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RESUMO

Vinte e nove amostras de E. coli isoladas de aves em Londrina, foram testadas para resiténcia a drogas antimicrobianas

e distribuicdo dos plasmidios R. Foi determinado

o nivel de resisténcia das amostras e 93,1% mostraram-se resistentes, sendo

que, 79,3% apresentaram resisténcia multipla. A maioria foi resistente para tetraciclina e sulfadiazina {79,3% e 68,1% respecti-
vamente). A resisténcia ao cloranfenicol, ampiciting e canamicina, foi mais baixa. Em estudos genéticos envolvento trans-
feréncia dos marcadores de resisténcia por conjugagdo, verificou-se que a resisténcia multipla é por plasmidios R conjugativos,
e foram encontrados em 33,3% das amostras. Uma vez que as bactérias resistentes, transportanto plasmidios R, chegam
até ao homem através dos produtos animais, estes resultados indicam riscos para a saiide ptiblica.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana a drogas antimicrobianas tem-se
constituido, nos dias atuais, em grave problema para a
Saude Publica. Apesar das medidas sugeridas por diversos
autores que visam minimizar este problema'®. '®, vé-se,
4 medida que o tempo passa, um agravamento da situagdo,
em decorréncia de vdrios fatores destacando-se o uso in-
discriminado de antimicrobianos em ra¢des animais e a
falta de um controle mais rigoroso na utilizagdo destas
drogas na Terapéutica Veterindria. Isto, aliado ao consumo
de carne e outros produtos de origem animal colonizados
por germes multiresistentes, tem despertado o interesse
de diversos pesquisadores.

SATO et alii'?, no Japdo, isolaram 287 amostras de
E. coli resistentes a drogas de 150 amostras de carne de
frango tomadas no comércio, constatando que amostras
resistentes 2 sulfa e tetraciclina foram isoladas mais fre-
qlientemente (97,8%.e 87,5% respectivamente), seguida
pela estreptomicina (68,6%) e kanamicina (41,8%). As
freqiiéncias de isolamento de amostras resistentes ao
cloranfenicol e ampicilina foram mais baixas, sendo 22,0%
e 22,3% respectivamente. A freqiiéncia de plasmidios R
encontrada nestas amostras foi de 73%. POLAKOVA
et alii'®, na Checoslovdquia, verificaram a ocorréncia de
E. coli multiresistentes em produtos cdrneos, constatando
em algumas, plasmidios R capazes de transferir seus deter-
minantes de resisténcia para amostras receptoras. KUMAR
et alii®, na India, estudaram a resisténcia a drogas em 133

amostras de £. coli isoladas de galinha e pintos, revelando
uma alta porcentagem de plasmidios R: 68,7% em pintos
de 1 semana, 40% em pintos de 1 diae 39,2% em galinhas.

ADESTOSOYE!, na Nigéria, encontrou alta freqiién-
cia de resisténcia a drogas transferivel entre amostras de
E. coli isoladas de aves e de outros animais doentes e sau-
diveis. VERMA'®, na India, verificou a ocorréncia de
amostras de E. coli resistentes as drogas antimicrobianas
isoladas de colisepticemia e de outras fontes de aves.
SMITH et alii'®, na Inglaterra, verificaram que 9 anos apds
o uso de tetraciclina como aditivos nas ragGes, os frangos
e suinos eram ainda reservatérios de E. coli resistente a es-
te antibidtico. A incidéncia de resisténcia a tetraciclina
foi mais alta em frangos (68%) do que em suinos (20%).
Ainda, na Inglaterra, LINTON®, encontrou sorotipos O
de E. coli sensiveis e resistentes a drogas, no intestino e na
carcassa de frangos, concluindo que ¢ impossivel evitar a
contaminagdo da carcassa de aves abatidas e embaladas
sob condi¢Bes comerciais. Nos Estados Unidos, LEVY
et alii® demonstraram a transferéncia dos plasmidios
R, marcados por mutagdo, de frango para frango e de fran-
go para o homem. MORENO!}, investigou a presenga de
resisténcia a drogas transferivel em amosiras de E. coli
isoladas de mamiferos e aves em Sdo Paulo.

MORENO et alii'?, constataram a presenga de plasm{-
dios R em enterobactérias isoladas de mamiferos e aves de
parques zoologicos de Sdo Paulo.

Dentre os vdrios mecanismos genéticos através dos quais
as bactérias podem transferir resisténcia a drogas, destaca-
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se 0 da conjugagdo. Considerando a importincia dos plas-
midios R na transferéncia de resisténcia a drogas para en-
terobactérias humanas, {oi realizado o presente trabalho
com o objetivo de verificar os padrdes de resisténcia a varios
antimicrobianos utilizados na veterindria ¢ a [reqiiéncia
dos plasmidios R de amostras de E. coli isoladas de aves
em Londrina.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Amostras bacterianas

As amostras de E. cofi utilizadas no presente Irabalho
foram isoladas de necropsia de [rangos, no Laboratdrio de
Microbiologia da Medicina Veterindria da Universidade
Estadual de Londrina. As 29 amostras foram identifica-
das através de técnicas padronizadas por EDWARDS &
EWING® .

