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RESUMO

A resisténcia a antimicrobianos € um dos maiores problemas de saude publica.
Antimicrobianos sédo usados na produgé&o animal no tratamento de doengas e como
promotores de crescimento. No Brasil, antimicrobianos de uso clinico humano e
veterinario ndo sao permitidos como promotores de crescimento. Frangos de corte
sdo aves que, além de receberem tratamento com antimicrobianos também tém maior
contato antropico, portanto o objetivo deste trabalho é comparar com a resisténcia que
pode ser encontrada na microbiota intestinal de aves selvagens, que ndo sao téo
impactadas pela acdo antropogénica, assim como ndo sdo tratadas com
antimicrobianos. Em trabalho anterior do grupo, foi avaliada a presenca de bactérias
resistentes na microbiota intestinal de 3 espécies de pinguins: Pygoscelis antarcticus,
P. papua e S. magellanicus. Os pinguins antarticos estao entre as aves marinhas de
menor contato com a acdo humana direta, portanto o perfil de resisténcia a
antimicrobianos encontrado em suas fezes pode servir como parametro para a
resisténcia encontrada nas fezes de frangos de corte. Foram coletadas amostras de
fezes de 39 frangos de corte em aviarios do Rio Grande do Sul, em 2016, pela equipe
do Dr. Benito G. de Brito (Fepagro - RS). As amostras foram cultivadas em agar LB
na presenca dos 4 antimicrobianos (eritromicina, vancomicina, tetraciclina e
estreptomicina), em concentracdes pré-estabelecidas para Enterococcus sp. de
acordo com o CLSI (CLSI, 2016). As amostras que cresceram na triagem na presenca
dos antimicrobianos foram submetidas ao protocolo de Concentracao Inibitéria Minima
para cada antimicrobiano testado. Foi realizada triagem para os genes de resisténcia
erm(B), van(B) e tet(M), que codificam resisténcia a eritromicina, vancomicina e
tetraciclina, respectivamente. A identificacdo das espécies bacterianas foi feita através
do MALDI-TOF. Foram triadas todas as 39 amostras de fezes de frango de corte,
sendo que destas, 24 cresceram em pelo menos um dos antimicrobianos. 21 amostras
cresceram em eritromicina (8 pg/mL), 2 em vancomicina (32 pg/mL), 21 em tetraciclina
(16 pg/mL) e 14 em estreptomicina (500 pg/mL). Para eritromicina, das 21 amostras
gue cresceram na triagem, obteve-se 30 isolados resistentes, todos apresentando
CIM = 500 pg/mL, e destes 30, 11 tém o gene de resisténcia erm(B). Para
vancomicina, das 2 amostras que cresceram, obteve-se 2 isolados resistentes, ambos
com CIM > 250 yg/mL e o gene de resisténcia van(B); para tetraciclina, das 21

amostras que cresceram na triagem, 31 isolados tiveram CIM > 31 ug/mL e, destes



31, 17 tiveram o gene tet(M). Para estreptomicina, das 14 amostras que cresceram,
obteve-se 14 isolados resistentes, todos com CIM = 500 pg/mL. Dentre as 38 amostras
de fezes de pinguins antarticos, 9 amostras tiveram bactérias resistentes a pelo menos
um dos antimicrobianos testados. Dentre as 19 amostras de suabe cloacal de
pinguins-de-magalhdes, 13 apresentaram resisténcia a pelo menos um dos
antimicrobianos testados. Estes dados apontam para a exposi¢do de pinguins-de-
magalhaes a residuos antropogénicos no ambiente. Quanto a resisténcia encontrada
nas amostras de fezes de frangos de corte, esta corrobora com a exposi¢cao destes

animais a antimicrobianos e a acdo humana.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana. Frangos de corte. Pinguins antarticos.

Pinguins-de-magalhées.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance is a major public health problems. Antimicrobials are
used in animal farming in the treatment of diseases and as growth promoters. In Brazil,
antimicrobials for clinical human and veterinary use are not permitted as a growth
promoter. Broilers are birds that, besides being treated with antimicrobials, also have
more anthropic contact, therefore the goal of this study is to compare with the
resistance that can be found in the gut microbiota of wild birds, which are not impacted
by direct anthropic action and are not treated with antimicrobials. Antarctic penguins
are among the seabirds with the least contact with direct human action, so the
antimicrobial resistance profile found in the gut microbiota may be useful as a
parameter for the resistance found in broilers. In a previous study, the presence of
resistant bacteria in the gut microbiota of 3 penguin species was evaluated: Pygoscelis
antarcticus, P. papua and S. magellanicus. Stool samples were collected from 39
broilers in poultry in Rio Grande do Sul, in 2016, by the team of Dr. Benito G. de Brito
(Fepagro - RS). Samples were cultured on LB agar with 4 antimicrobials (erythromycin,
vancomycin, tetracycline and streptomycin) at pre-established concentrations for
Enterococcus sp. according to CLSI (CLSI, 2016). Samples who grown in the presence
of antimicrobials were subjected to the Minimum Inhibitory Concentration protocol for
each antimicrobial tested. Screening was done for resistance genes erm(B), van(B)
and tet(M), which encode resistance to erythromycin, vancomycin and tetracycline,
respectively. The identification of bacterial species was done through MALDI-TOF. All
39 samples of broiler feces were screened, of which 24 grew in at least one of the
antimicrobials. 21 samples grew in erythromycin (8 pg/mL), 2 in vancomycin (32
png/mL), 21 in tetracycline (16 pg/mL) and 14 in streptomycin (500 pg/mL). For 21
erythromycin samples that grew in antimicrobial screening, 30 resistant isolates were
obtained, all with MIC = 500 pg/mL, and of these 30, 11 had erm(B) gene. For
vancomycin, from the 2 samples who grown at screening concentration, 2 resistant
isolates were obtained, both with MIC > 250 pg/mL and the van(B); for tetracycline, of
the 21 samples that grew in the screening, 31 isolates had MIC > 31 pg/mL and of
these 31, 17 had the tet(M) gene. For streptomycin, from the 14 samples that grew in
the screening, 14 resistant isolates were obtained, all with MIC = 500 pg/mL. From 38
samples of Antarctic penguins feces, 9 samples had bacteria resistant to at least one

of the antimicrobials tested. From 19 swab cloacal samples of Magellanic penguins,



13 had resistance to at least one of the antimicrobials tested. We observed higher
resistance in the fecal samples of broiler chickens and cloacal swabs of magellanic
penguins than in the samples of Antarctic penguins feces. These findings indicate the
exposure of magellanic penguins to anthropogenic residues in the environment. About
the resistance found in broiler feces samples, this finding corroborates to the exposure

of these animals to antimicrobials and human action.
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1 INTRODUCAO
1.1 Resisténcia a antimicrobianos

A descoberta dos antimicrobianos e seus respectivos usos na saude humana e
veterinaria representa um dos maiores avancos da medicina na histéria, tornando-se
uma das principais ferramentas para o desenvolvimento de intervencdes complexas
na era da medicina moderna (MUNITA; BAYER; ARIAS, 2015). Ao contrario de outros
medicamentos, antimicrobianos acabam por precipitar sua propria obsolescéncia
devido a selecdo de microrganismos resistentes e, portanto, essa realidade se
constitui em um desafio a descoberta de novos antibiéticos (WRIGHT, 2010).

