas enzimas baseado em
caracteristicas bioquimicas e funcionais. Dessa forma, de acordo com a classificacao
de Bush e Jacoby, as ESBLs pertencem as classes 2b, 2ber ou 2de (Sejas, 2015).
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Quadro 1 — Classificacdo funcional e molecular das B-lactamases.

GRUPO CLASSE
FUNCIONAL MOLECULAR ENZIMAS CARACTERISTICAS
(Bush-Jacoby) (Ambler)
2b A SHV-1, TEM-1, Enzimas que possuem hidrolise
TEM-2, TEM-90 eficiente de penicilinas e
cefalosporinas de primeira geracéo,
inibidas por acido clavulanico e
tazobactam.
2ber A TEM-50, TEM-68, Enzimas que promovem a hidrélise
TEM-89 de penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e sao pouco
inibidas por acido clavulanico e
tazobactam.
2de D OXA-11, OXA-15 Hidrolise de penicilinas e
cefalosporinas de amplo espectro,
pouco inibidas por acido clavulanico.

Fonte: Adaptado de Sejas, 2015.

As ESBLs sao codificadas a partir do plasmideo que compde a sua estrutura
molecular e as mais encontradas sdo TEM, SHV e CTX-M. A prevaléncia desses
grupos varia entre as regides geograficas e a enzima CTX-M é a mais disseminada e
dominante na América do Sul e no mundo (Casella et al., 2016). Ela é caracterizada
por hidrolisar Cefotaxima e inativar Ceftriaxona e Aztreonam e, por isso, recebe esse
nome. Além disso, também é subdividida em CTX-M1, CTX-M2, CTX-M8, CTX-M9 e
CTX-M25 (Tran et al., 2021).

O gene blacrx-mfoi isolado pela primeira vez na Alemanha em 1990 de uma cepa
clinica de Escherichia coli. Ele possui capacidade de disseminagao extremamente
rapida, e sua taxa de mobilizagédo para plasmideos € 10 vezes maior comparada a
taxa de outros genes codificadores de ESBL (Casella et al., 2016). Esse fato é
justificado pela ligacdo desse gene a dispositivos genéticos moveis como o0s
plasmideos conjugativos, transposons e sequéncias de insergao por transposicao.
Portanto, o gene blactx-v € o mais prevalente em E. coli produtoras de ESBL (Been et
al., 2014; Nahar et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi quantificar Coliformes Termotolerantes em carnes de
frango resfriadas comercializadas no Distrito Federal e isolar cepas de Escherichia coli
das amostras, com posterior avaliacdo da sua resisténcia antimicrobiana e

confirmacgéao das cepas produtoras de B-lactamases de espectro estendido (ESBL).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Termotolerantes em
amostras de carne de frango resfriadas;

e Isolar cepas de E. coli das amostras analisadas;

o Realizar teste de susceptibilidade antimicrobiana das cepas de E. coliisoladas,
utilizando o método de difusdo em disco (Kirby-Bauer);

e Analisar teste de sinergia de disco duplo para detecgéo de E. coli produtora de
ESBL;

e Realizar a técnica de PCR para detecg¢ao do gene de resisténcia a classe dos

B-lactamicos blactx-m nas cepas de E. coli.
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4 JUSTIFICATIVA

A carne de frango apresentou consumo crescente nas ultimas décadas pelos
brasileiros, e entre os motivos esta o baixo custo e a alta qualidade proteica. Sabe-se
que a carne de frango esta entre os alimentos com maior frequéncia nos surtos de
doencgas transmitidas por alimentos e por isso a vigilancia da sua qualidade € uma
questdo de saude publica. Além disso, as cepas de Escherichia coli contaminantes
isoladas de carnes de frango tém apresentado alto perfil de resisténcia a
antimicrobianos, devido ao uso indiscriminado desses medicamentos na criacdo de
aves. Portanto, estudos da qualidade microbiolégica, da incidéncia e do perfil
resisténcia antimicrobiana de microrganismos potencialmente patogénicos como E.
coli se fazem necessarios para determinagdo da qualidade e segurancga alimentar da

carne de frango oferecida para o consumo em mercados do Distrito Federal.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1COLETA DAS AMOSTRAS

As 12 amostras de carne de frango (peito, coxa e outros cortes) embaladas em
bandejas e expostas ao consumo nos balcdes refrigerados foram coletadas em
diferentes estabelecimentos comerciais como supermercados e padarias do Distrito
Federal. Todas as amostras foram transportadas resfriadas dos locais de estudo para
o laboratério no tempo de 30 a 50 minutos. No prazo maximo de 1 hora apds a coleta
foram iniciadas as analises microbiolégicas. As amostras foram analisadas em

duplicata e os resultados expressos como média.