Foram utilizadas como receptoras, nos experimentos de
conjugagdo, as seguintes amostras derivadas de E coli
Kyo; E. coli 711 F~, resistente ao acido nalidixico por
mutagdo cromossomica (NalR), auxotrofica para varios
aminodcidos (phe, his, pro, trp) e n3o fermentadora da
lactose (lac™); E. coli J53 F—, NalIR, pro—,met~ e E. coli
Cenp F~™l NalR, thr—, leu—,th.—, lac™.

2.2. Drogas antimijcrobianas

As seguintes drogas (INLAB) foram utilizadas: dcido
nalidixico (An), ampicilina (Ap), colimicina (C1), cefalo-
tina (Ce), cloranfenicol (Cm), estreptomicina (Sm), genta-
micina (Gm), kanamicina (Km), sulfadazina (Su), oxi-
tetraciclina (Tc), tobramicina (To), polimixina B (Pb)
e nitrofurantoina (Fu).

2.3. Antibiograma

O antibicgrama foi realizado pelo método de BAUER
& KIRBY? sendo adicionado 0,2 ml de cultura ba“teriana
em crescimento exponencial a 2 ml de Tryptic Soy-Broth,
contendo 0,75% de agar, mantido a temperatura de 480C.
A mistura foi vertida imedialamente nas placas de Mueller
Hinton ¢ ap6s 10 minutos foram colocados os discos de pa-
pel de filtro impregnados com as drogas antimicrobinas
(DIFCO). As placas foram incubadas a 379C por 17 a 24
horas e a leitura foi realizada tendo por base a presenga
ou ndo do halo de inibicdo de crescimento em torno do
disco.

2.4. Determinagdo dos niveis de resisténcia

0O método foio da diluigio seriada em meio sdlido,
que consistin em adicionar solu¢des recenles das drogas
anlimicrobianas no meio solido (Tryptic Soy Agar para os

anlibioticos e dgar minimo para sulfadiazina) nas seguintes
concentragdes: 5, 10, 20, 50, 100, 150, 200, 350, 500 ¢
1.bu0 wg/ml. As amostras bacterianas, na fase exponencial,
foram inoculadas com alga de platino-palddio de 1,5 mm de
didmeiro por esgotamento. Em cada placa foram semeadas,
6 amostras e como controle, uma amostra de E. coli K2
sensivel as drogas estudadas, Para controle de viabilidade da
amostra, foi utilizada uma placa do meio de cullura sem
drogas. Todas placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.
Considerou-se como nivel de resisténcia, a concentragdo
mais alta da droga que inibiu acima de 50% do crescimento
da amostra, "‘quando comparada ao crescimento na placa
controle de viabilidade.

2.5. Transieréncia da resisténcia a drogas por conjugagio

A conjugacTo'” foi realizada misturando-se 1,2 ml
de cultura doadora na fase exponencial e 0,4 ml da recep-
tora na [ase estaciondria, num Erenmeyer de 125 ml,

Apds a incubagdo, na matoria das vezes de 2 horas, a 379C,
foram realizadas dilui¢Bes na proporgio de 1/10, em sali-
na estérit e 0,1 ml desta diluigdo foram entdo plaqueadas
em dgar minimo contendo os amino dcidos e as drogas
antimicrobianas requeridas para a sele¢do dos transconju-
gantes. As placas foram incubadas por 24 a 48 horas a
370C,

3. RESULTADOS

Todas as amosltras foram sensiveis ds seguinles drogas:
dcido nalidixico, polimixina B, colimicina, gentamicina e
nitrofuratoina . Quanto aos outros antimicrobianos uti-
lizados, houve ndmero varidvel de amostras resistentes.
Na Tabela I estfo discriminados os altos niveis de resistén-
cia das amostras. Foi encontrada uma maior percentagem
de resisténcia para tetraciclina (79,3%), sulfa (68,1%)
e estreptomicina (58,6%). A freqiéncia de isolamento de
amostras resistentes ao cloranfenicol (24,1%), kanamicina

35



TABELA II — Espectro de sensibilidade e resisténcia das amostras de Escherichia coli isoladas de aves em Londrina-PR.
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TABELA III — Transferéncia de resisténcia a drogas antimicrobianas de amostras de E. coli isoladas de Aves em
Londrina - Parana