Sabe-se que a resisténcia a antimicrobianos € um fendmeno evolutivo que
ocorre inevitavelmente, de forma natural (WRIGHT, 2010), pois genes de resisténcia
a antimicrobianos estao presentes na natureza e em ambientes indspitos, com pouca
ou nenhuma influéncia antropica (BHULLAR et al., 2012) antes mesmo do inicio de
seu uso clinico (ALLEN et al., 2010). Cepas produtoras de antibioticos possuem genes
que codificam resisténcia ao antibiético que elas mesmo produzem (HOPWOOD,
2007) e esses genes podem ser encontrados no mesmo cluster que os genes da rota
de biossintese do antibiético (MARTIN; LIRAS, 1989). Antibioticos produzidos por
microrganismos na natureza podem exercer pressao seletiva sobre microrganismos
de uma mesma comunidade ou habitat, porém ¢é dificil mensurar as concentracfes
naturais de antibiéticos presentes no solo ou na 4gua, por exemplo, ou a extensao da
pressdo seletiva a qual os microrganismos estariam expostos (ALLEN et al., 2010).
No entanto, sabe-se que, mesmo que a resisténcia a antimicrobianos ocorra
naturalmente, o uso continuado e excessivo de antimicrobianos contribui para a
selecéo e disseminacgao de genes que conferem resisténcia aos mesmos, por meio de
transferéncia vertical ou horizontal.

Uma vez que os antimicrobianos sao essenciais para o tratamento de infec¢oes
na clinica humana e veterinaria, € prioridade, em termos de saude publica, preservar

e garantir sua eficacia (ALLEN et al., 2010).
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1.2 Antimicrobianos e a avicultura

Antimicrobianos sao utilizados na producao animal no tratamento ou profilaxia
de doencgas e como promotores de crescimento, com variacdes de dose e forma de
administracdo, dependendo do objetivo do uso. Na producéo animal, em especial na
avicultura, normalmente € mais eficiente fornecer o tratamento em grupos ou lotes de
animais, através da administracao do antimicrobiano na alimentacédo (racdo) ou agua.
Essa forma de administracdo de medicamentos em massa chama-se metafilaxia, e é
utilizada com o objetivo de tratar os animais doentes e a0 mesmo tempo prevenir a
infeccdo no grupo que nao apresenta a doenca. Também se faz uso da profilaxia
antimicrobiana em periodos de maior risco de ocorréncia de infec¢gbes (no transporte
de animais, por exemplo) (MCEWEN; FEDORKA-CRAY, 2002). Para tratamento,
controle ou prevencdo de infeccBes bacterianas, considera-se doses terapéuticas
durante curto periodo de tempo (AMERICAN VETERINARY MEDICAL
ASSOCIATION, 2019). Para promotores de crescimento, considera-se o conceito de
doses subterapéuticas, adicionadas a racdo ou agua, durante boa parte da vida do
animal. Promotores de crescimento normalmente sdo administrados em baixas
concentracbes, variando de 2,5 a 125 mg/kg. Nos Estados Unidos, doses
subterapéuticas adicionadas a alimentacao correspondem a 200 gramas por tonelada
de alimento, durante 12 semanas de “tratamento” (INSTITUTE OF MEDICINE, 1989).

Os antibiéticos promotores de crescimento atuam controlando agentes
prejudiciais ao trato digestivo, proporcionando efeitos benéficos a absorcdo de
nutrientes (VASSALO; FIALHO; OLIVEIRA, 1997). A acdo de antibidticos ocorre
principalmente no limen intestinal (ALLIX, 2010). Microrganismos presentes nessa
por¢cdo do intestino produzem substancias toxicas (como amodnia, por exemplo) que
causam irritacdo a parede intestinal, tornando-a mais espessa e suscetivel a
alteracdes morfolégicas, devido a uma maior taxa de renovagéo celular (PARKER &
ARMSTRONG, 1987). Observou-se que o peso do intestino de animais livres de
microrganismos patogénicos era menor que o de animais convencionais. Segundo
Henderickx (1981), e Anaddn e Larrafiaga (1999), a utilizacdo de antimicrobianos
como promotores de crescimento causa reducao de bactérias patogénicas, tornando
a parede intestinal mais fina devido a menor renovacéo de enterdcitos e facilitando,
por fim, a absorcdo de nutrientes. A reducdo da massa intestinal em animais que

recebem promotores de crescimento resulta em maior disponibilidade de energia e
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nutrientes para outros tecidos, melhorando o desempenho e produtividade
(CROMWELL, 1999: ANADON: LARRANAGA, 1999).

O Brasil € o maior exportador e segundo maior produtor mundial de carne de
frango, tendo produzido 13,05 milhdes de toneladas de carne de frango em 2017.
Cerca de 67% dessa producédo foi destinada ao consumo pelo mercado interno,
atingindo uma média de 42,07 kg de carne de frango por pessoa por ano. Os estados
da regido Sul do Brasil s&o os principais responsaveis por essa producao, contribuindo
com 64,35% da producdo nacional (ABPA, 2018). Devido a organizacdo da cadeia
produtiva, o Brasil tem o menor custo de producéo do frango, US$ 0,44/kg, contra US$
0,55 dos EUA, US$ 0,57 da Argentina, e US$ 0,77 da Franga (ALVES; MARTINELLI,
DEWES, 2006). Dentre os fatores que causam diminuicdo da produtividade e
consequente aumento nos custos da avicultura brasileira estdo as infeccbes
bacterianas. A principal forma de controlar a morbidade e mortalidade causadas por
infeccbes bacterianas é o tratamento com agentes antimicrobianos. Entre os
antimicrobianos mais frequentemente usados com objetivo terapéutico na avicultura
estdo quinolonas, aminoglicosideos, B-lactamicos, tetraciclinas e sulfonamidas
(BORSOI, 2013).

O uso de antimicrobianos como promotores de crescimento € bastante restrito
no Brasil, tendo sido banidos atualmente os antimicrobianos usados na clinica
humana e veterinaria (como anfenicois, tetraciclinas, B-lactamicos , quinolonas e
sulfonamidas, por exemplo) (MAPA, 2019). A exportacao brasileira de carne de frango
vem sofrendo com barreiras nado-tarifarias sob a forma de restricdo do uso de
antimicrobianos na criacao dos frangos de corte, impostas pelos paises importadores,
sob a alegacdo de que a principal razdo para a emergéncia e disseminacdo de
resisténcia antimicrobiana seria a pressdo seletiva causada pela presenca de
antimicrobianos na microbiota e no ambiente. Considerando o contexto internacional,
ha uma forte pressao para o banimento do uso de melhoradores de desempenho no
cenario da producéo animal, com diversos paises ja tendo restringido ou abolido o uso
de antimicrobianos como promotores de crescimento. A Unido Europeia (UE) baniu,
em 2006, os antimicrobianos flavomicina e avilamicina, os ultimos promotores de
crescimento que ainda eram permitidos (ALLIX, 2010). Essa decisao afeta a producéo
dos principais paises exportadores, pois estes precisam se adaptar as exigéncias dos
paises importadores. Com a possibilidade de restricdo completa do uso de
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antimicrobianos como promotores de crescimento (atualmente sendo usados
principalmente ou exclusivamente para este fim, sem objetivos terapéuticos na saude
humana e veterinaria), crescem as buscas por alternativas viaveis para o
melhoramento de desempenho na producao, pois a retirada total de promotores de
crescimento implica em abrupta reducdo de produtividade na avicultura brasileira
(ALLIX, 2010). Diante deste cenério, a insercdo de probidticos como aditivos
alimentares vem mostrando-se promissora, ndo como substitutos, mas como
alternativa ao uso de antimicrobianos promotores de crescimento (MACARI; FURLAN,
2005). Probidticos séo, por definicgdo, um suplemento alimentar constituido de
microrganismos vivos capazes de causar efeitos benéficos ao hospedeiro através do
equilibrio da microbiota intestinal; sua producdo em larga escala deve ser viavel,
devem permanecer estaveis durante armazenamento e sobreviver na microbiota
intestinal (FULLER, 1989).

