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RESUMO

Como primeiros organismos adaptados ao meio, as bactérias estdo ha milhares de
anos em transformacéo, entretanto os primeiros relatos de aplicages e pesquisas que
temos para controlar as bactérias patogénicas ndo passam de 4.000 anos. Um longo
periodo adaptativo possibilitou as bactérias uma resisténcia as condicdes externas e
internas muito mais adequada, estando sempre um passo a frente da medicina e da ciéncia.
A resisténcia de bactérias a antimicrobianos vem sendo estudada principalmente para o
entendimento de seus mecanismos e diferencas para tentar conter seus avangos. Diante
do exposto, o presente estudo tem como objetivo realizar um comparativo microbiolégico
de cepas de bactérias resistentes ou ndo ao antimicrobiano rifampicina. Este estudo esta
dividido em dois capitulos, sendo o primeiro capitulo uma revisdo sucinta sobre 0s
antimicrobianos e os mecanismos de resisténcia adotados por algumas bactérias contra
estes. J& 0 segundo capitulo como uma andlise pratica, previamente autorizado pela
comisséo de ética da UFPR, comparando o crescimento microbiologico e desempenho
em frangos de corte entre um controle negativo e duas cepas de Salmonella Enteritidis.
Uma das cepas apresentadas era de origem tradicional e outra possuia uma resisténcia aos
Antimicrobianos da familia das rifampicinas, que age na sintese de acidos nucleicos das
bactérias. Foram utilizados 108 pintinhos de um dia, machos da linhagem Cobb®, trés
tratamentos, Tratamento controle (TC), Salmonella Enteritidis (SE) e Salmonella
Enteritidis resistente (SEres), sendo aplicadas quatro repeticGes em grupos de nove aves
cada. As aves foram eutanasiadas por deslocamento cervical e necropsiadas aos 9, 14 e
21 dias de idade, onde foram coletados figado e ceco para contagem microbioldgica.
Todas as aves foram pesadas para analise de conversdo alimentar (CA), ganho de peso
(GP) e consumo médio de racdo (CRM). Observou-se em todos os periodos que nédo
houve diferenca estatistica no desempenho das aves, mas a contagem microbioldgica
demonstrou que a bactéria que possuia uma resisténcia a antimicrobianos, mesmo sem a
presenca especifica deste composto nas aves, se mostrou estatisticamente maior (P<0,05)
em todos os periodos e 6rgdos. Deste modo observou-se que a contagem do crescimento
microbioldgico por bactérias resistente se mostrou maior.

Palavras-chave: Salmonella Enteritidis, resisténcia bacteriana, sintese acidos nucleicos,
efeito de antimicrobianos



ABSTRACT

As the first organisms adapted to the environment, bacteria are for thousands of
years in transformation, however the first reports of applications and research that we
have to control the pathogenic bacteria are not more than 4,000 years. A long adaptive
period allowed bacteria a much more adequate resistance to external and internal
conditions, being always one step ahead of medicine and science. Resistance of bacteria
to antimicrobials has been studied mainly for the understanding of their mechanisms and
differences to try to contain their advances. In view of the above, the present study aims
to perform a microbiological comparison of strains of bacteria resistant or not to the
antimicrobial rifampicin. This study is divided into two chapters, the first chapter being
a succinct revision on the antimicrobials and mechanisms of resistance adopted by some
bacteria against them. The second chapter, as a practical analysis, previously authorized
by the ethics committee of UFPR, comparing the microbiological growth and
performance in broilers between a negative control and two strains of Salmonella
Enteritidis. One of the strains presented was of traditional origin and another had an
antimicrobial resistance of the rifampicin family, which acts on the nucleic acid synthesis
of the bacteria. A total of 108 day-old chicks, males of the Cobb® strain, three treatments,
Control Treatment (CT), Salmonella Enteritidis (SE) and resistant Salmonella Enteritidis
(SEres) were used, and four replicates were applied in groups of nine birds each. The
birds were euthanized by cervical dislocation and necropsied at 9, 14 and 21 days of age,
where liver and cecum were collected for microbiological counting. All birds were
weighed for feed conversion analysis (FCA), weight gain (WG) and average feed intake
(AFI). 1t was observed in all periods that there was no statistical difference in the
performance of the birds, but the microbiological count showed that the bacterium that
had an antimicrobial resistance, even without the specific presence of this compound in
the birds, was statistically larger (P<0,05) in all periods and organs. In this way, it was
observed that the count of microbiological growth by resistant bacteria was higher.

Key words: Salmonella Enteritidis, bacterial resistance, nucleic acid synthesis,
antimicrobial effect
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1. INTRODUCAO

A descoberta da penicilina no final da década de 20 por Alexander Fleming foi
um grande marco na ciéncia do século XX, pois nesta época iniciaram-se as descobertas
em torno dos antimicrobianos. Recurso este que é amplamente utilizado nos dias de hoje
para o controle da incidéncia de infeccOes bacterianas (BROWN, 2005; PEREIRA,; PITA,
2005).

Os antimicrobianos atuam sobre alvos especificos nos microrganismos,
alterando a expressdo de proteinas ou enzimas, que sdo importantes para 0 metabolismo
da célula bacteriana. No entanto, a descoberta de medicamentos antimicrobianos é
singularmente dificil, devido a baixa penetragdo dos compostos nas células bacterianas,
por esta razdo, quanto mais especificas estas acOes, mais eficiente € o antimicrobiano
(BLAIR et al., 2014; LING et al., 2015).

A resisténcia bacteriana € um fenémeno espontaneo de preservacdo da especie,
entretanto existe a possibilidade do consumo elevado de antimicrobianos ao longo dos
anos ter propiciado uma adaptacdo acelerada dos mecanismos de resisténcia, aumentando
assim o numero de bactérias resistentes a diversos antimicrobianos (WHO, 2014).

O termo resisténcia se da, quando as concentracdes do antimicrobiano ndo sao
suficientes para o controle dos microrganismos, pois eles apresentam mecanismos de
resisténcia especificos para o agente bloqueador. Estas bactérias geralmente apresentam
genes que podem gerar uma mutacdo espontanea de DNA ou por transferéncia de
plasmideos (LAXMINARAY AN et al., 2013; PAPHITOU, 2013). O termo resisténcia a
antimicrobiano também ¢ utilizado para controle de infeccBes virais e fungicas.
Entretanto, neste trabalho quando referido o termo resisténcia a antimicrobiano, a
expressao se refere especificamente as bactérias.

Tendo em vista a crescente ameaca para a satde publica mundial, organizacdes
nacionais como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e internacionais
como a Organizacdo Pan-Americana da Salde (OPAS), a Coordenacdo Geral dos
Laboratorios de Saude Publica (CGLAB), Food and Drug Administration (FDA) e a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), reconheceram a relevancia do estudo da
resisténcia microbiana e o desenvolvimento de sistemas de vigilancia e controle
(ANVISA, 2016; FDA, 2012).

A recente descoberta na China, de uma cepa de E. coli estirpe SHP45 com

resisténcia mediada por plasmideos a polimixina, antimicrobiano este que € utilizado



como Ultima alternativa de controle, conduz a discussdes importantes sobre a necessidade
de novos compostos, visto também que os Gltimos antimicrobianos descobertos e
aplicados sdo da década de 60 (LIU et al., 2016).

Novos compostos estdo sendo estudados em laboratdrios, como é o caso da
anthracimycin, derivado de sedimentos de actinomicetes marinhos, com capacidade
significativa para o controle de Bacillus anthracis (JANG et al., 2013), e a teixobactina
atuante em cepas de Staphylococcus aureus e Mycobacterium tuberculosis resistentes a
outros antimicrobianos (LING et al., 2015). Descobertas promissoras, mas que
necessitam mais estudos para entdo serem disponibilizados no controle de cepas
resistentes.

