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RESUMO

PATRICIO, Thereza Cristina da Costa Patricio. Pesquisa de Escherichia coli produtoras de
beta-lactamases em &guas circulantes de abatedouro aviario no estado do Rio de Janeiro,
Brasil. 41p. Dissertagdo (Mestre em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Microbiologia e Imunologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2023.

O Brasil € o maior exportador e produtor de carne de frango no mundo. Essas aves
possuem naturalmente a presenca de bactérias como Escherichia coli no trato gastrointestinal
que podem causa adoecimento ou até morte desses animais. Visando evitar isto,
antimicrobianos tém sido adicionados na dgua e racdo como medida profilatica e atuando como
melhorador de desempenho. Porém, isso pode favorecer a selecdo de bactérias resistentes aos
antimicrobianos existentes. Dentre 0s mecanismos de resisténcia em bactérias Gram-negativas,
0 mais importante é a producdo de enzimas beta-lactamases, destacando-se as do tipo de
espectro ampliado (ESBL) e AmpC. Sabendo-se que durante esse processo de producdo de
carne aviaria ha o consumo em torno de 5.000 a 21.000 L de &gua por tonelada de carne,
gerando grande quantidade de efluentes ao longo da cadeia de abate, entende-se que a dgua é
mais uma via de disseminacdo das bactérias multirresistentes presentes neste ambiente,
potencializando a transmissdo entre os animais, 0 meio ambiente e seres humanos. Dessa
forma, o presente estudo buscou avaliar qualidade de &guas circulantes de um abatedouro
aviario e, tracar um perfil de resisténcia e detectar de forma fenogenotipica a presenca de
isolados de Escherichia coli produtoras de ESBL e AmpC através de amostras de agua. As
amostras foram coletadas no municipio de Sao José do Vale do Rio Preto, na regido Serrana
do Estado do Rio de Janeiro, onde desagua o rio Preto, em diferentes pontos de passagem de
agua do abatedouro de frangos, totalizando 16 amostras. Para determinar o numero de
coliformes totais e coliformes termotolerantes utilizou-se a técnica do Nimero Mais Provavel
(NMP). A agua da entrada do abatedouro estava dentro do padréo exigido pela legislacao,
enquanto os efluentes tratados estavam ejetando uma carga que excede o limite maximo de
qualidade. Foram isoladas e identificadas por MALDI-TOF MS, 76 Escherichia coli.
Ampicilina foi o antibiotico menos eficaz e Meropenem o mais. Além disso, 61,8% (47/76)
apresentaram resisténcia a pelo menos um antibiotico, sendo dentre estas 6,38% (3/47)
consideradas multirresistentes (MDR). Em relacao aos diferentes pontos de coleta, observa-se
que a entrada apresenta menor diversidade de resisténcia a antibidticos quando comparado ao
que sai. Entre os isolados analisados,19,7% (15/76) indicou possivel producéo de ESBL e 6,6%
(5/76) de AmpC no Teste de Disco Difusdo. No Teste de Sensibilidade de Duplo Disco
(TSDD), 10,5% (8/76) foram positivos 11,8% (9/76) para o Teste de Aproximacdo com
CAZ/CZC e 15,8% (12/76) com CTX/CTC e 3 cepas foram positivas para producdo das
enzimas nos testes confirmatdrios. Dentre o0s 76 isolados, 21% (16/76) positivaram para 0 gene
blactx-m-1, € 17,1% (13/76) para o gene blacmy-2-ike, ONde 6,5% (5/76) apresentaram co-
producdo do gene. Ao se comparar esses dados com o fenotipico, percebe-se que 68,7% (11/16)
possuiam o gene blactx-m-1 mas ndo apresentaram fenotipo de ESBL e 84,6% (11/13)
apresentaram o gene blacmy-2-iike SEM apresentar resisténcia a cefoxitina. O presente trabalho
possibilita entender o impacto desses estabelecimentos de producdo como contribuintes para o
fendmeno da resisténcia a antimicrobianos através da agua em uma perspectiva de Satde
Unica.

PALAVRAS-CHAVE: Aguas Circulantes, NMP, Escherichia coli, Resisténcia Bacteriana,

Salde Unica.