5.2 PREPARO DAS AMOSTRAS E ANALISES MICROBIOLOGICAS

Para o preparo das amostras, foram pesadas, assepticamente, 25 g de cada
amostra e diluidas em 225 mL de agua peptonada 0,1% (p/v) e realizou-se a diluicdo
seriada 102 e 103. Para a determinagdo do Numero Mais Provavel (NMP) de
Coliformes Termotolerantes as amostras foram analisadas conforme a técnica de
tubos multiplos, iniciando-se com o teste presuntivo, que consiste na inoculacdo de
cada diluicdo das amostras em caldo Lauril Sulfato Triptose. Os tubos foram
incubados a 37°C por 24 horas. A positividade do teste caracteriza-se pela turvacao
do caldo com a producgéo de gas nos tubos de Durham. Aliquotas dos tubos positivos
no teste presuntivo foram inoculadas em tubos de ensaio contendo caldo Escherichia
coli (caldo EC) para a confirmagéo de Coliformes Termotolerantes. Os tubos foram
incubados em banho-maria a 45°C por 24 horas. Os resultados obtidos foram
expressos em NMP/g ou log NMP/g. Por fim, dos tubos positivos do caldo EC,
aliquotas foram inoculadas no meio de cultura Agar MacConkey, do qual foram

isoladas as cepas de E. coli.
5.3 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS
A susceptibilidade das cepas Escherichia coli aos antimicrobianos foi avaliada

pela técnica de disco difusdo, utilizando protocolo recomendado pelo Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020). As zonas de inibicado foram medidas e
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classificadas como sensivel, intermediario e resistente de acordo com recomendacdes
do CLSI (2020) (Quadro 2). Os antimicrobianos e as concentragbes em microgramas
testados foram: Amoxacilina com Acido Clavulanico (10 pg) (B-lactamico/Penicilina),
Cefotaxima (30 ug) (B-lactdmico/cefalosporina), Ceftazidima (30 ug) (B-
lactamico/Cefalosporina), Ciprofloxacina (5 pg) (Quinolona), Cloranfenicol (30 ug)
(Fenicol), Gentamicina (10 pg) (Aminoglicosideo), Imipenem (10 pg) (B-
lactdmico/Carbapenem), Sulfonamida (300 pg) (Sulfonamida) e Tetraciclina (30 ug)
(Tetraciciclina) (NEWPROV®).

Quadro 2 — Valores de referéncia para enterobactérias (Escherichia coli).

Antimicrobianos Halo R Halo | Halo S
(mm) (mm) (mm)
Amoxicilina* <13 14-17 =18
Cefotaxima <22 23-25 =26
Ceftazidima <17 18-20 =21
Ciprofloxacina <21 22-25 =26
Cloranfenicol <12 13-17 =18
Gentamicina <12 13-14 215
Imipenem <19 20-22 =23
Sulfonamida <12 13-16 217
Tetraciclina <1 12-14 215

Fonte: CLSI (2020).
Legenda: *Amoxicilina e acido clavulanico; Halo R: resistente; Halo |: intermediario; Halo S: sensivel;
mm: milimetro.

5.4 TESTE DE DETECCAO DE Escherichia coli PRODUTORA DE B-LACTAMASES
DE ESPECTRO ESTENDIDO

Foram avaliadas nesse teste as cepas de E. coli suspeitas de serem produtores
de ESBL (aquelas que apresentaram resisténcia a pelo menos um B-lactdmico no
perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos). A detec¢ao de producédo de ESBL foi
feita pela técnica de sinergia de disco duplo, na qual um disco de Amoxicilina/Acido
Clavulanico (Amoxicilina 20 pg e Acido Clavulanico 10 ug) foi colocado no centro de
uma placa e discos de Cefotaxima (30 pg), Ceftazidima (30 ug) e Ceftriaxona (30 ug)
foram colocados a 30 mm do disco de Amoxicilina/Acido Clavulanico. O resultado
positivo foi considerado com o aumento do halo da zona de inibigao (Parvin et al.,
2020).
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5.5 EXTRAGAO DE DNA BACTERIANO E ANALISES MOLECULARES

Antes de iniciar a extracdo de DNA bacteriano foi feito o preparo das amostras,
que consistiu em cultivar por 16-24 horas as colénias das bactérias isoladas em caldo
Luria Bertani. A extracao de DNA bacteriano foi realizada utilizando o kit NucleoSpin
— Plasmid® MN Macherey — Nagel™ - Molecular Biotecnologia (Lote n° 2212-002 —
Ref n° 740588.250), seguindo o protocolo do fabricante para extracdo de bactérias
Gram-negativas.

Para confirmacgao de resisténcia foi utilizado o gene blactx-m que codifica a enzima
B-lactamase CTX-M (Gundran et al., 2019). As analises moleculares foram realizadas
por meio da técnica de PCR, que ao amplificar varias copias da regido gendmica
selecionada, possibilita a visualizagdo do material genético analisado. A sequéncia de

oligonucleotideos esta descrita no Quadro 3.