O presente estudo foi conduzido, comparando o crescimento microbioldgico e o
desempenho de frangos de corte. Diante do exposto o objetivo do estudo foi realizar um
comparativo microbioldgicos sobre a resisténcia de antimicrobianos aplicados a saude
humana e animal, sobretudo se estas bactérias resistentes podem apresentar um risco

duplo de contaminacéo e patogenicidade.

1.1 OBJETIVO GERAL

Comparativo microbioldgico de cepas de bactéria resistente ou ndo a

antimicrobiano inibidor da sintese de acidos nucléicos.

1.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Comparativo estatistico da microbiologia em individuos semelhantes sem
desafio, com inoculados com cepas de Salmonella Enteritidis.

Comparativo estatistico da microbiologia em individuos inoculados com cepa
resistente a antimicrobiano inibidor da sintese de acidos nucléicos.

Comparativo estatistico do desempenho de aves desafiadas e ndo desafiadas com

Salmonella Enteritidis.



2. CAPITULO 1 REVISAO SISTEMATICA SOBRE ACAO DOS
ANTIBIOTICOS NAS BACTERIAS E A CAPACIDADE ADAPTATIVA DE
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REVISAO SISTEMATICA SOBRE ACAO DOS ANTIBIOTICOS NAS
BACTERIAS E A CAPACIDADE ADAPTATIVA DE RESISTENCIA AOS
MESMOS

SYSTEMATIC REVIEW ON THE ACTION OF ANTIBIOTICS IN BACTERIA
AND THE ADAPTATIVE CAPACITY OF RESISTANCE TO THE SAME

2.1 RESUMO

O crescimento gradual da resisténcia apresentada por bactérias aos
antimicrobianos destaca a necessidade de estudos que avaliem constantemente a
circulagdo de cepas resistentes, tendo em vista a capacidade de disseminacdo das
caracteristicas pertinentes a adaptacdo, para outras espécies. A resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos pode ocorrer tanto de forma natural (diviséo celular) como adquirida
(transformacgdo, conjuncdo e conjugacdo). O crescente isolamento de bactérias
apresentando resisténcia a um ou varios antimicrobianos provenientes de fontes
biologicas ou quimioterapicas, é considerado alarmante e tem se constituido uma
importante adversidade na saude publica. Considerando a extenséo do tema, faremos uma
breve revisdo sobre os mecanismos de resisténcia bacteriana a antimicrobianos.

Palavras-chave: Resisténcia, antimicrobiano, mecanismos de resisténcia.

2.2 ABSTRACT

The gradual growth of the resistance presented by bacteria to the antimicrobials
highlights the need for studies that constantly evaluate the circulation of resistant strains,
considering the capacity of dissemination of the characteristics pertinent to the adaptation,
for other species. Bacterial resistance to antimicrobials can occur both naturally (cell
division) and acquired (transformation, conjunction and conjugation). The increasing
isolation of bacteria presenting resistance to one or more antimicrobials from biological
or chemotherapeutic sources is considered alarming and has constituted an important
adversity in public health. Considering the extension of the topic, we will briefly review
the mechanisms of bacterial resistance to antimicrobials.

Key words: Resistance, antimicrobial, mechanisms of resistance.

2.3 INTRODUCAO

Os primeiros relatos dos antimicrobianos advém de 4.000 anos atras, onde

papiros expunham que chineses utilizavam bolores para tratar tumores e feridas, uma
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utilizacdo oriunda do conhecimento empirico, muitas vezes aplicada pela tentativa e erro
(CHAMBERLAIN, 2015).

Ao contrario da crenca comum de que a utilizacdo dos antimicrobianos esta
confinada a "era moderna"”, algumas pesquisas revelam que este ndo é o caso. Evidéncias
histoldgicas de 350-550 D.C. relatam a utilizacdo de tetraciclina em populac6es de varios
sitios arqueoldgicos no Egito, Sudéo, e Jordania, utilizando microscopia de fluorescéncia
na ossatura, foram observadas evidéncias de deposicdo de coloracdo de amarelo-verde
fluoréforo, semelhante ao produzido por tetraciclina, sugerindo uma exposicao
significativa da populagdo ao antimicrobiano, evidenciando que eles poderiam ter
produzido misturas de fermentagdo contendo culturas de Streptomyces sp. ou outras
espécies que conferiam efeitos nutritivos e farmacoldgicos (AMINOV, 2010; NELSON
et al., 2010).

A utilizacdo empirica de derivados de microrganismos ja era presente em 1928,
quando Alexander Fleming, buscando uma substancia que pudesse ser usada no combate
a infeccdes bacterianas, descobriu por uma serie de coincidéncias, a acdo bactericida do
fungo Penicillium. Fleming trabalhava com placas de cultura de Staphylococcus aureus
responsavel na época, por graves infeccdes no corpo humano. Ao se ausentar as esqueceu
na bancada e em seu retorno, semanas depois, percebeu que algumas dessas placas
estavam contaminadas com mofo. Discutindo com Merlin Pryce, seu assistente, Fleming
notou que em uma das placas havia uma area transparente ao redor do mofo, indicando
que ndo havia bactérias naquela regido, visivelmente o fungo que tinha ocasionado o mofo
secretava substancias que suprimiam o crescimento das bactérias (CUTLER, 2004;
BROWN, 2005; DOSANI, 2005).

Posteriormente, descobriu-se que a penicilina controlava também o crescimento
de outros tipos de bactérias, sem apresentar toxicidade ao corpo humano, podendo assim
ser usada como medicamento. Inicialmente esta descoberta ndo despertou maior interesse
pela comunidade cientifica. Foi somente com a eclosdo da Segunda Guerra Mundial, em
1939, que dois cientistas, Howard Florey e Ernst Chain, retomaram as pesquisas e
conseguiram produzir penicilina com fins terapéuticos em escala industrial (KARDOS;
DEMAIN, 2013; ALHARBI et al., 2014).

Apesar de relatos sobre a utilizacdo de antimicrobianos ser de muitas décadas.
Waksman em 1943 descreveu-o0 como substancias sintetizadas por microrganismos,
sendo capaz de agir como toxicos seletivos, em pequenas concentracfes (WAKSMAN;
FLYNN, 1973; GILLINGS, 2013).
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Na producdo animal, a introducdo de antimicrobianos as ra¢fes deu-se a partir
das descobertas de Moore et al. (1946), onde foram obtidos resultados significativos na
melhoria do crescimento em aves suplementadas com estreptomicina. Além do beneficio
inicial também foi observada uma reducdo acentuada nas bactérias coliformes.
Posteriormente, Lev & Forbes (1959) verificaram que esta dindmica de melhorias no
crescimento ndo era presente em aves livres de patdgenos especificos (SPF - Specific
Pathogen Free), mas que a presenca do antimicrobiano controlou o desenvolvimento de
Clostridium welchii no intestino dos animais podendo amenizar a perda de peso corporal
devido ao desafio. Desde entdo muitos estudos vém demostrando as alteragdes no
desempenho e resposta imune ocasionada pela adicdo dos promotores de crescimento na
producdo animal (ABU-ELALA, 2013; KABPLOY et al., 2016; KIM et al., 2016;
PALAMIDI et al., 2016).

Esta breve revisdo sistematica tem como objetivo relatar algumas questfes
basicas sobre os mecanismos de acdo dos antibioticos e resisténcia adotados pelas

bactérias para combater a acdo dos mesmos.

