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RESUMO - O consumo mundial de carne de frango tem aumentado de maneira significativa
nas ultimas décadas. Por outro lado, a preocupacdo dos produtores de alimentos, com a
inocuidade de seus produtos também tem aumentado na mesma proporc¢ao. Durante as etapas da
operacdo de abate de maneira geral, as contaminacdes cruzadas sdo as principais causas de
disseminacdo de microrganismos patogénicos nos produtos obtidos e causadores de
gastroenterites no consumidor. Espécies da enterobactéria Salmonella se enquadram como um
dos maiores riscos desse tipo de doenca devido a sua associacdo com 0s inUmeros surtos
ocorridos a nivel mundial, apés o consumo desses produtos. Algumas enterobactérias possuem um
gene blaKPC, que codifica a enzima carbapenemase, que confere resisténcia a antibibticos
carbapenémicos, agravando mais a situacdo. A presente pesquisa objetivou a verificacdo de
culturas de Salmonella spp isoladas de aviario e linha de abate de frangos de um frigorifico no
estado do Rio Grande do Sul, apresentarem resisténcia a antibidticos carbapenémicos. As
linhagens foram submetidas ao teste de resisténcia a antibioticos carbapenémicos pelo método de
disco difusdo com carbapenémicos e pesquisa do gene de resisténcia a carbapenémicos blakCP,
pela técnica de PCR. Observou-se a resisténcia das culturas somente ao antibiético imipenen e
néo foi evidenciado o gene blaKPC nas culturas de Salmonella spp. isoladas na presente pesquisa.
N&o foi encontrada nenhuma cultura de Salmonella spp. com a resisténcia a carbapenémicos no

aviério e abatedouro de aves utilizado na pesquisa.
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ABSTRACT- The world consumption of chicken meat has increased significantly in the last
decades. On the other hand, the concern of the food producers with the safety of their products also
has increased in the same proportion. During the steps of the slaughter operation in general, cross
contamination are the main causes of pathogenic microorganisms dissemination in the obtained
products and the causes of gastroenteritis in the consumer. Species of the Enterobacter Salmonella
fall as the highest risks of this kind of disease, due to their association with countless outbreaks
which occurred worldwide, after the consumption of these products. Some enterobacter have a
blaKPC gene, which codes for the carbapenemase enzyme that confers resistance to carbapenems
antibiotics, aggravating the situation. The present research aimed to verify the capacity of
Salmonella spp cultures isolated from aviary and slaughter line of chicken in a fridge of Rio Grande
do Sul state to produce biofilms and be resistant to carbapenems antibiotics. The lineages were
submitted to the carbapenems antibiotic resistence test by the disk diffusion method with
carbapenems and the research of the resistance to carbapenems gene blaKCP using the PCR
technique. It was observed the resistance of the cultures only to the imipenen antibiotic and It was
not evidenced the gene blaKPC in Salmonella spp. cultures isolates in this research. It was not
found any Salmonella spp. culture resistant to carbapenems in the aviary and slaughter line of birds

used in this research.
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1. INTRODUGAO

O consumo mundial de carne de aves teve um elevado crescimento entre os anos de 2000
e 2011, que passou de 29,09Kg por habitante a 47,38Kg. Ao longo do ano de 2012 houve uma
pequena retracdo, sendo estimado o consumo em 45Kg por habitante (ROCHA, 2006; UBABEF,
2013). O fator determinante para a alteracdo do consumo foi o econémico, pois os métodos de
exploracdo na indastria agricola e o desenvolvimento da tecnologia de abate permitiram produzir
carne de aves a precos mais baixos do que outros tipos de carnes, tornando-as mais atrativas para
0 consumidor (GOKSQY et al., 2004).