ABSTRACT

PATRICIO, Thereza Cristina da Costa Patricio. Research on Escherichia coli producing
beta-lactamase from poultry slaughterhouse circulating water at the stadium in Rio de
Janeiro, Brazil. 41p. Dissertation (Master in Veterinary Sciences). Institute of Veterinary
Medicine, Department of Microbiology and Immunology, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Brazil is the largest exporter and producer of chicken meat in the world. These birds
naturally have the presence of bacteria such as Escherichia coli in the gastrointestinal tract that
can cause illness or even death of these animals. In order to avoid this, antimicrobials have
been added to water and feed as a prophylactic measure and acting as a performance enhancer.
However, this may favor the selection of bacteria resistant to existing antimicrobials. Among
the mechanisms of resistance in Gram-negative bacteria, the most important is the production
of enzymes B-lactamases, especially those of the extended spectrum (ESBL) and AmpC.
Knowing that during this process of poultry meat production there is consumption around 5,000
to 21,000 L of water per ton of meat, generating a large amount of effluents along the slaughter
chain, it is understood that water becomesis another way of spreading the multidrug-resistant
bacteria present in this environment, enhancing transmission between animals, the environment
and humans. Thus, the present study aimed to evaluate the quality of circulating water of an
avian slaughterhouse and to draw a resistance profile and to detect the presence of isolates of
Escherichia coli producing ESBL and AmpC through water samples. The samples were
collected in the municipality of S&o José do Vale do Rio Preto, in the mountainous region of
the State of Rio de Janeiro, where the Rio Preto drains the river, at different points of water
passage from the poultry slaughterhouse, totaling 16 samples. The Most Probable Number
(MPN) technique was used to determine the number of total coliforms and thermotolerant
coliforms. The water from the entrance of the slaughterhouse was within the standard required
by the legislation, while the treated effluents were ejecting a load that exceeds the maximum
quality limit. They were isolated and identified by MALDI-TOF, 76 Escherichia coli.
Ampicillin was the least effective antibiotic and Meropenem the most. In addition, 61.8%
(47/76) presented resistance to at least one antibiotic, being among these 6.38% (3/47)
considered multiresistant (MDR). In relation to the different collection points, it is observed
that the entrance has a lower diversity of antibiotic resistance when compared to the exit.
Among the isolates analyzed,19.7% (15/76) indicated possible production of ESBL and 6.6%
(5/76) of AmpC in the Diffusion Disc Test. In the Double Disc Sensitivity Test (DDST), 10.5%
(8/76) were positive 11.8% (9/76) for the Approximation Test with CAZ/CZC and 15.8%
(12/76) with CTX/CTC. Only 3 were positive in the three confirmatory tests. Among the 76
isolates, 21% (16/76) were positive for the blacTx-m-1gene, and 17.1% (13/76) for the blacmy-
2.like gene, where 6.5% (5/76) presented co-production of the gene. When comparing these data
with the phenotypic, 68.7% (11/16) had the blactx-m-1 gene but did not show ESBL phenotype
and 84.6% (11/13) had the blacmv-2-iike gene without resistance to cefotaxime. Thus, this study
makes it possible to understand the impact of these production facilities as contributors to the
phenomenon of bacterial resistance bacteria through water in a One Health perspective.

KEYWORDS: Circulating Water, Escherichia coli, Bacterial Resistance, One Health.



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Classificagdo molecular e funcional de Beta-lactamases. ..........c.cccoooveriieiiennnnne 10
Figura 2. Demonstracgdo dos pontos de coleta pelo Google Earth Pro...........cccccevvveiiennene 13
Figura 3. PoOntos de COleta da AQUA...........coueiieiieieiie e 14
Figura 4. Processo de filtracdo da agua realizado no INCQS - FiOCIUZ. .......cccocvevviiveiinennn, 15

Figura 5. Informaces extraidas do programa Bruker Daltonik MALDI descrevendo o
significado dos valores em relacdo ao score obtido na amostra analisada. ..................cc........ 16
Figura 6. Localizacdo dos discos de antimicrobianos na placa de dgar Mller Hinton para

[ITUIA INTEIPIETATIVAL ....eoveiiiie ettt 17
Figura 7. Esquema de triagem e confirmagdo de ESBL. .........cccccoeiiiiiiiiiie i 18
Figura 8.Valores de NMP em cada ponto de Coleta............ccoeiiiiiieiiiiiiiiiie e 21
Figura 9. Porcentagem de Escherichia coli nos diferentes pontos de coleta......................... 23

Figura 10. Porcentagem de resisténcia encontrada para cada antibiotico dentre os isolados

=R 1] (5] ] (1 TSRS OTRSSTRRSRRN 24
Figura 11. Porcentagem de Escherichia coli resistentes a cada antibiotico testado nos
diferentes PONtOS U COIBLAL ........vieiiiie et nes 25
Figura 12. Placa de antibiograma demonstrando um perfil fenotipico de uma ESBL. Seta
demonstrando a deformacdo de halo caracteristica de uma ESBL. ..........ccccccocvveivveeviiieeennen. 29

Figura 13. Eletroforese em gel do gene DIacTX-M-1. cveeoveeeriieeeiiiiieiiii e 30



INDICE DE QUADROS

Quadro 1. Descricdo dos genes utilizados, seus primers, sequéncias nucleotidicas e ciclo
(0] 41141172 o [ APPSO 20