2.4 Classificacdo e mecanismos de acao dos antimicrobianos

Apesar da descoberta da penicilina ter sido evidenciada em 1928, os indicios de
novos antimicrobianos somente tiveram inicio na década de 1940. O método utilizado por
Selman Waksman para a descoberta da estreptomicina e a descricdo para o conceito de
antimicrobiano, foi amplamente adotado pela inddstria farmacéutica e proporcionou que
as principais classes de antimicrobianos fossem descobertas ao longo dos 40 anos
seguintes, algumas sendo demonstradas na Figura 1 (SILVER, 2011; LEWIS, 2012).
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Figura 1 - Linha do tempo

Fonte: Adaptado de Chabner; Brunton; Knollman, (2011); Lewis,( 2012)

Os antimicrobianos podem ser efetivos mesmo em baixas concentracdes, e
quando presentes no metabolismo da bactéria podem ser capaz de inibir a sua
multiplicacdo, neste caso, apresentando acdo bactericida que se atribui as interacdes
especificas de cada classe de antimicrobiano, podendo também interromper ou inibir
algumas funcdes metabolicas geralmente ligadas as subunidades 30S e 50S do ribossoma,
sendo entdo, um agente de acdo bacteriostatica (KOHANSKI et al., 2007; OCAMPO et
al., 2014).

Posteriormente foi verificada a presenca de moléculas com potencial
antimicrobiano que também derivam de plantas, sendo assim definidos como
quimioterapicos. Este conceito abrange substancias sintetizadas em laboratorio ou de
origem vegetal, que apresentam toxicidade baixa para as células normais do hospedeiro,
e alta para o agente patogénico (CHABNER; BRUNTON; KNOLLMAN, 2011;
TAVARES, 2014).

Os antimicrobianos ndo possuem classificacdo padrdo aplicada aos seus
compostos. Pode-se classifica-los baseando se hos microrganismos susceptiveis, em sua
origem, atividade antibacteriana, mecanismo de acdo e espectro de acdo conforme Tabela
1. Para esta revisdo sera adotada a classificacdo por mecanismos de acdo dos

antimicrobianos, método este também utilizado pela ANVISA.
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TIPO

CLASSIFICACAO

EXEMPLO

Microrganismos

Antibacterianos

Antifangicos

Beta-lactamico

Griseofulvina

suscetiveis Antivirais Aciclovir
Antiparasitarios Pirimetamina
Antimicrobianos: produzidos por ) o
) ] ) Aminoglicosideo
Origem do microrganismos
antimicrobiano Quimioterépicos: sintetizados em _
. Sulfamidas
laboratorio
Bactericida: matam os microrganismos Quinolona
o Bacteriostatico: inibem a
Atividade o ) _
) ) multiplicagcdo dos microrganismos, ]
antibacteriana Macrolideos

sendo necessaria a atuacéo do sistema

imunitario para eliminacdo do agente.

Mecanismo de

Alteracédo de parede celular
Alteracdo de membrana citoplasmatica

Interferéncia na replicacao

Beta-lactamico

Anfotericina B

Antifungicos/antivirais

Acdo cromossomica
Inibicdo da sintese proteica Aminoglicosideo
Inibicdo metabdlica Sulfonamida
Espectro para Gram-positivas Penicilina

Espectro de Agédo

Espectro para Gram-negativas
Amplo espectro

Ativo sobre protozoarios

Ativo sobre fungos

Ativo sobre espiroquetas

Ativo sobre riquétsias, micoplasma e
clamidias

Ativo sobre micobactérias

Ativo sobre algas

Aminoglicosideos
Cloranfenicol
Tetraciclina
Nistatina

Eritromicina
Macrolideos

Estreptomicina

Anfotericina B

Tabela 1 - Tipos de Classifica¢do dos antimicrobianos
Fonte: Adaptado de Chabner; Brunton; Knollman (2011); Spinosa (2011); Tavares (2014); ANVISA

(2016).
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Nesta classificacdo da Tabela 1 s&o apresentados cinco subgrupos, observando
que substancias do mesmo grupo apresentam mecanismos de acdo semelhantes e
partilham total ou parcialmente os microrganismos sobre os quais atuam (WALSH, 2000;
TAVARES, 2014).

Na Tabela 2 estdo apresentados os representantes do grupo pelo mecanismo de
acdo, bem como seu espectro de acdo e alguns possiveis mecanismos de resisténcias

adquiridos pelas bactérias para driblar a acdo destes farmacos.
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Inibidores da Parede Celular

Classe Grupos Espectro de agdo Mecanismos de resistencias
Penicilinas Gram+  Gram- Produgdo de B-lactamases;
Modificacdes das proteinas ligadoras de

Carbapenemes  Gram + Gram -

Beta-lactamicos ol ) penicilina;
Cefalosporinas ~ Gram + Gram - Diminuicdo da permeabilidade por modificacdes
Monobactamicos Gram - nas porinas;

. . Vancomicina Gram + Alteracdes genéticas na bactéria (gen vanA);

Glicopeptideos . . .

Teicoplanina Gram + Espessamento da parede celular bacteriana;
Inibidores da Membrana Celular
Classe Grupos Espectro de acdo Mecanismos de resistencias
. . Daptomicinas MutagBes pontuais que conduzem a retirada do

Lipopeptideos p_ . Gram + , coesp . a
Equinocandinas farmaco do meio intracelular
Polimixinas

. . Tirotricinas . . x

Polipeptideos L Gram - Mecanismos naturais de sele¢do da membrana
Bacitracinas
Capreomicinas

Inibidores da Sintese Proteica

Classe Grupos Espectro de acdo Mecanismos de resistencias
Estreptomicina
Gentamicina x » L .

.. Alteracdo dos sitios de ligacdo no ribossomo;

Tobramicina

Aminoglicosédeos

Gram - Alteracdo na permeabilidade;

Aminacina Modificagdo enzimatica da droga.

Neomicina
Espectromicina
Minociclina Gram + Gram- Inativacdo enzimatica da molécula do
Tetraciclina e L antibiético,
. Doxiciclina Gram + Gram - x -
Cloranfenicol alteragdo da permeabilidade da membrana,
Cloranfenicol Gram - bombas de efluxo e alteragGes do alvo
Azitromicinas
Eritromicinas Diminuicdo da permeabilidade da célula;
Macrolideos Espi_ramif:inas Gram+ Gram- A_\Iteragéo no sitio receptor da porcéo 50S do
Roxitracinas ribossoma;
Diritromicinas Inativacdo enzimatica.
Claritromicinas
Inibidores da Sintese de acidos nucléicos
Classe Grupos Espectro de agdo Mecanismos de resistencias
Alteracdo de permeabilidade e hiperexpressdo
de bombas de efluxo;
Quinolonas Fluoroquinolonas Gram+  Gram- Alteragdes do sitio de agao (topoisomerases),

Resisténcia mediada por plasmideos;
Alteracdo enzimatica da molécula do

antimicrobiano.
Antituberculoso  Rifampicina Gram+  Gram- Mutagcdes da RNA-polimerase bacteriana
. o . + - a 3 i
Antiparasitario  Metronidazol Gram , _Gram Alteracdo de genes para producdo de enzima
Protozoarios redutase

Tabela 2 - Classificagdo dos antimicrobianos — Mecanismos de agéo.

Fonte: Adaptado de Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA.
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O primeiro grupo apresentado na Tabela 2 sdo antimicrobianos ativos na parede
celular da bactéria, antimicrobianos que envolvem a inibicdo da sintese de
peptideoglicanos, base estrutural da parede celular, podem causar a autdlise enzimética e
alterar a permeabilidade da membrana citoplasmatica, ocasionando a interferéncia na
sintese de RNA citoplasmético. Portanto sdo geralmente bactericidas, as células
bacterianas podem sofrer a lise celular em uma série de maneiras diferenciadas, exemplos
dos quais incluem: (I) despolarizagdo da membrana-; (I1) danos nos processos
intracelulares, tais como a sintese macromoléculas, a degradacdo da parede celular, ou a
alteracdo da composicdo lipidica na bicamada da membrana ou em casos extremos, (1)
a desintegracdo da membrana e micelizagcdo (PAPO & SHAI, 2005; SPINOSA, 2011).