A avicultura brasileira pode sofrer graves prejuizos em termos de produtividade
sem um manejo adequado do uso (ou retirada) de antimicrobianos como promotores
de crescimento (ALLIX, 2010). Faz-se necessario o esfor¢co da cadeia produtiva em
reduzir o uso de antimicrobianos na producao animal, assim como é importante obter
dados sobre a resisténcia encontrada em bactérias isoladas da microbiota intestinal
de frangos de corte, para ser possivel inferir o quanto o uso de antimicrobianos na
avicultura impacta na emergéncia e disseminacao de genes de resisténcia, a partir do
estabelecimento de uma linha de base como referéncia. Considerando que frangos
de corte sdo aves que, além de receberem tratamento com antimicrobianos, também
tém maior contato antropico, o ideal € comparar com a resisténcia que pode ser
encontrada na microbiota intestinal de aves selvagens, que nédo séo impactadas pela
acdo antropogénica direta, assim como nao recebem antimicrobianos como

tratamento.

1.3 Pinguins

A Antartida € considerada o continente mais remoto do mundo e ultimo lugar
selvagem intocado pelo homem (BARGAGLI, 2008). Também € a regido do planeta
mais preservada, sendo realizados muitos esfor¢os para que assim seja mantida, com
a menor intervencdo humana possivel (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2007).
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As populagbes de aves antarticas vém sendo estudadas e séo consideradas
indicadoras da qualidade do ecossistema marinho ao longo dos ultimos 50 anos
(MICOL; JOUVENTIN, 2001). Os pinguins sdo as aves marinhas antarticas que
possuem maior representatividade ecologica e sao consideradas espécies sentinelas
de mudancas ambientais na Antértida. Eles representam 90% da avifauna da regido
antértica (CROXALL; TRATHAN; MURPHY, 2002). Os pinguins pertencem a familia
Spheniscidae, séo aves marinhas nao voadoras e que vivem a maior parte de sua vida
dentro da agua, indo para a terra apenas para reproducdo e muda de pena. Os
géneros pertencentes a familia Spheniscidae sao: Spheniscus sp., Pygoscelis sp.,
Aptenodytes sp., Eudyptes sp., Eudyptula sp. e Megadyptes sp.. Os pinguins sao
encontrados apenas no hemisfério sul, habitando desde a Antéartida e paises da
Ameérica do Sul, incluindo as llhas Galapagos, mas também Africa do Sul, Austrélia e
Nova Zelandia (LYNCH, 2007). O trato gastrointestinal desses animais possui uma
diversa e complexa microbiota, formada principalmente por bactérias pertencentes
aos filos Firmicutes, Bacterioidetes, Proteobacteria, Fusobacteria e Actinobacteria
(DEWAR et al., 2013, 2014) .

Ecossistemas marinhos sdo reservatérios de microrganismos de diversas
origens, incluindo bactérias resistentes a antimicrobianos provenientes de ambientes
com acgéo antropogénica (BAQUERO; MARTINEZ; CANTON, 2008). Aves selvagens
e aquaticas, migratorias em particular, podem percorrer grandes distancias e habitar
varios biomas, podendo disseminar genes de resisténcia por onde percorrerem.
Quanto mais proximas a atividade humana, maior a probabilidade de encontrarmos
bactérias resistentes a antimicrobianos em aves selvagens (ALLEN et al., 2010).

Os pinguins antarticos estdo entre as aves marinhas menos suscetiveis a agao
antropica direta, por habitarem uma regido do planeta praticamente intocada pelo
homem. Isso sugere a possibilidade de que microrganismos de sua microbiota sirvam
como indicadores da presenca natural de genes de resisténcia a antimicrobianos na
microbiota de aves e no ambiente em que ocorrem (KLEMBERG, 2017). Portanto,
pinguins sdo aves selvagens cuja resisténcia a antimicrobianos presente na sua
microbiota intestinal pode ser usada como referéncia da ocorréncia e propagacéo de

resisténcia a antimicrobianos na natureza.
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1.3.1 Pygoscelis antarcticus

Os pinguins da espécie Pygoscelis antarcticus habitam colénias em diversas
ilhas Antarticas, como as llhas Shetland do Sul, Geérgia do Sul, Orcades do Sul, llha
Bouvet e llha Balleny (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2019). De acordo com dados de
1999, a populagdo mundial de P. antarcticus é formada por cerca de quatro milhdes
de pares reprodutores, amplamente distribuidos no continente antartico (BIRDLIFE
INTERNATIONAL, 2019).

1.3.2 Pygoscelis papua

Os pinguins da espécie P. papua se reproduzem principalmente no continente
antartico, nas llhas Kerguelen, Ilhas Shetland do Sul, Ilha Geérgia e chegando também
as llhas Malvinas (LYNCH, 2007). A populacdo de P. papua apresenta cerca de 387
mil pares reprodutores (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2019).

1.3.3 Spheniscus magellanicus

Os pinguins-de-magalhdes (Spheniscus magellanicus) se reproduzem em
colénias distribuidas pela Argentina, llhas Malvinas e Chile. A populacdo dessa
espécie de pinguins é constituida por aproximadamente 1,4 milhdes de pares
reprodutores, e esse numero esta em declinio. S. magellanicus é classificado como
espécie “ameacada”’ pela International Union for the Conservation of Nature (IUCN)
(BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2019). Em contraste com 0s pinguins antarticos (P.
antarcticus e P. papua), o pinguim-de-magalhdes tem mais contato com ambientes
submetidos a acdo humana, devido a sua rota migratéria em busca de alimento. Em
2008 registrou-se, no litoral brasileiro ao longo do ano, a presenca de mais de 4.500
pinguins-de-magalhdes vivos, ocupando desde o litoral gaucho até o estado da
Paraiba (SCHERER; SCHERER; PETRY, 2011). Durante a migracao, alguns fatores
tém sido apontados como particularmente importantes na morbidade e mortalidade
dos pinguins-de-magalhdes, como a contaminacdo dos oceanos com petrdleo, a
ingestdo de detritos antropogénicos e as parasitoses gastrintestinais (MADER;
SANDER; CASA JR., 2010).
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1.4 Antimicrobianos

Os antimicrobianos usados neste trabalho foram escolhidos por atuarem contra
microrganismos gram-positivos, pois S80 esses microrganismos que Sd80 mais
abundantes na microbiota intestinal cultivavel de pinguins antarticos (KLEMBERG,
2017). Os antimicrobianos escolhidos foram eritromicina, vancomicina, tetraciclina e
estreptomicina, que representam quatro classes usadas na clinica humana e
veterinaria: macrolideos, glicopeptideos, tetraciclinas e aminoglicosideos,

respectivamente.