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Antimicrobianos utilizados para o Teste de Difusdo em Disco, Teste de Duplo
Disco e Disco Combinado, separados POr Classe. ..........cccveiiieiiiiiieiiiesiee e 17
Tabela 2. Resultado fenogenotiPiCo. .......ccviiiiiiiie e 27



AMC
AMP
ATM
BHI

BrCast

CAZ
CFO
CIP
CLSI
CLVB
CONAMA
CPM
CTC
CTX
CczC
DNA
DVA
E coli
EC
ESBL
ETARs
GEN
INCQS
Kg
LST

MALDI-TOF

MS

MAPA
MDR
MERO
NMP
NO

mL

mm

nm
ODS
OMS
ONU
PAN-BR
PCR
PNCRC

TSDD
UFC

HY

LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS

Amoxicilina + Acido Clavulanico

Ampicilina

Aztreonam

Infusdo de cérebro e coracdo

Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (Comité
Brasileiro de Testes de Sensibilidade aos Antimicrobianos)
Ceftazidima

Cefoxitina

Ciprofloxacino

Clinical and Laboratory Standards Institute

Caldo Lactosado com Verde Brilhante e Bile

Conselho Nacional de Meio Ambiente

Cefepime

Cefotaxima + Acido clavulanico

Cefotaxina

Ceftazidima + Acido clavulanico

DeoxyriboNucleic Acid (&cido desoxirribonucléico)
Doencas Veiculadas por Alimentos

Escherichia coli

Caldo Escherichia coli

Extended-Spectrum Beta-lactamase (Beta-lactamase de Espectro Estendido)

Estacdes de Tratamento de Aguas Residuais
Gentamicina

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde
Quilograma

Lauril Sulfato Triptose

Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight Mass Spectrum
(Espectrometria de Massas por lonizacdo e Dessorcdo a Laser Assistida por

Matriz)

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Multidroga-resistente

Meropenem

Numero Mais Provavel

NUmero

Mililitros

Milimetros

Nandmetros

Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel

Organizacao Mundial da Saude

Organizacao das NacGes Unidas

Plano de Acdo Nacional

Polymerase Chain Reaction (Reacdo em Cadeia da Polimerase)
Plano Nacional de Controle de Residuos e Comtaminantes
Segundos

Teste de Sinergismo de Disco Duplo

Unidades formadoras de col6nias

Microgramas



puL
°C

Microlitros
Graus Celsius



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt en s
2 REVISAO DE LITERATURA . .....ot ittt ettt ave sttt ete e eae s e aneanee e
2.1 Producdo avicola e 0 uso de antimiCrobDIan0S. ............uvveiiieeeiiiiiiiiiie e
2.2 AQUA ..ottt ettt ettt e et e et et e ere s
2.3 Coliformes e ESCherichia COli ...........oouviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e
2.4 Beta-1actamiCos € @ FESISTENCIA ........vvviiiiiiiiiiiiiii ittt eeeeeees
2.4.1 Beta-lactamases de Espectro Estendido (ESBL) .........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 10
2.4.2 Beta-lactamases do tipo AMPC ......ooiiiiiiiiiiiiii e 11
3MATERIAIS E METODOS .....ooiotiitieeiecee ettt ettt ettt ee et eae et e e stesteaneanee e 12
3.1 Caracterizacdo da area € coleta de amMOSEIAS ........evvviiiiiiiiiiiiiiiieee e eeeees 12
3.2 Determinagao de COlITOIMES .......ovviiiiiiiiiiii ettt 14
3.3 Isolamento e identificagao de DACEIIAS .......ueevviieeeiiiiiiiiiie e 15
3.4 Deteccdo fenotipica de resisténcia aos antimicrobianos ..............cevvvvvvevveiieiiieeeiieiieeeeeeeeee, 16
3.4.1 Preparo do iNOCUl0......eeeeeereeseens 16
3.4.2 Teste de DisCO DifUSE0 ........ccceerrrmmsvemsssns 17
3.4.3 Confirmacéo da producao de ESBL por E. coli 18
3.4.3.1 Teste do disco combinNado ..........ceeereees 19
3.4.3.2 Teste de sinergismo do duplo disco 19
3.4.4 Deteccdo de AMPC.reereeesreeeerssnn 19
3.4.5 Controle de qualidade dos testes.......crmmererrsnn 19
3.5 DetecCao dos geNES A FESISTENCIA ...uuuuieeeiiiiiiiiiiiee e e e e e e ettt s e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e ees 20
3.5.1 Extracdo do DNA bacteriano .......oeeeeesmmeeeens 20
3.5.2 Técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) e eletroforese em gel de agarose............. 20
4 RESULTADOS E DISCUSSAO.......ccueiiiieieteetecte e ee et e et ste et a e ete st e e s, 21
4.1 Qualidade MicrobiolOgiCa da AQUA...........ceeevreieriie e eie e ee e es e sre e eae et eneas 21
4.2 Coleta e Identificacdo das Escherichia Coli ............coouiiiiiiiiiiiiiiii e, 23
4.3 Analise do perfil de Resisténcia a0s Antimicrobian0S...........c.ccevvviiiiiiieeriiiiiee e, 23
4.4 Avaliagao fenogenotipica de Escherichia coli produtoras de ESBL e AMpC ..........ccccevvnnnnne 26
5 CONCLUSAO ...ttt sttt 32