O segundo grupo da Tabela 2 de antimicrobianos atuam inibindo a sintese da
membrana plasmatica, representado pelas classes de lipopeptideos e polipeptideos,
realiza a despolarizacdo do potencial de membrana e aumenta a sua permeabilidade
(QUINN et al.,, 2005; CHABNER; et al. 2011). Neste grupo estdo presentes as
daptomicinas, um antimicrobiano que apresenta atividade antimicrobiana in vitro aos
enterococos resistentes a vancomicina, e por esta razdo tém sido recomendados em
situacOes controladas. A agregacdo de lipidios pela daptomicinas produz alteracdes locais
na curvatura de membrana. A alteracdo na curvatura do folheto externo € repassada com
uma alteracdo na curvatura interna, levando a célula a identificar incorretamente um local
e potencializar a divisdo celular, causando assim a inibicéo localizada da biossintese da
parede celular (POGLIANO et al. 2012; TRAN et al., 2013).

O terceiro grupo desta mesma tabela, sdo os inibidores da sintese proteica,
geralmente ligam-se a fragdo 30S ou 50S do ribossoma, inibindo assim a sintese de RNA
ou perturbando a sua conformacdo, o que prejudica gravemente a sua capacidade para
decodificar com precisdo 0 RNA mensageiro (RNA-m), também alterando a fixacao do
RNA-m ribossomal; por alteragdes no ribossoma ou na fixacdo do RNA de transporte ao
ribossoma (KOHANSKI et al., 2007; DEMIRCI et al., 2013).

Ja os antimicrobianos inibidores da sintese de acidos nucléicos, presentes no
quarto grupo, tém como principal acdo a inibicdo da sintese de RNA, um dos mecanismos
envolvidos é o de interagir com enzimas essenciais na replicagdo do DNA, como é o caso
das enzimas topoisomerases, que mantem o estado condensado do acido nucleico e séo
reguladores criticos no processo de traducdo e replicacdo celular. A enzima responsavel
é a DNA-girase (uma topoisomerase do tipo 11 responsavel pela quebra de cadeias duplas

de DNA), tém a funcdo de catalisar a remocdo da forca de tor¢do que se acumula nos
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cromossomas bacterianos. Esta resposta garante a reparacdo do DNA e a sobrevivéncia
de células. As quinolonas sdo inibidoras das subunidades A da DNA-girase e com isso
relaxam o fragmento, ocupando um espago maior do que o contido na bactéria (QUINN
et al., 2005; JARA et al., 2016).

Os inibidores dos processos metabdlicos sdo constituidos por antimicrobianos
do grupo das Sulfonamidas que possui atualmente uma associacdo comercial de
trimetoprim com sulfametoxazol, designada cotrimoxazol®. Seu espectro de ago atinge
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, tém efeito bacteriostatico e inibem o
metabolismo do &cido félico, por mecanismo competitivo. A resisténcia bacteriana pode
ocorrer por alteracdo do local de acéo e da sensibilidade das enzimas alvo (MIETZSCH,
1938; BUZAS, 2015).

Em cada mecanismo de acdo dos antimicrobianos existem fatores relacionados

a estrutura individual do organismo, bem como seus mecanismos de defesa natural.

2.5 Mecanismos de acéo da resisténcia bacteriana a antimicrobianos

Em seu discurso para receber o prémio Nobel de 1945, Alexander Fleming ja
expunha um conceito para as resisténcias bacterianas a penicilina. No momento em
questdo chamou a atencdo a administracao de antimicrobianos, pois a utilizacao incorreta
dos mesmos poderia ocasionar efeitos adversos ao esperado, causando uma possivel
resisténcia (FLEMING, 1945). O surgimento de bactérias resistentes aos antimicrobianos
ainda é um dos grandes desafios da satde publica em todo o0 mundo, tanto sob o ponto de
vista econdmico, quanto da satde humana. (BUSH et al., 2011; LAXMINARAYAN et
al., 2013).

As bactérias podem apresentar duas formas diferentes de resisténcia, sendo estas
divididas em resisténcia intrinseca ou adquirida devido a muta¢es (BUSH et al., 2011;
CHABNER et al. 2011; D. WRIGHT, 2011; WELLINGTON et al., 2013; BLAIR et al.,
2014; RUER et al., 2015). Na Figura 2, sdo apresentados as formas e mecanismos de

resisténcia bacterianos expostos nesta revisao.
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Figura 2 — Mecanismos de resisténcia dos antimicrobianos

Fonte: Adaptado de Chabner; Brunton; Knollman (2011); Spinosa (2011); Tavares (2014); ANVISA
(2016).

2.6 Resisténcia bacteriana intrinseca

A resisténcia natural estd ligada a capacidade de resistir & acdo nociva do
antimicrobiano na bactéria. Um exemplo pode ser a aplicacdo do lipopeptideo
daptomicina, que atua sobre bactérias Gram-positivas, mas perde sua eficacia em
bactérias Gram-negativas. Isso se deve provavelmente devido a baixa proporcdo de
fosfolipidios anidnicos nas bactérias Gram-negativas, resultando em locais insuficientes
para a ligagdo de Ca?*, prejudicando a inser¢do necessaria para a daptomicina exercer seu
efeito antibacteriano. Desta forma ndo podendo ser considerada como um potencial
antimicrobiano contra os agentes patogénicos Gram-negativos (TALLY; DEBRUIN,
2000; RANDALL et al., 2013).

Alguns fatores importantes da resisténcia natural sdo, a incapacidade de alguns
compostos atravessarem a membrana externa da bactéria, por estas possuirem
mecanismos mais especificos de permeabilidade, a auséncia de algum processo
metabolico influenciavel pelo antimicrobiano e a existéncia de enzimas que apresentem
a capacidade de inativa-los (CHABNER et al. 2011; LING et al., 2015).
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2.7 Resisténcia bacteriana adquirida ou por mutacao

As alteracBes genéticas que causam essas resisténcias podem ocorrer pela
mutacdo de um gene bacteriano no cromossoma (Alteracdo cromossdmica) ou pela
aquisicdo de um gene de resisténcia (Transferéncia horizontal) a partir de outros
organismos por alguma forma de troca genética (conjugacdo, transducdo ou
transformacgé@o). No caso de aquisicdo ou transferéncia, os genes de resisténcia a
antimicrobianos exdgenos sdo encontrados em alguns elementos genéticos moveis
(plasmideos e bacteri6fagos) ou material genético extracelular (CHABNER et al. 2011;
D. WRIGHT, 2011). No caso de altera¢cdes cromossomicas, estas podem ocorrer de forma
induzidas ou espontaneas (ITO et al., 2003; NEIDHARDT, 2004).

A resisténcia por alteracdo cromossdémica dependente da mutagcdo espontanea
sucedida pela replicacdo do DNA por alguma delecao, substituicdo ou adi¢do na estrutura
dos nucleotideos. Ja as alteragcbes cromossdmicas induzidas devem-se a exposicdo
constate a radiacfes ou agentes alquilantes. Eventos raros sao dirigidos quase sempre a
uma so droga e o0s genes sao transferidos com frequéncia relativamente baixa (BUSH et
al., 2011; LOUREIRO et al., 2016).

No caso de mutacBes por transferéncia horizontal, a aquisicdo dos genes de
resisténcia por transformacédo € um processo de incorporacéo pela bactéria, de fragmentos
totais ou parciais de DNA exogeno. Esses fragmentos de DNA podem ser proveniente do
residuo de plasmideos ou de uma célula que sofreu lise e contem cddons de expressdo
génica com genes de resisténcia incorporados que passaram para a bactéria incorporadora
e se tornaram ativos em determinadas condicdes de desafios a antimicrobianos
(NEIDHARDT, 2004; PALMER & KISHONY, 2013).

No processo de transducdo existe a atividade de um vetor transportador, os
bacteriofagos (também designados fagos). Estes fagos quando presentes em bactérias
com genes resistentes, podem incorporar pequenos fragmentos de DNA, pois utilizam do
DNA bacteriano para sua propria replicacdo. Ao infectar uma nova bactéria transportam
estes genes, podendo ser incorporados pelo DNA bacteriano que expressar a determinada
resisténcia (CHABNER et al. 2011; MUNIESA; COLOMER-LLUCH & JOFRE, 2013).