Os microrganismos patogénicos e os deteriorantes séo introduzidos na cadeia da carne por
meio das proprias aves ao adentrarem nos abatedouros, disseminando-se pelas instalactes,
equipamentos e utensilios (MORENO, 2006). Durante as etapas do abate, as contaminacfes
cruzadas sdo responsaveis pela disseminacdo dos microrganismos, cuja quantidade nas carnes
frescas e produtos carneos podem ser suficientes para provocar, nos consumidores,

gastroenterites e doencas de origem alimentar (BERRANG et al., 2000).
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A Salmonella spp. € uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriacea e sua presenca
em alimentos é um problema de salde publica relacionado a graves intoxicacdes alimentares,

sendo a principal responsavel por varios surtos ao redor do mundo (WHO, 2013).

Os antimicrobianos carbapenémicos pertencem ao grupo de antibiéticos beta-lactamicos
nos quais o atomo de enxofre no anel tiazolidinico da molécula de penicilina € substituido por um
atomo de carbono. Tienamicinas integram um subgrupo de carbapenémicos que tém um atomo de
enxofre como o primeiro componente da corrente lateral (ANVISA, 2012). A partir de 1980, o
imipenem, meropenem e ertapenem foram indicados como alternativas terapéuticas de ultima
escolha em casos de infec¢des graves provocadas por bactérias Gram-negativas resistentes a
outros antibiéticos. Os carbapenémicos formam um dos principais conjuntos terapéuticos de amplo
espectro contra infec¢des causadas por bactérias Gram-negativas, como as Enterobacteriaceae, e
0s bacilos Gram-negativos nao fermentadores da lactose como o Acynetobacter spp. e a
Pseudomonas aeruginosa. Esta caracteristica esta relacionada a sua estabilidade a hidrolise das
enzimas beta lactamases (SHA, 2008; ZHANEL et al., 2007).

O gene plasmidial que codifica a enzima KPC, identificado como blagpc, € transmissivel
entre as espécies da familia Enterobacteriaceae (MARTINS et al.,, 2010). Por ser um gene
localizado em um plasmideo movel, é facilmente transferido entre bactérias da mesma espécie ou
entre espécies diferentes durante etapas de crescimento. Onze diferentes variantes KPC foram
isoladas até o presente momento, sendo a KPC-2 e KPC-3 as mais comuns no Brasil, sendo que, a
diferenca entre as enzimas estd na substituicdo de um ou dois aminoacidos (ROBLEDO et al.,
2010; WHO, 2013).

A presente pesquisa objetivou a verificacdo de culturas de Salmonella spp isoladas de
aviario e linha de abate de frangos de um frigorifico no estado do Rio Grande do Sul, Brasil,

apresentarem resisténcia a antibioticos carbapenémicos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Culturas utilizadas e ativacao inicial.

As culturas de Salmonella spp. utilizadas no experimento foram obtidas da colecido de
culturas do Laboratorio de Microbiologia do Centro de Tecnologia de Carnes (CTC), pertencente ao
Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), isoladas previamente de amostras coletadas em um
aviario e abatedouro de aves. A ativagdo foi realizada a partir da inoculacdo de 1mL em 10mL de
caldo Triptona de Soja (TSB), incubado a 35°C por 24h e estocado até o uso em geladeira (8+1°C)
(UZUNOVA-DONEVA & DONEV, 2005).
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2.2. Ajuste do in6culo inicial.

Na preparacdo da solugdo bacteriana, o indculo foi suspenso em solugdo salina 0,85%,
agitado em Vortex (AP56, Phoenix) por aproximadamente 60 segundos e a turbidez obtida foi
aferida utilizando-se o equipamento Densimat (Ref. 99 234, Biomerieux) até a leitura de 0,5
McFarland (Figura 2). Desta forma foi obtida uma solucdo bacteriana de 10° UFC de Salmonella
spp. por mL. Para aferir a contagem real das células em suspensao, foi realizada a contagem por
plagueamento em profundidade em TSA, com incubagéo a 35°C por 24h (DOWNES; ITO, 2001).