B REFERENCIAS. ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et et e e te et e te st et nsene e 33



1 INTRODUCAO

A producdo avicola é uma das frentes agricolas de maior importancia econémica para o
Brasil, com um relevante crescimento na ultima década, destacando-se como maior exportador
e produtor de carne de frango no mundo. Sendo o mercado avicola essa poténcia, se faz
necessario medidas profilaticas que impegcam o adoecimento desses animais, tendo em vista que
muitas das vezes isso ocorre em lotes e levaria a perdas significativas para toda a cadeia
produtiva. Assim, os antimicrobianos tém sido adicionados na 4gua e ragdo na produgdo animal
com 0s seguintes objetivos: profilatico, evitando a presenca de bactérias patogénicas; no
tratamento de doengas e como melhoradores de desempenho animal, normalmente em doses
continuas ao longo da racdo, evitando possiveis condenacgdes de carcagas e queda na producéo.
A problematica desta préatica é que aves possuem bactérias como Escherichia coli habitando
naturalmente sua microbiota intestinal e 0 uso de antimicrobianos podem contribuir para a
selecdo de resisténcia bacteriana, o que é uma preocupacéo global para a saude Unica, ja que os
microrganismos resistentes e seus genes de resisténcia podem se disseminar pela cadeia
produtiva, atingindo o meio ambiente, outros animais e até os seres humanos.

Durante o processo de producdo de carne aviaria é importante considerar que hd o
consumo em torno de 5.000 a 21.000 L de agua por tonelada de carne, gerando grande
quantidade de efluentes ao longo da cadeia de abate. Sendo assim, a 4gua torna-se mais uma
via de disseminacéo das bactérias multirresistentes presentes neste ambiente, potencializando a
transmiss@o entre 0s animais, 0 meio ambiente e até mesmo a funcionarios expostos de forma
ocupacional.

Em 2017, a Organizagao Mundial da Satide (OMS) publicou a primeira lista de “agentes
patogénicos prioritarios” resistentes aos antimicrobianos, destacando 12 familias de bactérias
gue representam a maior ameaca para a saude humana, classificando-as em trés niveis: critico,
alto e médio. A lista destaca em particular, a ameaca de bactérias Gram-negativas como a
Escherichia coli produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) classificadas
como nivel critico de importancia. A producéo de enzimas do tipo beta-lactamase é o principal
mecanismo de resisténcia apresentado pelas E. coli frente aos beta-lactdmicos como penicilinas,
cefamicinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenemas através de uma hidrolise. Essas

enzimas sdo codificadas por genes chamados bla, que podem estar presentes no cromossomo



bacteriano ou em plasmideos e sua expressdo pode ser induzida pela presenca dos beta-
lactdmicos ou estar continuamente ativada.

Os beta-lactdmicos sdo os antimicrobianos mais frequentemente prescritos na pratica
médica, tanto em seres humanos quanto em animais, desempenhando diversas funcdes
terapéuticas. No entanto, 0 aumento de bactérias resistentes a essa classe de medicamentos
representa um alerta critico para a saude publica. Com o passar dos anos, a crescente resisténcia
reduzird significativamente as opcbes de tratamento disponiveis, tornando a situacdo
preocupante.

Dada a relevancia e o impacto das Escherichia coli produtoras de beta-lactamases na
producdo avicola, € importante destacar que o langcamento de aguas residuais de abatedouros de
animais em corpos d'agua superficiais representa uma significativa fonte de disseminacgdo de
resisténcia bacteriana, constituindo um sério risco ndo s6 para 0 meio ambiente, que é

constantemente contaminado por diferentes fontes, mas também para 0s humanos e animais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producéo avicola e o uso de antimicrobianos

Em 2022 o Brasil produziu cerca de 14,5 toneladas de carne de frango, sendo 66,8%
voltado para o mercado interno e 33,2% para exportacdo. Além disso, atualmente se encontra
como o maior exportador mundial (ABPA, 2023). Por ser um alimento de alto valor nutritivo e
grande custo-beneficio, cada dia mais esta presente nos lares brasileiros, tornando-se a proteina
mais consumida no pais com 45,2 kg per capita (ABPA, 2023). Os principais fatores que
conferiram ao pais maior competitividade e permitiram a evolugdo continua deste segmento de
producdo foi o desenvolvimento tecnoldgico iniciado em 1950 associado a disponibilidade e
grande variedade de recursos naturais (Ferreira et al., 2018). Hoje, a producéo avicola do pais
se concentra, principalmente, nas regides sul e sudeste, onde o estado do Rio de Janeiro produz
anualmente cerca de 227.034 toneladas de carne de frango, sendo o lider de producdo o
municipio de S&o Jose do Vale do Rio Preto, com 134.047 toneladas (EMATER-RIO, 2022).