A conjugacdo ocorre entre células bacterianas, da mesma ou de diferentes
espécies, que ao entrarem em contato direto trocam pequenas porcdes de material

genético, como plasmideos. Certos plasmideos possuem genes responsaveis pela sintese
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de enzimas que destroem um antimicrobiano antes que ele destrua a bactéria. Sdo 0s
chamados plasmideos R (de resisténcia aos antimicrobianos). Eles também possuem
genes que permitem sua passagem de uma bactéria para outra (fator F). Quando dois ou
mais tipos de plasmideos R estdo presentes em uma mesma bactéria, os genes de um deles
podem passar para outro por recombinacgdo génica. Esse mecanismo faz com que surjam
plasmideos R portadores de diversos genes para resisténcia a diferentes antimicrobianos
(NEIDHARDT, 2004; D. WRIGHT, 2011; OCAMPO et al., 2014). Os plasmideos
podem estar integrados no cromossomo, sendo capazes de transferir genes
cromossdmicos (WALSH, 2000; BLAIR et al., 2014; TAVARES, 2014).

Na forma de resisténcia genética adquirida ou por mutacdo podem ocorrer trés
diferentes mecanismos efetivos e especificos de resisténcia bacteriana a antimicrobianos
sendo: alteracdo da molécula alvo do antimicrobiano, alteracdo da permeabilidade de
membrana, degradacéo enzimatica do antimicrobiano (BLAIR, 2014).

A alteragdo de moléculas alvo do antimicrobiano é a diminui¢do ou até mesmo
auséncia da afinidade do antimicrobiano ao local de acdo, que pode se observar na
resisténcia adquirida pelas bactérias de S. pneumoniae aos macrolideos que alteram o alvo
de acdo do antimicrobiano no ribossoma (LECLERCQ, 2002; TENOVER, 2006).

Alteracbes da permeabilidade de membranas, previnem a acumulagéo
intracelular do antimicrobiano e pode ocorrer diminuindo a entrada do farmaco ou
aumentando seu efluxo para fora da célula. Modificagdes genéticas nas porinas diminuem
a entrada do farmaco no interior da bactéria, um exemplo € a resisténcia a fosfomicina
apresentada por bactérias Gram-positivas, que nao possuem um sistema de transporte
muito complexo (HAWKEY, 1998; FORBES et al. 2007). As bactérias também podem
diminuir a concentracdo do antimicrobiano intracelular por aumentar as bombas de
efluxo, mecanismo que resulta na atividade de proteinas que promovem o rapido
bombeamento do antimicrobiano indo do meio intracelular para o meio extracelular. Este
processo é feito por transporte ativo, ou seja, com gasto energético (SPINOSA, 2011;
BLAIR et al.,, 2014; LIU; XIE, 2014). As bombas de efluxo da estirpe Bacillus
licheniformis sdo compostas por 3 proteinas, BcrA, BerB e BerC, capazes de promover a
resisténcia a este farmaco. A bactéria E. coli também apresenta a proteina tipo BcrC,
responsavel pela resisténcia a bacitracina, e algumas proteinas ligadas a resisténcia a
quinolonas (TENOVER, 2006; PONS et al., 2014).

A degradacdo enzimatica do antimicrobiano esta associada a producdo de

enzimas pelas bactérias, capazes de degradar ou inativar o antimicrobiano. Ja foram
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descritas enzimas como as esterases e fosfotransferases responsaveis pela inativacéo de
macrdélideos como a eritromicina em bactérias da familia das Enterobacteriaceae, como
Escherichia sp. ou Klebsiella sp. Em S. aureus também ja foram descritas enzima
fosfotransferases responsavel pela elevada resisténcia contra macrolideos, lincosamidas
(Clindamicina e Lincosamida) e estreptogramina B (LECLERCQ, 2002; DULHUNTY et
al., 2013).

2.8 CONCLUSAO

O presente trabalho demostrou que existem diferentes mecanismos de resisténcia
nas bactérias aos antibidticos, demonstrando que a capacidade adaptativa destes
organismos € altamente estruturada. A utilizacdo inadequada e indiscriminada de
antimicrobianos altera a resposta adaptativa bacteriana e provoca o agravante da
resisténcia. As bactérias sempre encontrardo mecanismos para sua sobrevivéncia, sendo
de extrema importancia estudos e monitoramentos sobre estes mecanismos, assim como

buscar novas ferramentas para o controle de bactérias resistentes.
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COMPARATIVO DE CONTAGEM MICROBIOLOGICA EM CEPAS DE
BACTERIAS RESISTENTES OU NAO A ANTIMICROBIANO RIFAMPICINA

COMPARISON OF MICROBIOLOGICAL COUNT IN RESISTANT STRAINS
OF BACTERIA OR ANTIMICROBIAL RIFAMPICIN

3.1 RESUMO

Os mecanismos de resisténcia das bactérias aos antimicrobianos afetam
individuos saudaveis e também com o sistema imune comprometido, ambos de diferentes
maneiras e intensidades. De qualquer modo é importante compreender como a resisténcia
atua sob o individuo em qualquer condicdo. Deste modo o objetivo deste estudo foi
observar o crescimento microbiologico entre bactérias resistentes e ndo resistentes,
acometendo individuos semelhantes. Para tanto, submeteu a comparagao de crescimento
microbiolégico e desempenho em frangos de corte, um controle negativo e duas cepas de
Salmonella Enteritidis. Uma das cepas apresentadas era de origem tradicional e outra
possuia uma resisténcia aos antimicrobianos da familia das rifampicinas, que age na
sintese de acidos nucleicos das bactérias. Foram utilizados 108 pintinhos de um dia,
machos da linhagem Cobb®, distribuidos em trés tratamentos e aplicadas quatro
repeticdes em grupos de nove aves cada, sendo Tratamento controle (TC), Salmonella
Enteritidis (SE) e Salmonella Enteritidis resistente (SEres). Aos 9, 14 e 21 dias de idade
as aves foram pesadas para analise de conversdo alimentar (CA), ganho de peso (GP) e
consumo médio de racdo (CRM) ap0s eutanasiadas por deslocamento cervical e
necropsiadas para coleta de figado e ceco para contagem microbiolégica. Observou-se
que nos periodos avaliados ndo houve diferenca estatistica no desempenho das aves, mas
a contagem microbiologica demonstrou que a bactéria que possuia uma resisténcia ao
antimicrobiano, mesmo sem a presenca especifica deste, mostrou-se estatisticamente
maior (P <0,05) em todos os periodos e 0rgdos. Deste modo observou-se que as bactérias
gue possuem um mecanismo de resisténcia a este antimicrobiano apresentaram uma
contagem microbiolégica maior, comparada as contagens de cepas que ndo possuiam esta
resisténcia.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana, cidos nucleicos, contagem.

3.2 ABSTRACT

The mechanisms of resistance of bacteria to antimicrobials affect healthy
individuals and also with the compromised immune system, both in different ways and in
intensity. In any case it is important to understand how resistance works under the
individual in any condition. Thus the objective of this study was to observe the
microbiological growth between resistant and nonresistant bacteria, affecting similar
individuals. To do so, it underwent comparison of microbiological growth and
performance in broiler chickens, one negative control and two strains of Salmonella
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Enteritidis. One of the strains presented was of traditional origin and another had
antimicrobial resistance in the rifampicin family, which acts on the nucleic acid synthesis
of bacteria. A total of 108 male Cobb ® broilers were used in three treatments and four
replicates were applied in groups of nine birds each, being Controlled Treatment (CT),
Salmonella Enteritidis (SE) and Salmonella Enteritidis resistant (SEres). At 9, 14 and 21
days of age the birds were weighed for analysis of feed conversion (FC), weight gain
(WG) and average feed intake (AFI) after euthanasia by cervical dislocation and
necropsies for collection of liver and cecum for microbiological counting. It was observed
that in the evaluated periods there was no statistical difference in the performance of the
birds, but the microbiological count showed that the bacterium that had an antimicrobial
resistance, even without the specific presence of it, was statistically higher (P <0.05) in
all periods and organs. In this way, it was observed that the bacteria that have a
mechanism of resistance to this antimicrobial presented a greater microbiological count,
compared the counts of strains that did not have this resistance.