1.4.1 Macrolideos

Os representantes desta classe apresentam amplo espectro de acao e podem
ser bacteriostaticos e bactericidas, dependendo do microrganismo e da dose utilizada
(CLSI, 2012). Sao utilizados na clinica para o tratamento de infeccdes por
Staphylococcus sp. e Enterococcus sp.. A eritromicina inibe a sintese proteica
bacteriana pois se liga a subunidade 50S do ribossomo bacteriano, o que impede a
ligacdo do tRNA ao ribossomo e prejudica a sintese da cadeia polipeptidica nascente
(MURRAY, 2014).

Algumas bactérias apresentam mecanismos de resisténcia a esta classe de
antimicrobianos: reducdo da concentracdo do antimicrobiano no interior da célula
através de bombas de efluxo, inativacdo enzimética do antimicrobiano e modificacdo
do alvo, que é a subunidade 50S do ribossomo (MCARTHUR et al., 2013). A
resisténcia a macrolideos também pode ocorrer através da metilagdo da subunidade
do rRNA 23S, que compde a subunidade 50S, cujas enzimas sao codificadas pela
familia dos genes erm. Existe a ocorréncia de resisténcia cruzada entre as classes de
antimicrobianos macrolideos, lincosamida e estreptogramina B, que possui a sigla de
MLSh. O gene de resisténcia responsavel por este fendtipo € ermB. Além disso, 0s
genes ermB e tet(M), que codifica resisténcia a tetraciclina, podem ser transmitidos
pelo mesmo elemento genético mével, o transposon Tn1545 (LEENER et al., 2004).
Bactérias da Familia Enterobacteriaceae, gram-negativas, Sao intrinsecamente
resistentes a eritromicina (ANVISA, 2008).
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1.4.2 Glicopeptideos

Os glicopeptideos séo classificados como bactericidas; eles atuam inibindo a
sintese da parede celular bacteriana devido a ligacédo do antimicrobiano a extremidade
terminal dos dipeptideos D-alanil-D-alanina, precursores do peptideoglicano que
forma a parede celular bacteriana. A enzima transglicosidase fica impedida de atuar e
bloqueia a adicdo de mais monémeros de mureina e dessa forma inibe a sintese da
parede celular (CLSI, 2012). A vancomicina é antimicrobiano de escolha de uso clinico
em infeccBes por bactérias gram-positivas resistentes a antimicrobianos B-lactamicos
ou em pacientes alérgicos a penicilinas. As bactérias gram-positivas que apresentam
resisténcia a vancomicina ja sdo consideradas um problema de saude publica, e
Enterococcus sp. resistentes a vancomicina séo conhecidos como VRE (CDC, 2019).
As bactérias gram-negativas possuem resisténcia intrinseca a vancomicina, pois sua
parede celular € envolta pela membrana externa, o que impede que o antimicrobiano
se ligue aos precursores do peptideoglicano (GILMORE et al., 2014).

A resisténcia bacteriana & vancomicina ocorre devido & mudanca no sitio-alvo
do antimicrobiano, em que os residuos D-alanil-D-alanina séao alterados para D-alanil-
D-lactato ou D-alanil-D-serina, impedindo a ligacdo da vancomicina a seu alvo. Os
genes van(A), van(B), van(C) e van(D) sédo genes ja descritos na literatura que
codificam resisténcia a vancomicina. Bactérias como Enterococcus gallinarum e E.
casseliflavus possuem o gene van(C), conferindo-lhe uma resisténcia intrinseca a
vancomicina (GHOLIZADEH; COURVALIN, 2000). A avoparcina € um antimicrobiano
anélogo a vancomicina e confere resisténcia cruzada. Apesar de ndo ser mais usada
como promotor de crescimento atualmente, a avoparcina € considerada responsavel
pelo alto indice de bactérias resistentes a vancomicina (como Enterococcus sp.)
(KHAN et al., 2005).

1.4.3 Tetraciclinas

As tetraciclinas sao antimicrobianos bacteriostaticos de amplo espectro, muito
empregadas na clinica humana e veterinaria (TRZCINSKI et al., 2000). Esses
farmacos atuam inibindo a sintese proteica bacteriana, pois se ligam na subunidade
30S do ribossomo e impedem a ligacdo do aminoacil-tRNA ao sitio A do ribossomo, o

que leva a inibicdo da continuacdo da sintese de proteinas (NGUYEN et al., 2014).
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Na avicultura, as tetraciclinas foram empregadas como promotores do
crescimento (TRZCINSKI et al., 2000). O uso intenso de tetraciclinas ao longo de mais
de 60 anos contribuiu para a selecao de bactérias resistentes. Ha cerca de 40 genes
responsaveis pela resisténcia a tetraciclinas, como por exemplo os genes tet(A),
tet(B), tet(C), tet(O), tet(M), sendo carreados por transposons e plasmideos (THAKER,;
SPANOGIANNOPOULOS; WRIGHT, 2010).

Os principais mecanismos de resisténcia bacteriana a estes farmacos sao:
bomba de efluxo, codificada pelos genes tet(A), tet(B), tet(C), tet(E), em que o
antimicrobiano ultrapassa a parede celular, mas € bombeado para fora da célula
através da proteina de efluxo ancorada na membrana; protecéo do ribossomo, em que
as proteinas codificadas pelos genes tet(M) e tet(O) deslocam a tetraciclina, antes
ligada a subunidade 30S do ribossomo, permitindo a sintese proteica hovamente; e
modificacdo do antimicrobiano, em que tet(X) codifica uma monooxigenase que
hidroxila a tetraciclina, modificando a conformacédo do farmaco e reduzindo sua
afinidade com o ribossomo bacteriano (NGUYEN et al., 2014). Foram identificados
cerca de 22 genes responsaveis pelo sistema da bomba de efluxo, associados a
resisténcia em bactérias isoladas de ambientes como lagos, rios e solo; os genes que
codificam protecdo ao ribossomo também ja foram detectados em bactérias isoladas
de rios, lagoas, solos e até mesmo de agua potavel (ZHANG; ZHANG, 2011). O gene
tet(M) ja foi identificado na microbiota de pinguins antarticos (RAHMAN et al., 2008).

1.4.4 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sao antimicrobianos bactericidas de amplo espectro. Os
farmacos pertencentes a essa classe inibem a sintese proteica bacteriana; eles ligam-
se ao rRNA 16S da subunidade 30S do ribossomo, bloqueando a ligagao do aminoacil-
tRNA ao sitio A do ribossomo. Essa acao leva a perturbagcéo da elongacao da cadeia
polipeptidica nascente, promovendo uma terminacao proteica precoce ou uma leitura
errada do codigo, criando proteinas disfuncionais (MINGEOT-LECLERCQ;
GLUPCZYNSKI; TULKENS, 1999).

Os aminoglicosideos sdo comumente usados no tratamento de infecgBes por
bacilos gram-negativos. No caso de bactérias gram-positivas, sédo utilizados em
sinergismo com antimicrobianos que atuem na parede celular bacteriana, como os
glicopeptideos (FLUIT et al.,, 2003). Para alguns microrganismos, € necessario
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administrar uma alta concentracdo de estreptomicina ou outro aminoglicosideo, pois
bactérias como Enterococcus sp. sao resistentes a estreptomicina em concentracdes
usuais para bactérias gram-positivas (CLSI, 2012).