Os antimicrobianos tém sido administrados na producdo animal com trés objetivos
principais: para melhorar o desempenho animal, em que sdo utilizadas baixas doses na racdo de
forma continua com o intuito de melhorar a conversao alimentar e o crescimento animal; para
prevenir a ocorréncia de bactérias patogénicas, em que doses intermediarias sdo utilizadas antes
ou durante transicoes criticas no processo produtivo; e para tratar doengas infecciosa, em doses
mais (Kipper et al., 2022). Esta pratica melhorou significativamente a producdo, ja que
consequentemente reduziu o adoecimento e morte do animal, e favoreceu o ganho de peso em
um menor periodo de tempo. Entretanto, pode-se dizer que o uso de antimicrobianos por um
longo periodo para fins terapéuticos na medicina humana e veterinaria resultou em uma selecéo
de linhagens bacterianas resistentes (Bezerra et al., 2017). Isso torna a cadeia produtiva uma
grande fonte disseminadora de novos fen6tipos de resisténcia em microrganismos patogénicos,
sendo uma preocupacao crescente, ja que infec¢des provocadas por bactérias resistentes estdo
associadas com maior taxa de morbidade e mortalidade do que as causadas pelos patdgenos
sensiveis (Marshall & Levy, 2011;Blaak et al., 2015; Brower et al., 2017; Vounba et al., 2019).

Uma forma de tentar racionalizar ndo s6 o uso dos antimicrobianos na producéo animal
como também de promover seguranca alimentar para a populacdo, no Brasil, 0 MAPA criou 0
Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC), baseado na Instrucédo
Normativa 42/1999, visando diminuir a presenca de residuos nos alimentos de origem animal.

O plano determina o chamado periodo de retirada ou caréncia, considerado como o tempo
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necessario de espera para que um composto seja metabolizado e eliminado sem risco de
contaminacgdo alimentar. Esse periodo varia conforme o principio ativo, a via de aplicacéo e o
tecido analisado, entendendo-se a importancia da farmacocinética e farmacodinamica nesses
processos (de Mesquita Souza Saraiva et al., 2022) Um exemplo é a amoxicilina, quando
utilizada de forma oral para aves, deve ser retirada até 4 dias antes do abate.

Algumas agdes legislativas foram adotadas a fim de controlar o uso dessas substancias.
A Instrucdo Normativa N° 26 de 09 de julho de 2009 regulamenta a proibi¢cdo da administragéo
de alguns antimicrobianos como aditivos zootécnicos e promotores de crescimento, dentre eles:
anfenicois, tetraciclinas, beta-lactdmicos (benzilpenicilamicos e cefalosporinas de 3% e 42
geracOes), fluoroquinolonas, quinolonas e sulfonamidas sistémicas (BRASIL, 2009). A
Instrucdo Normativa N° 14 de 17 de maio de 2012 proibe a importacéo, fabricacéo e o uso da
espiramicina e eritromicina como aditivo zootécnico (BRASIL, 2012). A Instrugdo Normativa
N° 45 de 22 de novembro de 2016 que regulamenta o uso da colistina apenas como alternativa
terapéutica e proibe seu uso como promotor de crescimento (BRASIL, 2016). Mais
recentemente, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) publicou a
Portaria 171/2018, que proibe o uso dos antimicrobianos tilosina, lincomicina, virginiamicina,
bacitracina e tiamulina como aditivos melhoradores de desempenho animal (BRASIL, 2018) e
em 2020 foi publicada a Instrucdo Normativa n® 1, de 13 de janeiro de 2020, que proibiu em
todo territorio nacional, a importacdo, a fabricacdo, a comercializacdo e o0 uso de aditivos
melhoradores de desempenho que contenham os antimicrobianos tilosina, lincomicina, e
tiamulina, classificados como importantes na medicina humana (BRASIL, 2020). Além disso,
0 Ministério da Saude do Brasil implementou seu Plano de Acdo Nacional (PAN-BR), de
acordo com o Plano de A¢do Global, definido pela aliancga tripartite no conceito “One Health”.
Esse documento envolve diversas esferas governamentais, entre elas o Ministério da Salde e o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). O plano visava a educacdo em
salde, estudos epidemioldgicos, vigilancia e monitoramento do uso de antimicrobianos,
fortalecimento da prevencéo de infec¢oes e implementacdo de medidas de controle e promogéo
do uso racional de antimicrobianos em animais, entretanto sua vigéncia era até 2022.