Quadro 3 — Sequéncia dos oligonucleotideos e tamanho do produto amplificado
para identificagdo do gene blacrx-um.

Gene Oligonucleotideos Tamanho(pb) Referéncia

F: ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC
blactx-m 592 (Gundran et al., 2019)
R: TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG

Fonte: Autoria propria (2023).
Legenda: F: foward (5'—3'); R: reverse (5'>3'); pb: pares de base.

As condi¢des de termociclagem na PCR para o gene de resisténcia blactx-m
foram de 94°C por 1 minuto, 30 ciclos de desnaturagdo 94°C por 1 minuto, 30 ciclos
de anelamento a 55°C por 1 minuto, 30 ciclos de extensdo a 72°C por 1 minuto,
seguido por 72°C por 1 minuto para extensédo final. A amplificagdo de fragmentos de
genes foi realizada utilizando os termocicladores Life Express Thermal Cycler modelo
TC-96/G/H(b), Swift MiniPro Thermal Cycler modelo SWT-MIP-0-2-1 e Life Touch
Thermal Cycler modelo TC~96/G/H(b)B.

Em cada reagdo foram usadas quantidades padronizadas dos reagentes para
o protocolo de identificagdo do gene blacrx-m, que podem ser visualizados no Quadro
4. Todas as reagdes foram completadas com agua ultrapura para um volume final de

25 uL por reacéo.
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Quadro 4 — Quantidades padronizadas dos reagentes utilizados para a técnica de

Reacao em Cadeia da Polimerase.

Reagente Concentracao final Blacrtx-m (pL)
Agua MiliQ® q.s.p 25 uL 14,40
Tampao Taq 10x 2,50
MgCl2 (mM) 50 mM 1,25
dNTP (mM) 2,5mM 1,25
Oligo F (uM) 10 pmol/uL 0,50
Oligo R (uM) 10 pmol/uL 0,50

Taq DNA pol (U/uL) 5U/puL 0,40

DNA molde 10 ng 4,00

Fonte: Autoria propria (2023).
Legenda: q.s.p: quantidade suficiente para; MgClz: Cloreto de magnésio; pmol: picomolar; mM:
milimolar; yM: micromolar; U/uL: unidade de massa atdbmica por microlitro; ng: Nanograma; pL:

microlitro.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 QUANTIFICAGAO DE COLIFORMES TERMOTOLERANTES DAS AMOSTRAS
DE CARNE DE FRANGO

Nesse estudo foram realizadas analises para verificar a qualidade microbiolégica
das amostras de carne de frango. Foram estudadas 12 amostras de diferentes cortes
de frango e delas foram isoladas 45 cepas de Escherichia coli. A Tabela 1 apresenta
os resultados encontrados nas analises microbiolégicas de quantificagdo de

Coliformes Termotolerantes e da presenga do microrganismo E. coli.

Tabela 1 — Quantificagdo de Coliformes Termotolerantes nas amostras de carne de

frango.
Quantidade de
Amostra de Corte da Carne Coliformes Presenca de Escherichia
Frango Numero de Frango Termotolerantes colit
(NMP/g)*
1 Coxa c/ Sobrecoxa 3,9x10° Presente
2 Coxa c/ Sobrecoxa 1,3 x 10" Presente
3 Filé de Peito 5,6 x 102 Presente
4 Filé de Peito 2,4 x10" Presente
5 Coxinha da asa 8,1 x10" N&o Detectada
6 Coxinha da asa 2,0x 10" Presente
7 Filé de Peito 1,9 x 10" Presente
8 Filé de Peito 1,2 x 102 Presente
9 Coxinha da asa 5,1x10" Presente
10 Coxinha da asa 2,5x10" Presente
11 Coxinha da asa 1,4 x 102 Presente
12 Coxinha da asa 7,8 x 102 Presente

Fonte: Prépria Autoria (2023).

Legenda: *NMP/g: numero mais provavel por grama de amostra; 1: Considerando o crescimento de
colbnias caracteristicas em meio seletivo e diferencial Agar MacConkey; Valor de referéncia: 5 x 103
NMP/g (Brasil, 2022).

Foi observado que 100% das amostras de carne de frango analisadas tiveram
a presenca de Coliformes Termotolerantes e o0 numero mais provavel por grama
(NMP/g) das amostras ficaram no intervalo de 1,3 x 10" - 7,8 x 102. Além disso, das
12 amostras analisadas, 91,66% apresentaram contaminagao por E. coli.