A resisténcia bacteriana a aminoglicosideos pode ocorrer através de pelo
menos trés mecanismos: reduc¢ao intracelular da concentra¢ao do antimicrobiano por
bombas de efluxo; alteracéo enzimatica do antimicrobiano, em que a bactéria sintetiza
enzimas que alteram o farmaco, diminuindo a afinidade deste pelo sitio A do
ribossomo bacteriano; e modificacdo do alvo do antimicrobiano, através da metilacdo
do rRNA 16S, causando modificacdo estrutural no sitio A da subunidade 30S, que
vem a dificultar a ligacéo da droga ao ribossomo (SHAKIL et al., 2008).
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Analisar a resisténcia aos antimicrobianos eritromicina, vancomicina,
tetraciclina e estreptomicina na microbiota de frangos de corte e compara-la a

resisténcia encontrada na microbiota de pinguins antarticos e pinguins-de-magalhées.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Verificar o fendtipo de resisténcia aos antimicrobianos supracitados em

amostras de fezes de frangos de corte.

2.2.2 Realizar o protocolo de Concentracgédo Inibitoria Minima para as bactérias
resistentes isoladas das amostras de fezes de frangos de corte.

2.2.3 Verificar a presenca de genes de resisténcia aos antimicrobianos
supracitados nas bactérias resistentes isoladas de amostras de fezes de frangos de

corte.

2.2.4 l|dentificar género e espécie das bactérias resistentes isoladas de

amostras de fezes de frangos de corte.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Amostras

Foram coletadas amostras de fezes de 39 frangos de corte em aviarios nas
cidades de Poco das Antas, Cruzeiro do Sul, Teotdnia e Venancio Aires, Rio Grande
do Sul, em meados de 2016 pela equipe do Dr. Benito G. de Brito (Instituto de
Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor, Fepagro - RS). As amostras foram
transportadas sob refrigeracao (banho de gelo) e armazenadas a -80 °C.

3.2 Crescimento e isolamento dos microrganismos resistentes

Para isolar os microrganismos resistentes presentes nas amostras de fezes,
foram adicionadas 30 a 60 mg de fezes em 1,0 mL de solucéo salina (PBS 1x); 10 uL
dessa suspensdo foram inoculados em placas de LB-agar na presenca dos quatro
antimicrobianos (eritromicina, ou vancomicina, ou tetraciclina, ou estreptomicina), em
concentracdes pré-estabelecidas para Enterococcus sp. de acordo com o CLSI (CLSI,
2016).

3.3 Protocolo de Concentracgéo Inibitéria Minima

As amostras que cresceram na presenca dos antimicrobianos (triagem) foram
submetidas ao teste de microdiluicdo em agar para verificar a concentracao inibitoria
minima (CIM) de cada antimicrobiano testado (eritromicina, vancomicina, tetraciclina
e estreptomicina). Esse teste foi realizado com base no protocolo normativo do CLSI
(CLSI, 20186).

As solucdes dos antimicrobianos foram feitas utilizando agua Milli-Q ou alcool
95% (no caso da eritromicina) e posteriormente filtradas em membrana com poros de
0,22 um. As concentracOes usadas para as solugbes-mae de cada antimicrobiano
foram selecionadas de acordo com as indicacdes do fabricante, com posterior diluicdo
(se necessario) para obter concentracdo igual a 10 mg/mL, com o fim de realizar o
protocolo de Concentracdo Inibitéria Minima. Foi realizada diluicdo seriada dos
antimicrobianos em agar Mueller-Hinton (MH), com pH entre 7,2 e 7,4, na temperatura
de 56 °C.
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Foi realizada suspensdo em PBS dos isolados que cresceram em LB-agar na
presenca dos antimicrobianos, ajustando a turbidez de acordo com o padréo 0,5 da
escala MacFarland. Apés o ajuste, a suspensdo foi diluida 1:10, para obter
aproximadamente 1-2 x10” UFC/mL. Para que houvesse 1x10* UFC/mL na placa com
agar Mueller-Hinton, contendo as concentracdes pré-determinadas de antibidtico,
foram inoculados 2 pL da suspensao bacteriana. A CIM foi determinada como sendo
a concentracdo de antimicrobiano que inibiu o crescimento bacteriano. Apls a
determinacdo da CIM, as bactérias resistentes foram isoladas, tiveram seu DNA
extraido e foram armazenadas, individualmente em criotubos, em glicerol 20% a -80
°C.

3.4 Coloracao de Gram

A coloracdo de Gram foi realizada para determinar o tipo de parede dos
isolados que foram submetidos ao protocolo de CIM. Foram utilizados os corantes
para coloracdo de Gram (NEW PROV®), conforme protocolo do fabricante. A

identificacéo e classificacdo foram feitas com o auxilio de microscopio Optico.

3.5 Extracédo de DNA

Foi feita a extracdo de DNA dos isolados bacterianos resistentes aos
antimicrobianos usando o protocolo de lise alcalina, em que se suspende de duas a
trés colonias em 25 pL de NaOH 0,5 M; ap6s 10 minutos a temperatura ambiente,
adiciona-se 25 pL de tampédo TRIS 1 M pH 8,0 e entdo 450 pL de agua Milli-Q. As
amostras foram armazenadas a -20 °C.

Para a extracdo do DNA das fezes dos frangos de corte, foi utilizado o kit de
extracdo de DNA QlAamp FAST DNA Stool Mini Kit (Qiagen).

3.6 Identificagcdo dos genes de resisténcia aos antimicrobianos

Para identificar os genes associados a presenca de resisténcia aos
antimicrobianos nas amostras de fezes de frangos de corte, foi realizada PCR com os
oligonucleotideos iniciadores listados na Tabela 1. Cada reacdo foi feita em um
volume final de 25 pL: 0,2 pL (1U) de Taq polimerase 5U/uL, concentragao final de
dNTP = 0,2 mM, 1 pL (2 mM) de MgCl2 50 mM, o par de oligonucleotideos a
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concentracéo igual a 0,4 mM, 2,5 uL de tampédo 10x e 2 pL amostra de DNA,
completando o restante do volume com agua para injetaveis. A PCR foi executada em

termociclador de marca GenePro Thermal Cycler (Hangzhou Bioer Technology).

Tabela 1. Genes de resisténcia a antimicrobianos, oligonucleotideos iniciadores,

tamanho esperado do fragmento, temperatura de anelamento e referéncias.

Tama Ta

Gene Oligonucleotideos * nho o Referéncia

erm (@) F:3' GAA AAG GTA CTC AAC CAAATAS .0 (Z'\('JAR%?(VE';
R: 3 AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC 5 2006)

et (W) F: 3’ GTGGACAAAGGTACAACGAG 5 , . - (NG et al,
R: 3 CGGTAAAGTTCGTCACACAC 5' 2001)

Jan (B) F: 3 AGACATTCCGGTCGAGGAAC 5 o0 56 (O'Vé’I_ER'CE)ﬁgf';
R: 3 GCTGTCAATTAGTGCGGGAA 5’ 2015) :

!F: foward R: reverse
2pb: pares de base
3Ta: Temperatura de anelamento

3.7 Identificacdo das espécies bacterianas

As espécies das bactérias resistentes isoladas de amostras de fezes de frangos
de corte foram identificadas no MALDI-TOF MICROFLEX BIOTYPER 4.0 do ICBS
desta Universidade.