Keys works: resistance bacteria, nucleic acid, comparasion.

3.3 INTRODUCAO

A resisténcia & antibidticos constituem uma das maiores preocupaces em
hospitais e comunidades, dificultando a ag&o nos individuos com a imunidade
comprometida, e proporcionando a incorporacgéo de genes de resisténcia por bactérias ndo
especificas em individuos fora do ambito hospitalar (VELAZQUEZ-ACOSTA, 2016).

O desenvolvimento da resisténcia € um fendmeno natural utilizado pelos
microrganismos para a manutencdo e preservacdo da espécie, a partir da aquisicdo de
genes por processos de transducdo, transformacéo ou conjugacéo bacteriana (CHABNER
et al. 2011; D.WRIGHT, 2011).

A transducdo pode ser caracterizada como a transferéncia de material genético
mediada por virus (bacteriofagos), a transformacao corresponde a incorporacdo de DNA
livre, geralmente decorrente da lise celular. E a conjugacdo consiste no processo de
transferéncia de DNA de uma bactéria para outra, envolvendo o contato entre as duas
células (NEIDHARDT, 2004, WANJUGI & HARWOOQOD, 2013). Porém este método tem
passado por uma aceleracao de processos seletivos. A pressdo exercida pelo uso indevido
de antimicrobianos em humanos e animais, € a atual falta de novos antimicrobianos no
horizonte para substituir os que se tornam ineficazes, traz mais urgéncia a necessidade de
proteger a eficacia dos medicamentos existentes (WHO, 2014).

H& muitos anos, a OMS promove o monitoramento global da resisténcia a
antibioticos e tomou medidas para consciéncia da iminente crise da salde publica,

ressaltando também a necessidade de acompanhamento e disponibilizacdo de dados
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relevantes para o entendimento dos mecanismos e novas ferramentas para o controle
destas bactérias (WANNMACHER, 2004).

O problema envolvendo a resisténcia aos antimicrobianos ndo esta ligado
somente ao processo de anulacdo ou reducdo da efetividade deste, mas também a
processos de manutencdo e evolucdo biolégica, como é demonstrado em estudos
realizados por Ferreira (2015), onde é verificado a presenca de bactérias resistentes a
antimicrobianos, desinfetantes e radiacdo solar oriundas de aguas residuais de hospitais e
de estacBes de tratamento de esgoto (ETE) responsaveis pelo tratamento, este
levantamento reforca a necessidade de controle de residuos, visto que a utilizagdo da dgua
é um movimento ciclico e ndo finito.

Por questdes como estas que a sociedade encontra-se em um momento de
decisdes e escolhas mais especificas e criteriosas, sdo ponderados os valores nutricionais,
producdo, riscos e acima de tudo, beneficios. Desde a diferenciacdo entre a resisténcia
dita como convencional ou induzida, a acdo imediata e futura dos antibidticos, € visado o
entendimento por completo de como atuam nos sistemas celulares e imunologicos
(HUBER, 2011, VELAZQUEZ-ACOSTA, 2016).

Diante do exposto o objetivo deste trabalho é realizar um comparativo de
contagem microbiolégica em cepas de bactérias resistentes ou ndo a um antimicrobiano
inibidor da sintese de acidos nucléicos, buscando comparar se existe um beneficio de

adaptacéo exercido pela bactéria possuidora do gene de resisténcia.

3.4 MATERIAIS E METODOS

3.5 Pesquisa de design

Este estudo foi analisado e autorizado pela comissdo de ética no uso de animais
(CEUA) do setor de Ciéncias agréarias da Universidade Federal do Parana, sob protocolo
de niumero 014/2016 (Anexo A), aprovado em 27 de abril de 2016. Sendo o experimento
in vivo realizado de 03 de maio de 2016 a 24 de maio de 2016, em ambiente controlado,
as aves foram alojadas em gaiolas de quatro andares (Figura 3) adequadas para esta
espécie animal, com iluminacdo e aquecimento, onde as bandejas estavam providas de
cama de maravalha auto clavadas, para melhor conforto e mantidas em salas com fluxo

Unico de ar em sistema de pressdo negativa, previamente limpas e desinfetadas.
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Figura 3 — Gaiolas de quatro andares para alojamento das aves.

Fonte: Banco de dados LABMOR — Laboratério de Microbiologia e Ornitopatologia

O estudo utilizou 108 pintinhos machos da linhagem Cobb® de um dia de idade,
em um delineamento experimental inteiramente casualizado, distribuidos em trés
tratamentos (Tabela 1) com quatro repetices de nove aves cada.

A distribuicdo normal foi realizada pesando e distribuindo as aves em quatro
classes. Sendo classificadas como, pesadas (50g e 51g), médias (489 e 499), leves ( 46 e
479) e mistas (onde neste grupo eram incluidas 3 aves pesadas, 3 medias e 3 leves). Cada
repeticdo do tratamento foi composta por uma classe.

Os animais foram mantidos de 1 a 21 dias em temperatura ideal mensurada
diariamente, visando o conforto das aves de acordo com a idade estabelecida pela empresa
fornecedora das aves (COBB, 2013) com fornecimento de agua potavel e racédo a vontade.

As dietas disponibilizadas encontravam-se formuladas de acordo com a
necessidade nutricional, conforme manual da empresa fornecedora das aves (COBB,
2013)
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TABELA 1. DESCRICAO DOS TRATAMENTOS EXPERIMENTAIS.

Tratamento Desafio
TC Tratamento Controle
SE Salmonella Enteritidis
SEres Salmonella Enteritidis resistente
3.6 Desafio

O procedimento para inocular as aves com o desafio respectivo ao seu
tratamento, foi aplicado no laboratério de Microbiologia e Ornitopatologia da
Universidade Federal do Parand. Culturas contendo Salmonella Enteritidis (SE) e
Salmonella Enteritidis resistente a rifampicina, eram mantidas em agar “stock”, foram
estriadas e incubadas por 24 horas & 37°C em Agar Verde Brilhante.

Apos a coleta de uma porgéo de colbnias isoladas com um cotonete estéril, este
ficou retido por 12 horas a 37°C em caldo de infuséo de cérebro e coracdo (Brain Heart
Infusion - BHI), posteriormente plagqueada em meio Agar Mueller Hinton mantendo-a por
24 horas em estufa a 37°C, procedimento este realizado para recuperar as cepas.

Colbnias tipicas foram transferidas para solucdo salina estéril a 0,9% e
homogeneizada para obter a turbidez de 0,5 na escala de MacFarland, correspondendo
assim a uma concentracdo de 108 UFC (Unidades Formadoras de Coldnia) (PICKLER,
L. et al. 2012).

Aos sete dias de idade as aves do tratamento T2 foram desafiadas com 1mL da
solucdo de Salmonella Enteritidis, e o tratamento T3 com inéculo de Salmonella

Enteritidis resistente a rifampicina.

3.7 Coleta de dados

As coletas forma realizadas uma vez na semana durante 21 dias iniciando aos 9
de idade das aves e sequenciando aos 14 e 21 dias. Doze aves de cada tratamento foram
pesadas para obtencdo de seu desempenho, eutanasiadas por deslocamento cervical e
necropsiadas para coleta de figado e ileo e posterior analise microbioldgica.

No decorrer do experimento, ndo houve mortalidade natural, utilizando-se as 108

aves em todo o estudo.
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3.8 Desempenho

No momento do recebimento as aves foram pesadas e separadas em quatro
grupos de pesos iguais dividindo-as em leves, médias, pesadas e mistas, estando alojadas
aleatoriamente com 9 aves em cada repeticao, respeitando assim a uniformidade do lote.