2.3. Avaliacdo da resisténcia a antibioticos carbap  enémicos

Apos o ajuste da concentracdo do inéculo, a superficie seca da placa de Petri contendo o
agar Mueller-Hinton foi inoculada deslizando-se suabe em toda a superficie estéril do &gar.
Repetiu-se o procedimento deslizando-se outras duas vezes, girando a placa aproximadamente
60° cada vez, a fim de assegurar a distribuicdo uniforme do inéculo e ao final, passou-se o suabe
na margem interna da placa de 4gar. O conjunto de antimicrobianos (imipenem 10mg, meropenem
10mg, ertapenem 10mg) de discos foi colocado na superficie da placa de 4gar semeada. Cada
disco inoculado foi manualmente distribuido por igual, de maneira que a distancia de centro para
centro ndo excedeu 24mm (Figura 3). As placas foram invertidas e colocadas numa estufa, a 35°C,
até 15min apos a aplicacao dos discos. Apos 16-18 horas de incubacdo, examinou-se cada placa.
Foi realizada a medicdo dos halos de inibicdo com o auxilio de uma régua e, os resultados,
comparados a tabela A2 e 21 disponivel no M23— Development of In Vitro Susceptibility Testing

Criteria and Quality Control Parameters do CLSI (2010) para classificacdo quanto a resisténcia.

2.4. Deteccao do gene blagpc.

Foi realizada a transferéncia de 1mL da cultura ativa e padronizada na escala de 0,5
McFarland para um tubo tipo eppendorf. O tubo foi submetido a centrifugacao por 4min a 9000rpm,
em centrifuga de bancada (Q222E24, Quimis), o0 sobrenadante descartado e o pallet
ressuspendido e homogeneizado em 100uL de agua estéril. O tubo foi congelado a -82°C por
15min e, em seguida aquecido em banho seco (MA651, Marconi) a 90°C por 15min. Foi preparada
uma solugdo mix composta de, primer Dblagpc forward: sequéncia 5 @ -3":
CTGTCTTGTCTCTCATGGCC, primer blakpc reverse: sequéncia 5 -3
CCTCGCTGTGCTTGTCATCC, Taq DNA polimerase recombinante, Mix de
desoxyrribonucleotideos (dNTPs), Tampao de MgCl, e DNA previamente extraido. Os tubos de
reacdo foram levados ao termociclador (Proflex, Life Technology) apresentado na figura 4, onde
realizou-se a amplificacdo do DNA com deshaturacao inicial de 94°C por 5 minutos, seguido de 35

ciclos de desnaturacao a 94°C por 45seg, anelamento do primer a 65°C por 45seg e extensado a
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72°C por 45seqg, além de uma extensao final de 72°C por 7min. O resultado da amplificacao foi
visualizado por meio da presenga de uma banda especifica em eletroforese em gel de agarose 2%.

Para controle negativo foi utilizada uma cultura de Samonella Typhimurium ATCC 14028 e como
controle positivo, uma cepa de Klebsiella pneumoniae 1AL 2470.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Avaliacdo da resisténcia a antibidticos carbap  enémicos

Dentre as 36 cepas de Salmonella spp. avaliadas, 100% apresentaram-se sensiveis aos
antimicrobianos ertapenem e meropenem. A maior frequéncia de cepas resistentes foi observada
para imipenem, com 32% e resisténcia intermediaria de 58% (Fig. 1).
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Figura 2. Perfil de suscetibilidade de Salmonella spp. a antibiéticos carbapenémicos.
3.2. Deteccao do gene blagpc
Apoés analise de PCR, néao foi evidenciada a presenca do gene blakpc nas 36 amostras

analisadas. O padrao positivo de K. pneumoniae IAL 1420 apresentou o gene (Fig. 2),
comprovando a eficiéncia do primer utilizado no método analitico.
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Figura 2. Amplificacdo de PCR de fragmentos de DNA das culturas de Salmonella spp. isoladas, com o
emprego do primer do gene blagpc.