“The matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry” (MALDI-TOF MS) é um método de caracterizacdo e identificacdo de
microrganismos rapido, especifico e com bom custo-beneficio. A MALDI é uma técnica
de ionizacdo branda que permite ionizacdo e vaporizagdo de biomoléculas grandes e
nao volateis, como proteinas integras, por exemplo. A MALDI-TOF MS gera
impressoes digitais do espectro de massas de proteinas de cada microrganismo, e €
ideal para identificacdo do género e espécie bacterianas (CROXATTO; PROD’HOM,;
GREUB, 2012).

Um espectrobmetro de massas possui 3 unidades funcionais: 1) uma fonte de
ions para ionizacdo e transferéncia dos ions moleculares da amostra para fase
gasosa; 2) um analisador de massas, que separa os ions de acordo com sua relacéo

massal/carga; e 3) um dispositivo detector que monitorar ions separados. Diversas
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formas de ionizagdo vém sendo desenvolvidas e o método de ionizagéo é determinado
de acordo com a natureza da amostra e o objetivo da analise por espectrometria de
massas. (CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012).

No processo da MALDI-TOF MS, a amostra € adicionada a uma matrizem uma
placa de metal condutor; apés a cristalizacdo da matriz com a amostra microbiana, a
placa de metal € introduzida no espectrdbmetro de massa e € atingida por pulsos
rapidos de laser. As moléculas ionizadas sao aceleradas através de um campo
eletrostatico e ejetadas através de um tubo de voo de metal submetido a vacuo até
chegar ao detector, com ions menores “viajando” mais rapido pelo tubo que ions
maiores. Entdo, os analitos sdo separados de acordo com seu tempo de voo (Time of
flight), gerando um espectro de massa composto pela relagdo massa/carga com varias
intensidades. Portanto, um espectro de massa é como uma impressado digital
microbiana que é comparada a uma base de dados para identificacdo de espécie ou
género (CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012).

3.8 Comparacdao entre os resultados das amostras de fezes de frangos de corte
e os resultados das amostras de fezes de pinguins antarticos e suabes cloacais

de pinguins-de-magalhéaes

O crescimento e isolamento de microrganismos resistentes, a realizacao do
protocolo de Concentracéo Inibitéria Minima e a verificacdo da presenca de genes de
resisténcia aos antimicrobianos testados, bem como a identificacdo das espécies
bacterianas presentes nas amostras de fezes de Pygoscelis antarcticus e de
Pygoscelis papua e nas amostras de suabe cloacal de Spheniscus magellanicus,
foram realizados em trabalho anterior (KLEMBERG, 2017).
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4 RESULTADOS

4.1 Crescimento e isolamento de microrganismos resistentes nas amostras de
fezes de frangos de corte

Foram testadas todas as 39 amostras de fezes de frango de corte, sendo que
destas, 24 cresceram em pelo menos um dos antimicrobianos. Um total de 21
amostras cresceram em eritromicina (8 pg/mL), 2 cresceram em vancomicina (32
pg/mL), 21 cresceram em tetraciclina (16 pg/mL) e 14 cresceram em estreptomicina
(500 pg/mL) (Fig. 1). Foi possivel observar que, em LB-agar contendo concentracdes
de triagem dos antimicrobianos, houve maior nimero de amostras resistentes a
eritromicina e tetraciclina que a vancomicina e estreptomicina.

2517
ERITROMICINA 8 pg/mL

VANCOMICINA 32 pg/mL
TETRACICLINA 16 pg/mL
ESTREPTOMICINA 500 pg/mL

20 A

159

104

amostras (n°)

Figura 1. Amostras de fezes de frangos de corte com bactérias resistentes aos
antimicrobianos testados.

4.2 Andlise do fendtipo de resisténcia a antimicrobianos dos isolados

resistentes em amostras de fezes de frangos de corte

Foi realizado o protocolo de concentracgao inibitéria minima (CIM) em todas os
isolados que cresceram nas concentracdes de triagem dos antimicrobianos. Para
eritromicina, das 21 amostras que cresceram previamente na triagem com o0
antimicrobiano, obteve-se 30 isolados resistentes, todos apresentando CIM = 500
pg/mL. Para vancomicina, das 2 amostras que cresceram em concentracao de triagem
deste antimicrobiano, obteve-se 2 isolados resistentes, ambos apresentando CIM >

250 pg/mL. Para tetraciclina, das 21 amostras que cresceram previamente na triagem
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com o antimicrobiano, 28 isolados apresentaram CIM > 31 pg/mL, 2 isolados
apresentaram CIM > 62 pg/mL e 1 isolado teve CIM > 125 pg/mL. Para estreptomicina,
das 14 amostras que cresceram previamente na triagem com esse antimicrobiano,
todos os 14 isolados apresentaram CIM = 500 ug/mL (Fig. 2). Observa-se maior
ndamero de isolados resistentes a eritromicina e tetraciclina que a vancomicina e

estreptomicina.

40 -
Bl ERITROMICINA > 500 pg/mL

VANCOMICINA > 250 pg/mL
TETRACICLINA > 31 pug/mL

30+

ESTREPTOMICINA > 500 pg/mL
20 A

10 A

isolados resistentes (n°)

Figura 2. Isolados resistentes presentes nas amostras de fezes de frangos de corte
submetidos ao Protocolo de Concentragdo Inibitéria Minima.

4.3 ldentificagdo dos genes de resisténcia aos antimicrobianos

hY

Foi extraido DNA dos isolados resistentes a eritromicina, vancomicina e
tetraciclina. Nesses isolados, foi realizada PCR para os genes erm(B), que codifica
resisténcia a eritromicina, van(B), que codifica resisténcia a vancomicina, e para
tet(M), que codifica resisténcia a tetraciclina (Tabela 1). De 30 isolados resistentes a
eritromicina, 11 apresentaram o gene erm(B); de 2 isolados resistentes a vancomicina,
ambos apresentaram o0 gene van(B), e de 31 isolados resistentes a tetraciclina, 17
apresentaram o gene tet(M) (Tabela 2). Os genes de resisténcia escolhidos para
realizar a identificacdo séo alguns dos mais citados na literatura e também os mais
abundantes. N&o foi realizada identificacdo de gene de resisténcia a estreptomicina,
devido a grande quantidade de genes que podem codificar resisténcia a este

antimicrobiano.
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4.4 ldentificacdo das espécies bacterianas

Dentre os isolados resistentes de amostras de fezes de frangos de corte, a
predominéancia foi dos géneros Staphylococcus sp. e Enterococcus sp. (Tabela 2).
Diferentemente das amostras de fezes de pinguins antarticos, que praticamente nao
apresentaram bactérias gram-negativas, as fezes de frangos de corte séo ricas em
bactérias gram-negativas, e observamos 4 isolados de Escherichia coli resistentes a

tetraciclina.

Tabela 2. Espécies bacterianas dos isolados resistentes e genes de resisténcia presentes.