Aos sete dias de idade os animais foram anilhados para acompanhamento
individual de grupos, gerando assim resultados de ganho de peso (GP) semanal.

Os dados de 1 a 21 dias de idade resultaram em medidas de Consumo medio de
racdo (CRM), Ganho de peso (GP) e Conversédo alimentar (CA), conforme formulas de

representacdo abaixo:

GP = PM final (cor. mort.) — PM inicial (cor. mort.)

Consumo Ragao

CA=
Ganho de peso (corrigido)

CMR = Ragao Inicial — Ragao final

O consumo de racao foi obtido pela diferenca entre os valores de racéo oferecida
no inicio e as sobras, corrigidos pela mortalidade. O indice de conversdo alimentar foi
calculado pela relacéo entre o consumo de racdo e o ganho de peso corrigido pelo peso

das aves mortas.
3.9 Microbiologia

A metodologia bacteriologica utilizada foi adaptada de Pickler L. et al. 2012,
para o diagndstico consiste na realizacdo do procedimento de contagem de Salmonella.
Para tanto, por¢des de figados e cecos coletados, foram macerados em agua peptonada
2% em proporcdo de 1:9, sendo este utilizado como um meio de pré-enriguecendo para a
selecdo bacteriana. Foram entdo retirados 1 mL da solucdo de ceco em agua peptonada
2% e pipetado em um tubo contendo 9 mL de agua peptonada 0,1% e assim
sucessivamente até a diluicdo 10

Uma aliquota de 100uL de cada diluicao de ceco foi plaqueada em duplicata em

meio Agar Verde Brilhante, meio altamente seletivo para Salmonella, com adicdo de
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novobiocina a 2%. Para a contagem de Salmonella Enteritidis resistente foi adicionado
também o Antimicrobiano rifampicina as placas de contagem. O liquido foi espalhado na
placa com uma alga de drigalsky. As placas foram incubadas em estufa regulada a 35°C
por 24h e submetidas a posterior contagem. Col6nias tipicas roseas foram consideradas
positivas para a presenca de Salmonella.

A solucdo inicial de figado em agua peptonada 2% foi incubada a 35°C por 24h,
entdo sendo retirados 100 uL e 1 mL da solugdo inicial em agua peptonada 2% e
acrescentados em tubo contendo 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) e 10 mL de
caldo Tetrationato (TT) acrescido de solugdo iodo-iodetada, respectivamente. Os caldos
de enriquecimento seletivo foram incubados em estufa regulada a 42°C por 24h, ap0s este
periodo foram plaqueados com algas esterilizadas e descartaveis, em placas de Agar
Verde Brilhante para confirmacdo da presenca ou auséncia de Salmonella. Os resultados
das contagens de colonias foram expressos de acordo com Procedimentos de Contagem
de Coldnia de acordo com a Normativa n°62 publicada em 26 de agosto de 2003
(BRASIL, 2003).

3.10 Analise Estatistica

Todos os resultados obtidos foram analisados pelo programa estatistico Statistix
9 for Windows Copyright 2008, sendo submetidos a analise de variancia (ANOVA). Os
resultados de contagem de colonias foram transformados em Log *° previamente & analise
estatistica. Foram aplicados os testes de Tukey ao nivel de significincia de P<0,05 para
os dados de desempenho e contagem microbioldgica em ileo. Para os dados de figado os

resultados de presenca e auséncia foram submetidos ao teste de Qui-quadrado.

3.11 ANALISE DE RESULTADOS
3.12 Desempenho
Sorovares como SE tem extensa colonizagdo no trato digestorio e causam

doencas com envolvimento do sistema imunolégico, principalmente quando o individuo

se encontra comprometido imunologicamente, mas de maneira geral as salmonelas
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paratificas ndo interferem de forma significativa no desempenho zootécnico das aves
devido a sua adaptacdo mais equilibrada com o hospedeiro (GAST E BENSON, 1995).

Na Tabela 2 estdo demonstrados os resultados de ganho de peso dos 7 aos 9, 7
aos 14 e 7 aos 21 dias de idade, onde a avaliagdo estatistica ndo apresentou uma diferenca
significativa entre os periodos e as diferentes cepas avaliadas.

TABELA 2. Ganho de peso (GP) dos 7 aos 9, 7 aos 14 e 7 aos 21 dias de idade.

Tratamentos GP 7-9 Dias GP 7-14 Dias GP 7-21 Dias
Néo 69+2,85 334+11,56 778+29,65
Desafio SE 74+3,88 325+12,35 790+17,26
SEres 70£2,13 300+17,04 835+27,67
Valor de P 0,514 0,219 0,254

Nas analises de consumo medio de racdo (CMR), ganho de peso (GP) e
conversao alimentar (Tabela 3), pode-se observar que no periodo de 1 a 21 dias ndo houve

diferenca estatistica entre os tratamentos.

TABELA 3. Consumo médio de racdo (CMR), ganho de peso (GP) e conversao alimentar (CA), do dia 1
aos 21 de idade.

Tratamentos CMR 1-21 dias GP 1-21 dias CA 1-21 dias
TC 1206+47,54 841+40,42 1,43+0,01
Desafio SE 1261+29,16 828+26,63 1,52+0,06
SEres 1204+48,19 870+32,34 1,38+0,01
Valor de P 0,580 0,666 0,071

Estudo correlato com cepa resistente realizado por Leandro et al. (2010)
verificou piores resultados para ganho de peso e conversao alimentar, sugerindo uma
infeccdo capaz de prejudicar o desempenho das aves infectadas por Salmonella Enteritidis
ao éacido nalidixico comparando-o ao controle negativo. Dados contrarios foram
observados em estudo por Tournut (1998), no qual aves desafiadas com cepa de
Escherichia coli hemolitica apresentaram melhor desempenho.

Estudos realizados por Klasing K. C. (2007) demonstrou que 0 aumento na

producédo de células como resposta imunoldgica resulta em redistribuicdo e maior gasto
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de nutrientes como lisina. Nestes casos a resposta do organismo € a producdo aumentada
de células e proteinas como as proteinas de fase aguda sintetizadas pelo figado e
consequente piora no desempenho zootécnico.

Baseado nos resultados de prevaléncia de Salmonella no grupo controle,
podemos afirmar que as aves neste estudo foram submetidas a baixo desafio sanitario, ja
que foram criadas em salas experimentais, com reduzido numero de aves, nao
evidenciando a diferenga estatistica entre os grupos. De acordo com Loddi (2003), o
desempenho de aves pode ser alterado em condicBes de desequilibrio da microbiota

natural.

3.13 Microbiologia

As amostras de figado e ceco coletadas ao primeiro dia apresentaram resultado
negativo para Salmonella sp. e o grupo nédo desafiado permaneceu negativo durante todo
0 periodo experimental, indicando o bom isolamento das instalagdes de alojamento.

O desafio com os diferentes sorovares de Salmonella permitiu a colonizacéo do
figado e ceco dos frangos, resultado este que pode ser observado pela positividade
encontrada nos resultados.

A analise microbioldgica realizada as 48 horas pds-inoculacao, 14 e 21 dias de
idade dos animais encontram-se descritas na Tabela 4 e na Tabela 5. Apresentando a
prevaléncia em figado e a contagem em Log'® (devido a contagem microbioldgica
expressa em UFC) de ceco respectivamente. Evidenciou-se em ambos 0s Orgaos a
diferencga estatistica (P<0,001) entre SEres comparando com o Tratamento controle e

tratamento com SE sem a resisténcia.

TABELA 4 —Presenca e auséncia de Salmonella Enteritidis em figado as 48 horas Pés-inoculacéo (PI), 14

e 21 dias de idade das aves, expressa em porcentagem.