Sabendo-se que o aumento da producédo de carne implica em uma quantidade cada vez
maior de &guas residuais produzidas, a Portaria 210/1998 do MAPA, recomenda o uso de 30
litros de agua por frango abatido. Assim, principalmente apds o pré-tratamento em estacées de
tratamento de aguas residuais (ETARS) no local, os abatedouros geralmente descarregam suas

aguas residuais diretamente em um rio ou outro corpo receptor (descarga direta) ou em ETARS
4



municipais (descarga indireta), promovendo um possivel aumento nas cargas de poluicdo
langadas no meio ambiente e representando mais uma fonte de disseminacdo de bactérias para
0 meio ambiente (Savin et al., 2021). Essa interacdo entre bactérias de aguas residuais e as
ambientais, aumentam o potencial para transferéncia de novos mecanismos de resisténcia a
antibidticos de bactérias ambientais para comensais ou patégenos humanos e animais (Aslan et
al. 2018).

Tendo em vista que, a maioria das ETES ndo sdo projetadas para remover antibidticos,
estas substancias acabam no meio ambiente, principalmente no solo e na 4gua, aumentando a
pressdo seletiva nestes ecossistemas (Cioca; Munteanu, 2019) e se constituindo como um
problema de salde Unica que ameaca a eficacia do tratamento de infec¢des bacterianas devido
as interagdes complexas capazes de afetar a saide humana, animal e ambiental. Em 2011,
durante a reunido reunido tripartida (FAO-OIE-OMS) a resisténcia a antimicrobianos foi
considerada uma das prioridades One Health e é ainda hoje um desafio para 0 mundo

contemporaneo.

2.2 Agua

Em 2010 a agua potavel e o saneamento foram reconhecidos pela Assembleia Geral da
Organizacdo das NacGes Unidas (ONU) como direito humano essencial para o pleno gozo da
vida e de todos os outros direitos humanos. Em 2015, 193 estados membros da ONU assinaram
um documento chamado Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) onde se determina
obrigatorio fornecer 4gua e saneamento para todos do planeta. Entretanto, em outubro de 2022
a ONU publicou um relatério demonstrando que embora mais de dois bilhdes de pessoas
tenham obtido acesso a dgua potavel nas ultimas duas décadas, um quarto da populacdo mundial
ainda ndo ¢ atendida. A agua é um dos principais disseminadores de patdgenos, e quando nao
tratada adequadamente, pode causar doencas e levar a dbito. Estima-se que, anualmente, cerca
de 829 mil pessoas morrem de diarreia como resultado de consumo de agua, saneamento e
higiene inadequada das maos, atingindo principalmente criancas menores de 5 anos de idade
(UNESCO, 2021; Priiss-ustun et al., 2019).

No Brasil, o consumo total de &gua, considerando as diversas demandas para as
atividades antropicas, € de 1.211,90 m? s. O uso para a producio e dessedentacéo animal (uso
animal, 11,5%) é maior do que o0 uso para abastecimento urbano (8,6%), e a soma desses dois
ndo chega nem perto do total de consumo de agua que é destinada para irrigacédo (50,3%), que,

por sua vez, corresponde a maior parte do consumo médio do pais (Agéncia Nacional das
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Aguas, 2022). Analisando o impacto desse setor agricola, entende-se que avaliar a qualidade
microbioldgica de &guas residuais de abatedouros de aves podem fornecer informacbes
importantes sobre o perfil de resisténcia que esta sendo disseminado no meio ambiente através
dos efluentes (Savin et al., 2021)

Assim, buscando o maior desenvolvimento e enquadramento nos objetivos
estabelecidos pela ONU para manter uma qualidade da &gua, no Brasil o Conselho Nacional de
Meio Ambiente (CONAMA) disp6s sobre as condi¢cOes e padrdes de lancamento de efluentes
na Resolucdo 430/2011, determinando que “os efluentes ndo podem conferir ao corpo receptor
caracteristicas de qualidade em desacordo com as metas obrigatorias progressivas,
intermedidrias e final, do seu enquadramento” (BRASIL, 2011). O enquadramento dos corpos
de &gua deve estar baseado nos niveis de qualidade preconizados para atender as necessidades
da comunidade conforme a classificacdo de aguas doces da Resolucdo n°® 357/2005 do
CONAMA:

- Classe Especial é destinada ao abastecimento para consumo humano, com desinfeccgéo;
a preservacdo do equilibrio natural das comunidades aquéticas; e, a preservacdo dos ambientes
aquaticos em unidades de conservacdo e protecdo integral. Quando seu uso for para recreacdo
de contato primario, devera seguir os padrbes de qualidade de balneabilidade previstos na
Resolucdo n°274/2000 do CONAMA, onde o limite trata-se de 250 coliformes termotolerantes
ou 200 Escherichia coli por 100 mililitros. Para os demais usos, ndo devera ser excedido um
limite de 200 coliformes termotolerantes em 100 mililitros.