A legislacao brasileira (Brasil, 2022) estabelece o limite microbioldgico de E.
coli aceito para carne de aves cruas de 5 x 10° NMP/g. Dessa forma, mesmo que na
maioria das amostras tenha sido identificada a presenca de E. coli, a quantidade de

Coliformes Termotolerantes esta dentro dos padrdes microbiolégicos aceitaveis.
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Pimentel et al. (2019) avaliaram amostras de carne de frango comercializadas
no municipio de Castanhal, Para, e obtiveram resultados semelhantes. Os autores
constataram que 66,66% das amostras estavam contaminadas por Coliformes
Termotolerantes, porém a enumeragao estava dentro dos padrées microbiolégicos
aceitaveis. Freitas et al. (2019) analisaram a qualidade da carne de frango no
municipio de Sinop, Mato Grosso, e relataram que 100% das amostras tiveram a
presenca de Coliformes Termotolerantes dentro dos limites aceitaveis, sendo que
somente 8,30% das amostras apresentaram contaminagao por E. coli.

Alimentos contaminados por Coliformes Termotolerantes e E. coli estao
diretamente relacionados com problemas higiénico-sanitarios durante o processo de
producdo, manipulagdo e preparo (Pereira et al., 2020; Pimentel et al., 2019). A
presencga de cepas de E. coli patogénicas nas carnes de frango podem ocasionar o
desenvolvimento DTHA, como infecgdes intestinais (Elbehiry et al., 2023). Cerca de
550 milhdes de episddios de diarreia sao relatados por ano devido ao consumo de
alimentos contaminados. Esse cenario se agrava em consumidores de grupos de risco
(criangas, idosos e imunocomprometidos), pois seus organismos sao mais vulneraveis
e possuem maior dificuldade de repor os nutrientes perdidos durante um quadro de

infeccado alimentar (Hauser et al., 2022; Yu et al., 2021).

6.2 PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS DAS CEPAS DE
Escherichia coli ISOLADAS DAS AMOSTRAS DE CARNE DE FRANGO

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das 45 cepas de Escherichia coli,
isoladas das amostras de carne de frango foi realizado contra nove antimicrobianos,
considerando seis classes terapéuticas, e esta apresentado na Tabela 2. No presente
estudo, as cepas de E. coli apresentaram resisténcia maior a Sulfonamida (88,89%),
seguida da Ciprofloxacina (57,78%). Os antimicrobianos aos quais as cepas
apresentaram maior sensibilidade foram ao Imipenem (95,56%) e ao Cloranfenicol
(66,67%).
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Tabela 2 — Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de Escherichia coli
provenientes das carnes de frango.

Antimicrobianos R % (n) 1 % (n) S % (n)
Amoxicilina* (AMC) 35,56 (16) 40,00 (18) 24,44 (11)
Cefotaxima (CTX) 35,56 (16) 6,67 (3) 57,78 (26)
Ceftazidima (CAZ) 26,67 (12) 15,56 (7) 57,78 (26)
Ciprofloxacina (CIP) 57,78 (26) 11,11 (5) 31,11 (14)
Cloranfenicol (CLO) 33,33 (15) 0 (0) 66,67 (30)
Gentamicina (GEN) 35,56 (16) 0 (0) 64,44 (29)
Imipenem (IMP) 0 (0) 4,44 (2) 95,56 (43)
Sulfonamida (SUL) 88,89 (40) 0(0) 11,11 (5)
Tetraciclina (TET) 44,44 (20) 6,67 (3) 48,89 (22)

Fonte: Autoria propria (2023).
Legenda: *Amoxicilina e acido clavulanico; R= resistente; | = intermediario; S = sensivel; n = numero
de cepas; % = porcentagem em relagéo ao total de 45 cepas.

Vounba et al. (2019) testaram a suscetibilidade antimicrobiana de cepas de E.
coli isoladas de aves no Senegal, Africa e observaram alta resisténcia a classe das
Sulfonamidas (80,80% Sulfisoxazol e 76,70% Sulfametoxazol-trimetoprim). A alta
resisténcia a Sulfonamida também foi observada por Rasmussen et al. (2015) que
investigaram a ocorréncia de E. coli em carnes de frango locais e importadas em
Gana, Africa. Foi relatado resisténcia & Sulfonamida de 75,00% para frangos locais e
46,60% para frangos importados.

Dan et al. (2015) relataram resultados semelhantes a esse estudo nas analises
de cepas de E. coli isoladas de carnes de frango na Roménia com 55,55% de
resisténcia a Quinolonas e Fluorquinolonas. Mandal et al. (2022) relataram resisténcia
de 65,10% para Ciprofloxacina em cepas de E. coliisoladas de frango em Bangladesh.
E Sadat et al. (2022) reportaram 88,20% de resisténcia para o Acido Nalidixico em
cepas de E. coli isoladas de frango no Egito.