Modelo de No. de Transferéncia
Resisténcia amostras Modelo
Transferido No. %

Su Tc Sm Ap Cm Km 1 Su Tc Sm  Ap I 3,7
Su Tc Sm Ap Cm 2 Su Tc Sm Cm Ap 1 3,7

Sm  Cm Ap I 37
Tc Sm Cm Km 2 Tc Sm Cm Km 1 3,7
Su Tc Sm Ap 1 ndo transfere 0 0
Su Tc Sm Cm 1 ndo transfere 0 0
Su Te Sm 5 ndo transfere 0 0
Su Tec To 1 ndo transfere 0 0
Su Te 5 Su Tc 1 3,7
Tc Sm 2 Sm 2 7.4
Su Sm 1 nfo transfere 0 0
Tc Km 1 Tc i 3,7
Tc Cm 1 Tc Cm 1 3,7
Su 2 nio transfere 0 0
Te. I ndo transfere 0 0
Sin 1 ndo transfere 0 0
Total 27 9 33,3
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TABELA IV — Principais dados de resisténcia antimicrobiana de amostras de £. coli isoladas de aves e freqiiéncias de
plasmidios R conjugativos.

% Drogas
No. de Plasmidios
Autor(es) Ano Pais amostras R Conj. Tc Su Sm Km Cm Ap
MORENO 1972 Brasil 75 50,7 — - - — —~ —
(SP)
VERMA 1978 India 112 — 80,3 92,8 39,3 0,0 18,7 —
ADETOSOYE 1979 Nigéria 134 39,5 83,5 87,3 70,1 — 5,2 6,7
KUMAR 1980 [ndia 133 43,5 62,4 58,6 22 00 00 08
SATO 1980 Japao 287 73,0 87,8 87,5 686 41,8 226 223

4. DISCUSSAO

A veiculagdo de bactérias resistentes a drogas antimicro-
bianas, através de produtos animais até o homem, estd
relatada na literatura®, ¢, 3, '® Em relagdo ao nosso meio,
os estudos existentes, sdo insuficientes, ndo permitindo uma
avaliagdo criteriosa do problema. Conforme pode ser veri-
ficado na Tabela II, observa-se que 93,1% das amostras
isoladas s3o portadoras de resisténcia a drogas sendo que
79,3% apresentam resisténcia multipla. Este dado se tomna
mais preocupante quando constatado que 33,3% das amos-
tras resistentes transferem a resisténcia para outras bac-
térias sensiveis por conjuga¢do, principalmente a resistén-
cia para tetraciclina.

A tetraciclina, sulfa e estreptomicina foram os antimicro-
bianos que apresentaram maior percentagem de amostras
resistentes (79,3%, 68,1% e 58,6% respectivamente) resul-
tados que se assemelham aqueles encontrados por outros
autores', 5, ' 1% 1éconforme mostra a Tabela IV.

O aumento da resisténcia de E. coli para Tc e Su pode
ser atribuido a incorporagdo destas drogas nas ra¢des das
aves, para promover crescimento ou para fins profildticos.

Os plasmidios R carregando os marcadores para Su,
Tc,cme Smforamos mais detectados neste trabalho, con-

forme mostra a Tabela III. Os modelos de resisténcia trans-
feridos foram semelhantes aos encontrados por MORE-

NO'! e SATO'*. Nenhuma das amostras apresentando re-
sisténcia simples para Su, Sm e Tc¢ transferiu resisténcia,
mesmo em 24 horas, ao contrdrio dos resultados obtidos
por SATO'® quando notou que os plasmideos R com sim-
ples resisténcia foram os mais freqiientemente demonstra-
dos.

Segundo LINTO7 a £ coli resistente a drogas alcanca o
homem por caminhos da cadeia alimentar, e as principais
fontes de infecg@o entre outras sdo aves, portanto, a alta
freqiiéncia de contaminagdo da carne de frango com E.

coli transportando plasmidios R!4, demonstra a necessida-
de de uma maior precaugdo em abatedouros animais.

Finalmente, os resultados obtidos neste trabalho indicam
riscos para a saide publica, uma vez que a alta freqiéncia
de resisténcia a drogas encontrada em E. coli isoladas de
aves pode ser transierida para outras bactérias da flora nor-
mal no trato intestinal do homem e também para bactérias
patogénicas, dificultando assim a terapéutica das doengas
causadas por estes microrganismos devido a muiltipla
resisténcia a drogas.

ABSTRACT

Twenty nine strains of Escherichia coli isolated from chicken in Londrina, were tested for drugs resistance and distri-
bution of R plasmids. It was determinated the resistence level of strains and 93,1% were resistant, 79,3% were multiple
antibiotic resistance. Most was resistance o tetracycline and sulphadiazine (79,3% and 68,1% respectively ). The resistance
to chloranphenicol, ampicilin an kanamycin was lower. In genetic studies of transferance of resistant determinant by conju-
gation, it was revealed 33,3% of conjugative R plasmids. These results would present a serious public health hazard whereas

the antibiotic resistant E. coli, carrying R plasmids, reach man by animals feed.

Key-words: Drug resistance, R plasmids, Escherichia coli, chicken, fowls.
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