- Classe 1 é destinada para consumo humano apds tratamento simplificado; e a protecéo
das comunidades aquéticas. N&o devera ser excedido um limite de 200 coliformes
termotolerantes em 100 mililitros.

- Classe 2 é destinada para consumo humano, apos tratamento convencional; a recreacao
de contato primério, tais como natacdo, esqui aquatico e mergulho, conforme Resolucédo
CONAMA n° 274, de 2000; a irrigacdo de hortalicas, plantas frutiferas e de parques, jardins,
campos de esportes e lazer, com os quais o publico possa vir a ter contato direto; e, a aquicultura
e a atividade de pesca. O nimero de coliformes termotolerantes para uso de recreacéo de contato
primario devera ser obedecida a Resolugdo CONAMA n° 274/200. Para 0s demais usos, nao
devera ser excedido um limite de 1000 coliformes termotolerantes por 100 mililitros.

- Classe 3 é destinada para consumo humano, ap0s tratamento convencional ou
avancado; a irrigacdo de culturas arboreas, cerealiferas e forrageiras; a pesca amadora; a

recreacdo de contato secundario; e & dessedentacdo de animais. A presenca de coliformes
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termotolerantes para o uso de recreacdo de contato secundario ndo deverd ser excedido um
limite de 2 500 coliformes termotolerantes /100 mililitros.

- Classe 4 é destinada a navegacdo; e, a harmonia paisagistica. Para essa classificacdo
ndo foi designada uma quantidade de coliformes méximo.

Além disso, o Ministério da Saude, determina que a &gua prdpria para consumo humano
ndo pode conter microrganismos patogénicos nem substancias que representem risco a salde
em niveis superiores aos maximos permitidos e ndo pode apresentar caracteristicas como gosto,
odor ou cor que deixem a &gua com um aspecto desagradavel. Visando determinar parametros
de controles para a qualidade da &gua, atualmente ha a Portaria de Consolidacdo N° 888, 4 de
maio de 2021, que divulga uma série de normas e o padrdo de Potabilidade da Agua destinada
ao Consumo Humano, a serem observadas em todo o territorio nacional, sendo um deles a
qualidade microbioldgica da agua, onde utilizam coliformes totais e Escherichia coli como

marcadores de contaminacao, precisando estar ambos ausentes em 100 mL de agua amostral.

2.3 Coliformes e Escherichia coli

O grupo de coliformes pertence a familia das enterobactérias, bacilos Gram-negativos,
aerobios facultativos e que fermentam a lactose com producao de aldeido, acido de gas a 35°C
em 24-48 horas. O teste de coliformes totais identifica todas as bactérias deste grupo que
ocorrem naturalmente no ambiente, algumas dessas bactérias sdo consideradas nocivas e
indicam contaminacao fecal (de Sa, 2012). Ja os coliformes termotolerantes, apresentam as
mesmas caracteristicas descritas acima, se diferenciam por precisarem de incubacdo a 44,5°C
por 24 horas, sendo Escherichia coli o principal representante deste grupo e que de indica a
contaminacdo por fezes de animais de sangue quente, sendo um habitante comum do trato
intestinal de homem e animais (Vasconcelos, 2019).

A avicultura brasileira tem sido dramaticamente afetada por infec¢bes, como a
colibacilose aviaria em frangos de corte e poedeiras causada por E. coli. Essas infec¢fes sdo a
principal causa de condenacao total de carcacas de frango em frigorificos sob o Servico de
Inspecdo Federal na regido sul do Brasil, resultando em perdas econémicas substanciais para
0s produtores e toda a cadeia produtiva (Roth et al., 2019; Santiago et al., 2019).

A Escherichia coli € uma enterobactéria pertencente a ordem Enterobacterales, sendo
um dos microrganismos com maior impacto clinico, tanto humano quanto veterinario, causando
infeccBes que proporcionam altos valores de morbidade e mortalidade por todo o mundo

(Carvalho et al., 2018). Além disso, a falta de condigdes sanitarias adequadas também permite
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que solos, &gua e alimentos sejam contaminados em consequéncia do contato com as fezes
desses animais que albergam cepas patogénicas e ndo-patogénicas (Carvalho et al., 2018) que
muitas vezes apresentam resisténcia aos antimicrobianos usualmente empregados em sistemas
de producdo. Além disso, em torno de 80% desses medicamentos sdo excretados como
substancia inalterada ou como metabdlitos que ainda podem estar ativos (Ladiret et al., 2013).
A deteccgdo de bactérias desta espécie em alimentos € um dado importante para a satde publica
devido ao seu envolvimento com casos ou surtos de Doengas Veiculadas por Alimentos — DVA
(Melo et al., 2018; Cormier et al., 2019). A alta disseminacéo e o potencial contaminante dessa
bactéria em diferentes tipos de hospedeiros sdo grande alertas para a salude publica e Unica
(Carvalho et al., 2018).