Os estudiosos afirmam que a resisténcia em E. coli é maior para agentes
antimicrobianos que estado em uso por mais tempo na medicina humana e veterinaria.
As Sulfonamidas foram introduzidas em 1936 e as Quinolonas em 1960 (Vounba et
al., 2019). Além disso, Ribeiro et al. (2023) observaram que essas classes de
antimicrobianos estado entre as resisténcias mais prevalentes em E. coli em todos os

paises do mundo.
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Com relagéo a sensibilidade aos antimicrobianos, Mudenda et al. (2023)
analisaram cepas de E. coli isoladas de aves na Zambia, Africa e obtiveram maior
sensibilidade ao Meropenem (94,70%) e ao Cloranfenicol (85,80%). Resultado
semelhante foi apresentado por Aworth et al. (2021) que relataram sensibilidade de
83,30% ao Imipenem em cepas de E. coli isoladas de frango.

A sensibilidade apresentada pelas cepas de E. coli aos Carbapenémicos é
esperada, pois entre os B-lactamicos, eles sdao os mais eficazes contra bactérias
Gram-negativas produtoras de B-lactamase. Os Carbapenémicos possuem atividade
antibacteriana de amplo espectro e sua estrutura molecular apresenta um
carbapenem ligado ao anel B-lactdmico que confere prote¢cdo a maioria das [3-
lactamases, inclusive a ESBL (Codjoe and Donkor, 2018; Meletis, 2016). Em
contrapartida, sabe-se que a resisténcia aos Carbapenémicos ndo € ausente e
diversos estudos mostram a sua ocorréncia em cepas multirresistentes. Esse cenario
€ preocupante, pois as opg¢des de escolha terapéutica para essas cepas
multirresistentes sdo limitadas ou inexistentes (Amancha et al., 2023).

A Figura 1 mostra o quantitativo em porcentagem do somatorio dos perfis
resistente e intermediario das cepas de E. coli. E observado que, quando o perfil
intermediario € interpretado como um potencial de risco para o desenvolvimento de
resisténcia, o risco de resisténcia aumenta expressivamente no caso de alguns

antimicrobianos.

Figura 1 — Perfis resistente e intermediario aos antimicrobianos das cepas de
Escherichia coli isoladas das amostras de carnes de frango.
88,89%
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Fonte: Prépria Autoria (2023).
Legenda: *Amoxicilina com acido clavulanico.

Foi observado que os perfis de resisténcia se mantiveram elevados para

Sulfonamida e Ciprofloxacina. Porém, ao considerar o potencial risco de resisténcia
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representado pelo perfil de resisténcia intermediaria, houve um destaque importante
para a Amoxicilina/Acido Clavulanico que teve seu quantitativo aumentado
significativamente (75,56%).

Nhung et al. (2022) obtiveram resisténcia de 68,80% para Amoxicilina/Acido
Clavulanico para cepas de E. coli isoladas de frango no Vietna. Musa et al. (2020)
observaram resisténcia de 35,70% para Amoxicilina/Acido Clavulanico e esse valor foi
aumentado para 52,00% quando considerado os resultados intermediarios em cepas
de E. coli isoladas de carnes de frango.

O presente estudo apresentou 4,44% das de cepas de E. coli com perfil
intermediario para o Imipenem. O Imipenem esta entre os antimicrobianos de ultima
escolha para tratamentos clinicos considerando seu amplo espectro de atuagao, mas
a disseminacdo acelerada de cepas ESBL acarretou o aumento do seu uso
mundialmente. Como consequéncia ha o surgimento de cepas produtoras de enzimas
carbapenemases (KPC) que conferem resisténcia a essa classe terapéutica. Esse
cenario pode acarretar a auséncia de opgdes de tratamento (Meletis, 2016; Moniz et
al., 2016).

O potencial de risco que a resisténcia intermediaria representa para a saude
publica esta relacionado a tendéncia de desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana. Muitos estudiosos afirmam que o uso inadequado de antimicrobianos,
com o passar do tempo, favorece a resisténcia antimicrobiana. Portanto, a ocorréncia
de resisténcia intermediaria para o Imipenem €& preocupante (Rabello et al., 2020;
Ribeiro et al., 2023).

As seis classes de antimicrobianos consideradas nesse estudo foram [3-
lactdmicos, Quinolonas, Fenicdis, Aminoglicosideos, Sulfonamidas e Tetraciclinas. A
Tabela 3 apresenta a quantificagdo das cepas resistentes a partir das classes dos
antimicrobianos. Entre as 45 cepas de E. coli isoladas, 24 (53,33%) se classificaram
como multirresistentes. Segundo a ANVISA, microrganismos multirresistentes (MDR)
sao aqueles que apresentam resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos,
independente do mecanismo de resisténcia (Brasil, 2021). Somente, 4,44% das cepas

apresentaram sensibilidade a todos os antimicrobianos.
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Tabela 3 — Porcentagem de cepas de Escherichia coli isoladas das amostras de

carnes de frango com resisténcia aos antimicrobianos testados.
Numero de classes de antimicrobianos aos
quais as cepas apresentaram resisténcia

0 (sensivel a todos os antimicrobianos) 2 (4,44)
13 (28,88)
6 (13,33)

3 (6,66)
7 (15,55)

4 (8,88)
10 (22,22)
Cepas multirresistentes (3,4,5 ou 6) 24 (53,33)

Total 45 (100)

Fonte: Prépria Autoria (2023).