Isolados resistentes CIM (ug/mL) gene erm(B) gene van(B) gene tet(M)
ERITROMICINA
Staphylococcus simulans (Gg5) =500 - n.d. n.d.
Staphylococcus cohnii (Gg8) =500 + n.d. n.d.
Enterococcus hirae (Gg9) =500 + n.d. n.d.
Staphylococcus simulans (Ggl11) =500 - n.d. n.d.
Staphylococcus cohnii (Ggl12) =500 - n.d. n.d.
Staphylococcus simulans (Ggl14) =500 - n.d. n.d.
Staphylococcus simulans (Ggl16) =500 - n.d. n.d.
Staphylococcus simulans (Ggl17) =500 - n.d. n.d.
Staphylococcus xylosus (Gg20) =500 - n.d. n.d.
Staphylococcus xylosus (Gg22) =500 + n.d. n.d.
Staphylococcus cohnii (Gg25) =500 + n.d. n.d.
Staphylococcus cohnii (Gg27) =500 + n.d. n.d.
Staphylococcus lentus (Gg30.1) =500 - n.d. n.d.
Enterococcus gallinarum (Gg30.2) =500 + n.d. n.d.
Rothia nasimurium (Gg31) =500 - n.d. n.d.
Rothia nasimurium (Gg32.1) =500 - n.d. n.d.
Enterococcus faecium (Gg32.2) =500 + n.d. n.d.
Staphylococcus xylosus (Gg 32.3) =500 - n.d. n.d.
Rothia nasimurium (Gg34) =500 - n.d. n.d.
Staphylococcus haemolyticus (Gg35.1) =500 - n.d. n.d.
Staphylococcus lentus (Gg35.2) =500 - n.d. n.d.
Staphylococcus xylosus (Gg35.3) =500 + n.d. n.d.
Staphylococcus simulans (Gg36.1) =500 - n.d. n.d.
Staphylococcus sciuri (Gg36.2) =500 + n.d. n.d.
Staphylococcus xylosus (Gg37.1) =500 - n.d. n.d.
Enterococcus faecium (Gg37.2) =500 - n.d. n.d.
Staphylococcus simulans (Gg38.1) =500 - n.d. n.d.
Enterococcus faecium (Gg38.2) =500 + n.d. n.d.
Staphylococcus haemolyticus (Gg39.1) =500 - n.d. n.d.
Enterococcus faecium (Gg39.2) =500 + n.d. n.d.
VANCOMICINA
Enterococcus faecium (Gg33) > 250 n.d. + n.d.
Enterococcus faecium (Gg34) > 250 n.d. + n.d.
TETRACICLINA
Enterococcus faecalis (Gg5) >31 n.d. n.d. +
Enterococcus faecium (Gg8) >31 n.d. n.d. +
Staphylococcus cohnii (Gg9) >31 n.d. n.d. +
not reliable identification - N.I. (Gg11) > 62 n.d. n.d. +
no peaks found N.I. (Gg12) >31 n.d. n.d. +
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Escherichia coli (Gg13) >31 n.d. n.d. -

Enterococcus faecalis (Gg14) >31 n.d. n.d. +
Enterococcus hirae (Gg15) >31 n.d. n.d. +
Enterococcus faecalis (Gg 22) >31 n.d. n.d. +
Staphylococcus cohnii (Gg25.1) >31 n.d. n.d. -
no peaks found N.I. (Gg25.2) >31 n.d. n.d. -
Enterococcus faecalis (Gg27) >31 n.d. n.d. +
Escherichia coli (Gg30.1) > 125 n.d. n.d. -
Enterococcus faecium (Gg30.2) >31 n.d. n.d. -
no peaks found N.I. (Gg31.1) >31 n.d. n.d. +
no peaks found N.I. (Gg31.2) >31 n.d. n.d. +
Staphylococcus lentus (Gg32) >31 n.d. n.d. -
Escherichia coli (Gg33.1) >31 n.d. n.d. -
Enterococcus faecium (Gg33.2) >31 n.d. n.d. +
Staphylococcus lentus (Gg34.1) >31 n.d. n.d. +
Staphylococcus nepalensis (Gg34.2) >31 n.d. n.d. -
no peaks found N.I. (Gg35.1) >31 n.d. n.d. -
no peaks found N.I. (Gg35.2) >31 n.d. n.d. +
Staphylococcus sciuri (Gg36.1) >31 n.d. n.d. -
Staphylococcus lentus (Gg36.2) >31 n.d. n.d. +
Escherichia coli (Gg37.1) > 62 n.d. n.d. -
Staphylococcus lentus (Gg37.2) >31 n.d. n.d. -
Staphylococcus haemolyticus (Gg38.1) >31 n.d. n.d. -
Staphylococcus lentus (Gg38.2) >31 n.d. n.d. +
Enterococcus faecium (Gg38.3) >31 n.d. n.d. +
Staphylococcus lentus (Gg39) >31 n.d. n.d. -
ESTREPTOMICINA
Enterococcus gallinarum (Gg5) =500 n.d. n.d. n.d.
Enterococcus faecium (Gg8) =500 n.d. n.d. n.d.
Enterococcus faecalis (Gg11) =500 n.d. n.d. n.d.
Enterococcus hirae (Ggl12) =500 n.d. n.d. n.d.
Paenibacillus amylolyticus (Gg13) =500 n.d. n.d. n.d.
Enterococcus faecium (Ggl17) 2500 n.d. n.d. n.d.
Enterococcus faecalis (Gg20) =500 n.d. n.d. n.d.
Enterococcus faecalis (Gg22) =500 n.d. n.d. n.d.
Enterococcus gallinarum (Gg30) =500 n.d. n.d. n.d.
Enterococcus faecium (Gg32) =500 n.d. n.d. n.d.
Enterococcus gallinarum (Gg34) =500 n.d. n.d. n.d.
Enterococcus gallinarum (Gg35) 2500 n.d. n.d. n.d.
Enterococcus gallinarum (Gg36) 2500 n.d. n.d. n.d.
Enterococcus faecium (Gg38) 2500 n.d. n.d. n.d.
N.l.: N&o Identificada +: positivo para o respectivo gene
n.d.: ndo determinado -: negativo para o respectivo gene

CIM: Concentracéo Inibitéria Minima

4.5 Comparagdo do numero de amostras com isolados resistentes em pinguins

e frangos de corte

Dentre as amostras de fezes de pinguins antarticos recuperadas (n = 38),
considerando que foi encontrada resisténcia a antimicrobianos apenas em fezes de

P. antarcticus — pois nenhuma amostra de fezes de P. papua apresentou isolados
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resistentes — 9 amostras apresentaram bactérias resistentes a pelo menos um dos
antimicrobianos testados. Das amostras de suabe cloacal de S. magellanicus
(pinguins-de-magalhées) (n = 19), 13 apresentaram resisténcia a pelo menos um dos
antimicrobianos testados (KLEMBERG, 2017).

w
o
1

amostras resistentes (n?°)

Figura 3. Amostras com isolados resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos
testados dentre as amostras de fezes de P. antarcticus e G. gallus e amostras de
suabes cloacais de S. magellanicus (extraido de KLEMBERG, 2017).