9° Congresso Interinstitucional de Iniciagdo Cienti  fica — CIIC 2015
10 a 12 de agosto de 2015 — Campinas, Séo Paulo

A alta frequéncia de cepas resistentes a imipenem pode ser explicada pela capacidade de
algumas linhagens de Salmonella spp. possuirem genes que codificam enzimas beta-lactamase.
As beta-lactamases interferem na estrutura do anel B-lactamico dessa classe de farmacos

deixando-o0s sem atividade antimicrobiana.

Mesmo tendo apresentado nesta pesquisa um perfil de resisténcia, o imipenem, de acordo
com CDC (2013) apresenta menor sensibilidade (42 a 94%) e especificidade (28 a 93%) com a
enzima KPC e quando comparado com o ertapenem e 0 meropenem, que apresentam melhores
afinidades com a enzima, com sensibilidade de 90 a 100% e 48-94%, e especificidade de 81 a 93%
e 96-100%, respectivamente (CDC, 2013).

Nos Estados Unidos o Sistema Nacional de Monitoramento da Resisténcia Antimicrobiana
realizou entre 2002 e 2006, uma avaliacgdo em amostras de carne de varejo, onde nenhuma das
avaliadas apresentou resisténcia ao imipenem, ertapenem e meropenem. Foram encontradas, no
entanto resisténcias a outras classes de antibidticos, como a ampicilina, cloranfenicoal,
estreptomicina, sulfonamidas e tetraciclinas (ZHAO et al., 2009).

No Brasil, mesmo com uma alta incidéncia de Salmonella spp. e outras enterobactérias, ndo
foram relatados casos de microrganismos isolados de produtos de origem alimentar com
resisténcia aos antibioticos carbapenémicos. Os estudos em relacdo a este tipo de resisténcia
estdo concentrados na area hospitalar, onde sdo comumente encontrados em casos de septicemia
ou infeccdes hospitalares (MONTEIRO & SANTOS, 2009; PEIRANO et al., 2009; ALVES &
BEHAR, 2013).

O resultado da resisténcia a imipenem encontrado no trabalho, pode estar relacionado a
uma enzima codificada por um gene cromossomal (blatem, blasny, blacrx-H e blaoxa), j& que 0 gene
plamidial blaxpc Nndo foi localizado nas linhagens durante o estudo.

No Brasil, foram isoladas de aviérios, culturas de Salmonella enterica sorotipo
Schwarzengrund resistentes a [-lactamicos, incluindo cefalosporinas de espectro expandido
(cefotaxima, ceftazidima, cefepime), aztreonam, e carbapenens. Através de andlise molecular
foram encontrados os genes B-lactamase do blatgw, blashy, blactxn € blaoxa, € 0 gene plamidial
blaKPC (SILVA et al., 2011).

Nos EUA, foram encontradas culturas de Salmonella spp. isoladas de uma fazenda de
suinos, as quais foram submetidas a avaliacGes (genotipicas e fenotipicas) e foram confirmadas a
presenca da resisténcia a antibiéticos carbapenémicos (SILVA et al., 2013).

O uso indiscriminado de antibidticos nas etapas de criacdo dos animais pode contribuir para
0 surgimento de microrganismos adaptados a estes farmacos. Como uma medida inicial de

controle de antibidticos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), criou o Programa
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Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango (BRASIL, 2008)

e vem realizando um monitoramento da contaminacao de residuos veterinarios (ANVISA, 2012).

4. CONCLUSAO

As culturas de Salmonella spp. sé@o resistentes somente ao antibiético imipenem, mas este
resultado isolado ndo pode caracterizar uma resisténcia a antibiéticos carbapenémicos, sendo
necessaria uma maior investigacdo. Nao foi evidenciada a presenca do gene blaxpc nas culturas de

Salmonella spp. isoladas do aviario e linha de abate de frangos;

Considera-se que os resultados desta pesquisa poderdo contribuir para subsidiar os
estudos de controle do uso de antibiéticos na cadeia avicola visando a garantia do alimento seguro
e a saude do consumidor. Estudos complementares com abrangéncia nacional se fazem

necessarios, assim como, a atualiza¢éo de dados epidemioldgicos dos 6rgaos regulatérios.
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