Numero de cepas (%)

OB WN-

Sarba et al. (2019) observaram que 78,10% das cepas de E. coli isoladas de
frango na Etiopia eram multirresistentes. No Egito, os isolados de E. coli originados
de carne de frango apresentaram 61,90% de multirresisténcia (Moawad et al., 2017).
Amancha et al. (2023) relataram a multirresisténcia em 68,00% das cepas de E. coli
isoladas de aves no Equador.

O desenvolvimento de resisténcia em cepas bacterianas é favorecido pelo uso
excessivo e indevido de antimicrobianos na criacdo de animais destinados a
alimentagao. Esses animais podem atuar como reservatérios de cepas resistentes e
0 consumo dessa carne pode levar a transmissao de resisténcia antimicrobiana para
os seres humanos por contato direto ou indireto (Sudatip et al., 2023).

A presenca de multirresisténcia a antimicrobianos em E. coli € uma questao de
saude publica global, pois as cepas patogénicas desses microrganismos sao capazes
de gerar uma variedade de doengas e essa condig¢ao dificulta, significativamente, o
tratamento de infeccdes e resulta em aumento morbidade e mortalidade em humanos
(Liu et al., 2021; Rahman et al., 2020).

6.3 TESTE DE DETECGAO DE Escherichia coli PRODUTORA DE B-LACTAMASES
DE ESPECTRO ESTENDIDO (ESBL)

O teste de sinergia de disco duplo para detecc¢ao de Escherichia coli produtora de
B-lactamases de espectro estendido considerou 32 cepas de E. coli que foram
classificadas previamente como suspeitas de serem produtoras de ESBL por
apresentarem resisténcia a pelo menos um B-lactamico no perfil de suscetibilidade

aos antimicrobianos. Na Figura 2 é possivel observar macroscopicamente o resultado
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positivo de uma cepa de E. coli isolada para o teste de sinergia em meio Agar Mueller
Hinton (Kasvi®).

Figura 2 — Teste de sinergia para identificacao de p-lactamases de espectro
estendido em cepas de Escherichia coli.

Fonte: Prépria Autoria (2023). )
Legenda: Escherichia coli em placa de Petri meio Agar Mueller Hinton (Kasvi®). AMC:
Amoxicilina/Acido Clavulanico; CTX: Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; CRO: Ceftriaxona (30 ug).

A sinergia apresentada nesse teste de detec¢do de produgdo de enzima ESBL
esta associada a interacdo de B-lactamicos com o Acido Clavulanico, que é um inibidor
dessas enzimas. Ao considerar o gene de resisténcia bla como o principal
componente genotipico das ESBLs, é adequado usar a Cefotaxima e a Ceftriaxona,
gue sao consistentemente suscetiveis a identificagdo do gene blactx-m. A Ceftazidima,
por sua vez, € um substrato para identificacdo do gene blarem e variantes do gene
blasny. Dessa forma, a cepa teste que possuir o gene bla em seu genoma apresentara
aumento da zona de inibicdo, devido sinergismo entre B-lactamicos e Acido
Clavulanico (Hassuna et al., 2020; Parvin et al., 2020; Olowe et al., 2015).

O resultado desse teste mostra a analise da sinergia de disco duplo entre os
antimicrobianos e esta descrito no Quadro 5. Das 32 cepas de E. coli analisadas
56,25% (18) apresentaram resultado positivo para sinergia, o que sugere a presenga
de producao de ESBL.
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Quadro 5 — Teste de sinergia de disco duplo para detec¢ao de cepas de Escherichia
coli produtoras de [3-lactamases de espectro estendido.

Cepas de AMC CTX CAZ CRO
Escherichia Halo (mm) Halo (mm) Halo (mm) Halo (mm) Sinergiaf
coli ANTB TESTE | ANTB TESTE | ANTB TESTE | ANTB* TESTE
1 10 10 10 10 19 19 - 10 Nao
2 10 10 17 19 15 17 - 18 Sim
3 10 10 10 10 17 14 - 10 Nao
4 10 10 10 10 14 10 - 10 Nao
5 10 12 10 10 19 22 - 10 Sim
6 10 10 10 17 13 18 - 16 Sim
7 10 10 10 16 10 10 - 17 Sim
8 10 10 30 30 25 28 - 33 Sim
9 15 10 10 10 10 10 - 10 Nao
10 14 14 10 10 10 10 - 10 Nao
11 13 15 30 29 23 26 - 25 Sim
12 16 15 27 30 18 24 - 27 Sim
13 10 10 27 28 23 16 - 19 Nao
14 15 10 30 10 22 10 - 10 Nao
15 17 20 24 23 11 18 - 19 Sim
16 17 17 29 28 22 27 - 30 Sim
17 15 20 30 34 24 28 - 32 Sim
18 16 10 29 10 24 10 - 10 Nao
19 12 10 10 10 10 10 - 10 Nao
20 15 13 10 10 19 19 - 10 Nao
21 15 14 10 10 18 25 - 10 Sim
22 10 15 10 10 20 22 - 10 Sim
23 12 15 10 10 16 19 - 10 Sim
24 17 15 30 30 28 24 - 30 Nao
25 15 16 29 19 26 18 - 18 Nao
26 15 17 28 35 26 30 - 33 Sim
27 17 17 30 31 25 10 - 24 Nao
28 14 18 29 29 24 26 - 30 Sim
29 10 10 27 31 25 29 - 28 Sim
30 15 16 10 10 15 15 - 10 Nao
31 15 15 12 15 22 26 - 10 Sim
32 14 20 25 33 28 30 - 30 Sim