Quando analisamos os dados por percentagem, podemos observar que as
amostras de suabe cloacal de S. magellanicus apresentaram um numero
proporcionalmente maior de amostras com isolados resistentes do que as amostras
de fezes de P. antarcticus e G. gallus. Mesmo que frangos de corte sofram acéo
antropica direta e indireta e tenham a administracdo de antimicrobianos em sua
alimentagdo, como promotores de crescimento ou para o tratamento de infecgdes,
ainda assim a resisténcia encontrada nas amostras de S. magellanicus foi
proporcionalmente maior (Fig. 4). Por tratar-se de uma espécie migratoria, 0s
pinguins-de-magalhdes abandonam, ap0s o periodo de reproducédo, 0s sitios

reprodutivos e migram através de correntes oceanicas em busca de boa oferta de
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alimento (WILLIANS; BOERSMA; STOKES; WILSON, 1995). Por isso, seguem as
adguas mais frias e com mais nutrientes da corrente das Malvinas, e entdo atingem as
aguas da plataforma continental do Brasil (VOOREN; BRUSQUE, 1999). Durante a
migracdo, diversos fatores sdo responsaveis pela morbimortalidade desses animais,
como a contaminacdo dos oceanos com petréleo e derivados, acidentes com redes
de pesca, ingestdo de rejeitos e infecgdes parasitarias (MADER; SANDER; CASA JR.,
2010). Em comparacao aos pinguins antarticos, os pinguins-de-magalhdes estdo mais
sujeitos a acdo antropica, o que favorece a presenca de resisténcia a antimicrobianos
em sua microbiota intestinal devido ao contato com residuos destes medicamentos no

ambiente (solo, oceanos etc.).

80 1

amostras resistentes

%

Figura 4. Percentagem de amostras com isolados resistentes na microbiota intestinal

de pinguins antarticos, pinguins-de-magalhées e frangos de corte.

Dentre as 38 amostras de fezes de P. antarcticus, 4 apresentaram resisténcia
a eritromicina, 5 a tetraciclina, e 1 a estreptomicina. Nenhuma amostra apresentou
resisténcia a vancomicina. Dentre as 19 amostras de suabe cloacal de S.

magellanicus, 3 amostras apresentaram resisténcia a eritromicina, uma apresentou
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resisténcia a vancomicina, 9 amostras tiveram isolados resistentes a tetraciclina e 2

apresentaram isolados resistentes a estreptomicina (KLEMBERG, 2017) (Fig. 5).

amostras resistentes (n°)

N
(6]
1

N
o
1

154

10 A

ERITROMICINA 8 pg/mL
VANCOMICINA 32 pug/mL
TETRACICLINA 16 pg/mL
ESTREPTOMICINA 500 pg/mL

Figura 5. Amostras de fezes de P. antarcticus, S. magellanicus (suabe cloacal)
(extraido de KLEMBERG, 2017) e G. gallus com isolados resistentes aos

antimicrobianos testados.

Em comparacédo com as amostras de fezes de frangos de corte, o nimero de

isolados resistentes provenientes das amostras de fezes de P. antarcticus e suabes

cloacais S. magellanicus € menor e, em geral, todos os isolados apresentaram CIMs

menores dos respectivos antimicrobianos usados em relacdo as encontradas para os

isolados resistentes provenientes das amostras de fezes de frangos de corte (Fig. 6).
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isolados resistentes (n°)
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Bl ERITROMICINA > 31 ug/mL
VANCOMICINA > 250 pg/mL
TETRACICLINA > 31 pg/mL
ESTREPTOMICINA > 500 pg/mL
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Figura 6. Isolados resistentes presentes nas fezes de P. antarcticus, S. magellanicus

(suabe cloacal) (extraido de KLEMBERG, 2017) e G. gallus submetidos ao Protocolo

de Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM).
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, analisamos a presenca e isolamos bactérias resistentes a 4
antimicrobianos, representativos de 4 classes, em 39 amostras de fezes de frangos
de corte.

Alguns isolados bacterianos nao foram identificados, devido a néo
correspondéncia (ou match) com nenhum microrganismo ja identificado presente no
banco de dados do equipamento, 0 que pode sugerir nova espécie encontrada. Em
alguns casos, o isolamento nao foi satisfatério para gerar uma identificacao fidedigna.

Nas amostras de fezes de pinguins antarticos ocorreu predominancia dos
géneros Staphylococcus sp. e Enterococcus sp., e ndo foi possivel recuperar bactérias
gram-negativas. Nas amostras de suabe cloacal de pinguins-de-magalhdaes, as
espécies bacterianas predominantes pertenciam ao género Enterococcus sp.,
Staphylococcus sp., Serratia sp. e Escherichia sp. (KLEMBERG, 2017). Diversos
fatores podem influenciar na microbiota; neste caso, a alimentagdo € um fator
importante, pois enquanto pinguins alimentam-se de peixes e krill, frangos de corte
sao criados em confinamento e tém sua alimentacdo baseada em rac6es (a base de
milho, soja e trigo). Outro fator significante é o habitat, que pode influenciar tanto
devido ao menor contato antrOpico que 0s pinguins antarticos apresentam quando
comparados aos pinguins-de-magalhées e frangos de corte - 0 que pode corroborar
com a menor resisténcia encontrada nas amostras de fezes dos pinguins antarticos.

A microbiota intestinal dos pinguins-de-magalhdes apresentou um numero de
microrganismos resistentes aos antimicrobianos testados maior do que a microbiota
dos pinguins antarticos. Isso provavelmente decorre do fato dos pinguins-de-
magalhdes estarem expostos a aguas marinhas mais contaminadas com residuos
antropogénicos e sua microbiota ter sofrido pressao seletiva. Nos pinguins antarticos,
por sua vez, foi identificada uma quantidade de isolados resistentes
consideravelmente menor (KLEMBERG, 2017), 0 que sugere que sua microbiota esta
menos exposta a pressao seletiva, ou seja, 0s mares antarticos estariam menos
poluidos com residuos antropogénicos. Esses dados estdo de acordo com a proposta
de se usar a resisténcia encontrada nas amostras de fezes de pinguins antarticos
como uma linha de base, uma referéncia, para a resisténcia encontrada na microbiota

de outras aves.
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Quando, na comparacdo, incluimos nossos dados de frangos de corte,
observamos que o numero de amostras de fezes com isolados bacterianos resistentes
aos antimicrobianos testados foi maior que o de amostras de fezes de pinguins
antarticos. Esses resultados nao surpreendem, visto que os frangos nao apenas estao
inseridos em um ambiente antrépico como séo tratados com antimicrobianos ao longo
da sua criagao.

No entanto, o nUmero de amostras de fezes de frangos de corte com isolados
resistentes foi praticamente igual, na verdade ligeiramente menor, ao nimero de
amostras de suabe cloacal de pinguins-de-magalhdes com isolados resistentes.
Mesmo que as amostras de fezes dos frangos tenham apresentado, por amostra, um
namero de isolados resistentes e uma CIM desses isolados maiores do que nas
amostras de suabes de pinguins-de-magalhdes, nossos dados revelam que os
frangos ndo apresentaram uma excessiva resisténcia bacteriana nas amostras
analisadas. Em nosso entendimento, isso indica a boa qualidade do manejo nas

criacoes brasileiras de frangos de corte.
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6 CONCLUSOES

O numero de amostras de fezes de pinguins antarticos com isolados resistentes
aos antimicrobianos testados € menor quando comparado aos pinguins-de-magalhdes
e frangos de corte. O numero de amostras de fezes de frangos de corte com isolados
resistentes aos antimicrobianos testados foi menor que o de amostras de suabe
cloacal de pinguins-de-magalhdes com isolados resistentes.

Os resultados encontrados estao de acordo com a hip6tese proposta de que a
resisténcia encontrada nas amostras de fezes de pinguins antarticos pode representar
uma linha de base para a resisténcia encontrada na microbiota de outras aves pois,
se foi encontrada resisténcia a antimicrobianos na microbiota de pinguins, que s&o
animais selvagens e com pouco contato antropico, certamente encontraremos
resisténcia a antimicrobianos na microbiota de outras aves, nesse caso, nas fezes de

frangos de corte.
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