Tratamentos 48 hrs PI % (+/total) 14 Dias % (+/total) 21 Dias % (+/total)
] Né&o 0(0/12) c 0(0/12) c 0(0/12) c
Desafio
SE 8,33 (1/12) b 58,33 (7/12) b 50 (6/12) b
SEres 58,33 (7/12) aB 100 (12/12) aA 58,33 (7/12) aB
Valor de P <0,001 <0,001 <0,001

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P< 0,05).
Letras mailsculas na mesma linha indicam diferenca significativa (P< 0,05).
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TABELA 5 — Contagem de col6nias em ceco as 48 horas pos-inoculacéo (Pl), 14 e 21 dias de idade,

expressa com média e desvio padréo, expressa em Log'.

Tratamentos 48hrs PI 14Dias 21 Dias
Néo 0,00+0,00 b 0,00+0,00 ¢ 0,00+0,00 ¢
Desafio SE 1,2740,67 b 5,17+0,40 b 3,32+0,63 b
SEres  5,06%0,27 a 6,24+0,20 a 6,70£0,19 a

Valor de P <0,001 <0,001 <0,001

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P< 0,05).

Estudo realizado por Gonzales (2004) dispe que o equilibrio da microbiota
intestinal favorece a salde da ave e promove sua maturidade, diminuindo as limitacdes
nos processos de digestdo e absorcdo dos nutrientes, resultando entdo em um bom
desempenho.

Em concordancia, Lan et. Al. (2005) afirma e acrescenta que este periodo medio
de adaptacdo da microbiota em frangos de corte seria de 6 a 7 semanas em ceco, no
presente estudo o periodo estudado ndo entrou em conformidade com este periodo de
adaptacdo da microbiota, pois 0 mesmo foi analisado em 3 semanas.

De tal modo a diferenca estatistica encontrada na Tabela 4 (P <0,05) referenciada
na horizontal em letras maiusculas, aos 21 dias de idade das aves inoculadas com SERes
apresentou uma contagem microbiolégica menor quando comparadas aos dias anteriores
do mesmo tratamento. Fato este que corrobora ao encontrado por Leandro et al. (2010)
onde sugere que as alteracBes da microbiota em periodos menores de 6 a 7 semanas
podem estar relacionadas aos fatores variaveis, como idade do hospedeiro, contaminacéo
do ambiente e dietas utilizadas.

Ponderando as diferencas estatisticas dentro do mesmo periodo e entre 0s
tratamentos apresentados, a SEres evidenciou uma diferenca estatistica (P <0,05), com
maior contagem em compara¢do aos demais tratamentos em todos os dias analisados tanto
em figado quanto em ceco. Este crescente na contagem microbiologica é verificado pelo
amplo numero de estudos de determinacdo da contagem microbioldgica em carcacas de
frangos de corte, demostrando o crescimento de cepas resistentes a antibidticos com
diversos mecanismos de acdo. Em estudo realizado por Narciso A. et al. (2011) é
demostrado um aumento de cepas resistentes do ano de 2008 para 2010, onde diversas
bactérias possuiam resisténcia a amoxicilina (44,8%), trimetropim/sulfametoxazol
(26,1%) e ciprofloxacina (16,1%).
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A ciprofloxacina é um antibi6tico muito utilizado no tratamento de Klebsiella
pneumoniae e que tém como mecanismo de agdo a inibi¢do da sintese de acidos nucléicos
(DIAZ P. et al. 2004), assim como o mecanismo de resisténcia & rifampicina apresentado
pela bactéria deste estudo.

De acordo com estudo realizado por Jin D. J. et al. (1988), a caracteriza¢do do
gene rpoB em Echerichia coli demonstrou que a rifampicina interage especificamente
com a subunidade B da RNA polimerase e que mutagdes no locus rpoB conferem trocas
adequadas, impedindo uma ligacdo eficiente do farmaco e, consequentemente, a
resisténcia. Este gene estd presente em todas as bactérias, mas o seu comprimento e
sequéncia de nucleotideos variam entre espécies bacterianas, incluindo micobactérias.

Processos envolvendo a RNA polimerase, alteram toda a fisiologia das células,
por estar diretamente ligada a producgé@o de aminoacidos, principal metabolizador celular,
sua ocorréncia ser relacionada a outras resisténcias, agregam mecanismos diferenciados
para se adaptar ao meio. Na maioria dos casos, estd associada a outros farmacos,
permitindo também uma atuacdo mais ampla da bactéria. (ANDRE E. et al. 2017).

Entretanto nesta mesma linha de entendimento observa-se que esta quantificacdo
mais acentuada em placas de SEres, pode ser vinculada a competicdo pela utilizacdo de
nutrientes do meio de cultura, visto que as placas de contagem da SEres possuiam a
aplicacdo do Antimicrobiano rifampicina para selecdo das cepas resistentes, a presenca
deste Antimicrobiano pode ter conferido um beneficio de quebra de competitividade entre
organismos que utilizam do mesmo meio de cultura como € o caso da E. coli.

Guedes Neto et al. (2005) apontam alguns organismos que possuem uma
atividade antagonista natural de bacterias acido-lacticas frente a elas, a outras bactérias
acido-lacticas isoladas de queijo de coalho, aos patdgenos isolados dos mesmos queijos
e a cepas de patdgenos de referéncia. Visto que esta atividade pode ser observada em
processos de competicdo podem também ser evidenciadas em processos de
favorecimento, como é o caso da aplicacdo de mais um Antimicrobiano ao meio de
cultura.

A importancia da microbiota devidamente estabilizada e completa em termos de
competicdo e variedade bacteriana, € explanado por Paixdo & Castro (2016), onde
conectam a utilizacdo indiscriminada de antibidticos desde a infancia até a vida adulta,
com alteracBes seletivas da microbiota e de bactérias resistentes patogénicas.
Exemplificando como poderia ocorrer o aumento da contagem no resultado in vitro

encontrado neste estudo.
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3.14 CONCLUSOES

O estudo demonstrou que o desempenho das aves até os 21 dias ndo foi
estatisticamente distinto entre os tratamentos, condicdo esta que pode estar relacionada a
adaptacdo natural dos organismos ao trato digestivo das aves. J& a microbiologia
demostrou uma contagem maior, sendo relacionada ao microrganismo mais adaptado ou
a reduzida condicdo externa de competitividade na placa.

Faca-se necessario estudos complementares e com o intuito de objetivar se esta
diferenca apresentada esta relacionada diretamente a resposta celular ou a capacidades

externas de adaptacéo.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou que a capacidade adaptativa destes organismos
é altamente estruturada. A presenca do antimicrobiano altera a adaptacao da bactéria ao
meio, mas a0 mesmo tempo, a resisténcia antimicrobiana ndo se limita a presenca do
composto especifico.

Os resultados encontrados demonstraram que, mesmo sem a presenca do
Antimicrobiano rifampicina, nas aves, o crescimento microbiolégico das bactérias que
possuiam um mecanismo de resisténcia envolvendo a sintese de acidos nucléicos, se
demonstrou maiores e mais efetivos. Inicialmente ndo impactando em seu ganho de peso,
consumo médio de racdo e conversao alimentar.

Com este trabalho aplica-se novas questdes envolvendo as bactérias que
possuem uma determinada resisténcia. Estas podem estar utilizando de seu mecanismo,
ndo necessariamente em momentos de sobrevivéncia contra 0 composto, mas como uma

ferramenta para se desenvolver com maior facilidade. Estudos sequentes devem ser
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encaminhados para a comparacdo imunoldgica e a niveis de metabolismo celular, bem
como um mapeamento onde podera se demonstrar alteracdes a niveis genéticos.

As bactérias sempre encontrardo mecanismos para sua sobrevivéncia, é
extremamente importante que sejam realizados constantes estudos e monitoramentos
sobre estes mecanismos e bactérias, assim como buscar novas ferramentas para o controle

de bactérias resistentes.
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