Fonte: Prépria Autoria (2023).

Legenda: AMC: amoxicilina/acido clavulanico; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CRO: ceftriaxona
(30 ug); ANTB: Antibiograma. *N&o foi feito antibiograma para esse antibiotico. Grifos meus: Halos que
tiveram aumento em seu tamanho. tSinergia: amoxicilina e acido clavulanico (20 +10 pg) + CTX:
cefotaxima (30 pg) + CAZ: ceftazidima (30 pg) + CRO: ceftriaxona (30 pg).

Moniz et al. (2016) estudaram a prevaléncia de ESBL em cepas clinicas de E. coli
utilizando o teste de sinergia de disco duplo com os antimicrobianos Amoxicilina/Acido
Clavulanico (20 + 10 ug), Cefotaxima (30 pg) e Ceftazidima (30 ug) e relataram que
4,75% das amostras apresentaram positividade para sinergia. Badr et al. (2022)
utilizando os mesmos antimicrobianos do estudo anterior obtiveram producédo de
ESBL no teste de sinergia de disco duplo em 75,00% das cepas de E. coli isoladas de
frango.

E. coli produtora de ESBL é comumente isolada de animais e humanos e sua

presenca limita o tratamento de infecgcbdes devido a resisténcia aos principais
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antimicrobianos de escolha clinica e veterinaria, como Penicilina e Cefalosporinas de
terceira geracgéao (Li et al., 2022). Muitos estudiosos associam o aumento da incidéncia
de E. coli ESBL com a utilizagao excessiva de antimicrobianos na criagdo de frangos
e esses animais sao vistos como reservatérios dessas cepas multirresistentes com
potencial risco de serem transmitidas para os seres humanos por meio da cadeia
alimentar (Been et al., 2014; Ramadan et al., 2019).

A alta prevaléncia da producdao de ESBL esta relacionada a resisténcia de
diferentes classes terapéuticas devido a ocorréncia de mutag¢des genéticas entre as
cepas de E. coli produtoras de ESBL. Esse cenario favorece a multirresisténcia e
novas resisténcias sao desenvolvidas, como AmpC e KPC (Rabello et al., 2020). A
resisténcia a antimicrobianos de primeira escolha terapéutica € um problema de saude
publica e reflete no aumento do consumo de outras opcdes terapéuticas que deveriam

funcionar como ultima escolha (Meletis, 2016; Mudenda et al., 2023).

6.4 CONFIRMACAO GENETICA DAS Escherichia coli PRODUTORAS DE -
LACTAMASES DE ESPECTRO ESTENDIDO (ESBL)

Os resultados de sinergia obtidos no teste de B-lactamases de espectro estendido
(ESBL) de disco duplo foram comparados com a presenga do gene de resisténcia
blactx-m por meio da informagao genética dessas cepas (Quadro 6). Das 28 amostras
de E. coli analisadas como produtoras de ESBL nenhuma apresentou o gene blacrx-wm.
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Quadro 6 — Perfil fenotipico e genotipico (gene blactx-v) das cepas de Escherichia
coli confirmadas como [B-lactamases de espectro estendido pelo teste de sinergia.

AMOSTRAS | SINERGIA* Gene blactx.v | AMOSTRAS SINERGIA* Gene blactx-m
1 Nao Nao 15 Nao Nao
2 Sim Nao 16 Nao Nao
3 Nao Nao 17 Sim Nao
4 Nao Nao 18 Sim Nao
5 Sim Nao 19 Sim Nao
6 Sim Nao 20 Nao Nao
7 Sim Nao 21 Nao Nao
8 Nao Nao 22 Sim Nao
9 Nao Nao 23 Nao Nao
10 Sim Nao 24 Sim Nao
11 Sim Nao 25 Sim Nao
12 Nao Nao 26 Nao Nao
13 Sim Nao 27 Sim Nao
14 Sim Nao 28 Sim Nao

Fonte: Prépria Autoria (2023).
Legenda: *SINERGIA: amoxicilina e &cido clavulanico (20 +10 ug) + CTX: cefotaxima (30 pg) + CAZ:
ceftazidima (30 pg) + CRO: ceftriaxona (30 pg).

Albo-Almagd et al. (2023) estudaram a genética de cepas de E. coli produtoras de
ESBL isoladas de frango no Egito e relataram a presenca do gene blactx-v em 25,88%
das cepas. Hassuna et al. (2020) relataram que 56,25% das cepas de E. coli isoladas
das amostras de carne de frango apresentaram o gene blactx-m. A presenca desse
gene em cepas de E. coli ESBL também foi estudada por Li et al. (2022) que
consideraram cepas clinicas e de galinhas de granja na China. Os autores relataram
que 24,24% das cepas de galinha de granja e 43,47% das cepas clinicas
apresentavam o gene blactx-m em sua composi¢cao genotipica.

Apesar de muitos estudiosos afirmarem que o gene blacrx-v €, atualmente, o gene
mais prevalente entre as cepas de E. coli produtoras de ESBL, ele ndo é exclusivo.
Associados a essa resisténcia ha outros genes igualmente importantes como mostra
Hassuna et al. (2020) que detectaram o gene blarem em 75,00% e o gene blasHyem
18,75% dos isolados de E. coli. Além disso, também foi identificado a coexisténcia dos
genes blarem € blactx em 21,25%, blasnv e blactx em 10,00% e blatem € blasHy em
6,25% dos isolados de E. coli. Dessa forma, é possivel afirmar que a testagem de
outros genes bla nas cepas de E. coli desse estudo seria necessaria para se ter um

resultado mais preciso.
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7 CONCLUSAO

As 12 amostras de carnes de frango resfriadas comercializadas no Distrito Federal
analisadas nesse estudo foram positivas para Coliformes Termotolerantes, porém a
enumeracgao estava dentro dos limites aceitaveis pela legislagao brasileira.

As cepas de E. coli isoladas das carnes de frango apresentaram resisténcia maior
a Sulfonamida (88,89%), Ciprofloxacina (57,78%) e houve 75,56% de perfil de
resisténcia somado a resisténcia intermediaria para a Amoxicilina/Acido Clavulanico.
Entre as 45 cepas de E. coli isoladas, 24 (53,33%) se classificaram como
multirresistentes.

Além disso, foram identificadas 56,25% (18) cepas de E. coli produtoras de ESBL
que apesar de ndo terem presenga do gene blacrx, positivaram para o teste de
sinergia de disco duplo para detecgao de produgéo de ESBL.

Dessa forma, os resultados desse estudo confirmaram uma fragilidade na
qualidade da carne de frango comercializada no Distrito Federal e confirmaram a
presencga de cepas de E. coli com multirresisténcia. Esse cenario é preocupante, pois
o0 consumo de alimentos contaminados por cepas multirresistentes pode levar a
disseminagdo dessa resisténcia para os microrganismos da microbiota dos
consumidores e, consequentemente, diminuir as escolhas terapéuticas em caso de

infecgao.
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ANEXO 1. Numero mais provavel (NMP) para trés tubos e respectivos e intervalo de confianga a nivel

de 95% de probabilidade.

Tubos positivos Limite de Tubos positivos Limite de
NMP/g confianga NMP/g confianga
0.10 | 0.01 | 0.001 Baixo Alto | 0.10 | 0.01(0.001 Baixo Alto
0 0 0 <3.0 - 9.5 2 2 0 21 4.5 42
0 0 1 3.0 0.15 9.6 2 2 1 28 8.7 94
0 1 0 3.0 0.15 11 2 2 2 35 8.7 94
0 1 1 6.1 1.2 18 2 3 0 29 8.7 94
0 2 0 6.2 1.2 18 2 3 1 36 8.7 94
0 3 0 9.4 3.6 38 3 0 0 23 4.6 94
1 0 0 3.6 0.17 18 3 0 1 38 8.7 110
1 0 1 7.2 1.3 18 3 0 2 64 17 180
1 0 2 11 3.6 38 3 1 0 43 9 180
1 1 0 7.4 1.3 20 3 1 1 75 17 200
1 1 1 11 3.6 38 3 1 2 120 37 420
1 2 0 11 3.6 42 3 1 3 160 40 420
1 2 1 15 4.5 42 3 2 0 93 18 420
1 3 0 16 4.5 42 3 2 1 150 37 420
2 0 0 9.2 1.4 38 3 2 2 210 40 430
2 0 1 14 3.6 42 3 2 3 290 90 1000
2 0 2 20 4.5 42 3 3 0 240 42 1000
2 1 0 15 3.7 42 3 3 1 460 90 2000
2 1 1 20 4.5 42 3 3 2 1100 180 4100
2 1 2 27 8.7 94 3 3 3 >1100 | 420 -

Fonte: FDA, 2021.
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