Baseando-se no uso em larga escala dos beta-lactdmicos como melhoradores de
desempenho dentro da producéo aviaria, a resisténcia a estes farmacos acaba constituindo o
mecanismo mais comum de resisténcia e 0 mais representativo em bactérias Gram negativas,
tendo apresentado, ao longo dos anos, um impacto consideravel na atividade desses

antimicrobianos (Moran-Diaz et al., 2019)

2.4 Beta-lactamicos e a resisténcia

A descoberta dos beta-lactamicos remonta ao inicio do século XX. O primeiro composto
desse grupo a ser descoberto foi a penicilina, por Alexander Fleming, em 1928. Apesar disso,
so0 foi introduzida na terapia em 1940 se mostrou extremamente eficaz no tratamento de
infeccdes bacterianas, incluindo algumas infeccBes que eram anteriormente letais. Com base
nessa descoberta, 0s pesquisadores continuaram a busca por outros compostos com atividade
antibiotica semelhante. Esses esforcos levaram ao desenvolvimento de outros antibioticos beta-
lactdmicos, como as cefalosporinas, descobertas na década de 1940, e as carbapenemas,
descobertas na década de 1970 (Guimaraes et al., 2010). Tendo em vista os 6timos resultados
apresentados por esses antimicrobianos, passaram a constituir a base terapéutica de diversas
infeccdes (Paterson & Bonomo, 2005). No entanto, concomitantemente com a sua introducao
no inicio dos anos 1980, as beta-lactamases que conferem resisténcia as cefalosporinas de
terceira geracdo foram documentadas em varios estudos (Huovinen et al., 1988). Estes
incluiram principalmente as beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS) observadas como
variantes de TEM-1, TEM-2 e SHV-1 (Phillippon et al., 1989; Bradford, 2001), ou as enzimas
CTX-M (Bonnet, 2004). Logo em seguida surgiram as com resisténcia adicional a cefamicinas

e carbapenémicos, dando origem as beta-lactamases do tipo AmpC.



Os beta-lactamicos sdo agentes antibacterianos que inibem irreversivelmente a enzima
transpetidase, que catalisa a reacdo de transpeptidacdo entre as cadeias peptiodeglicanas da
parede celular bacteriana. A atividade desta enzima leva a formag&o de ligagfes cruzadas entre
as cadeias peptidicas da estrutura peptideoglicana, conferindo a parede celular uma estrutura
rigida importante para a protecdo da celula bacteriana contra as variagdes osmoticas do meio.
Constituem a primeira classe de derivados de produtos naturais utilizados no tratamento
terapéutico de infecgdes bacterianas. Hoje, varias décadas ap6s a descoberta da penicilina, este
grupo ainda contém os agentes mais comumente utilizados. Possuem amplo espectro de
atividade antibacteriana, eficacia clinica e excelente perfil de seguranca, uma vez que atuam na
enzima transpeptidase, Unica em bactérias (Guimardes et al., 2010)

Esses farmacos compartilham um componente estrutural caracteristico, o anel beta-
lactamico, que € o principal responsavel pelo mecanismo de acdo dessas moléculas. Poréem,
para que tenha atividade, o anel beta-lactamico deve estar ligado a outro radical que definira o
grupo ao qual o farmaco pertencera: penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos ou
carbapenemas (Nogueira, 2011). Em conjunto, os beta-lactamicos correspondem a mais da
metade de todos os antimicrobianos produzidos e utilizados no mundo (Madigan et al., 2016).

As beta-lactamases sdo capazes de inativar antimicrobianos da classe dos beta-
lactdmicos atraves da hidroxilacéo irreversivel da ligacdo amida do anel. Como resultado da
atividade enzimatica, ha a formagao de compostos isentos de atividade antimicrobiana que séo
agua e acido peniciloico (Silva & Lincopan, 2012). A atividade de hidrolise do beta-lactamico
pode variar de acordo com o tipo de substrato e com a suscetibilidade da bactéria aos inibidores
de beta-lactamases, como acido clavulanico, sulbactam e tazobactam. Séo codificadas por genes
bla, que podem ser cromossomais ou plasmidiais, podendo estar presentes de forma induzivel
ou constitutiva (Andrade & Darini, 2017).

Filogeneticamente as beta-lactamases sao classificadas “Serina-Beta-lactamases” ou
“Metalo-Beta-lactamases”, formando dois grandes grupos de enzimas que possuem a
capacidade de degradar beta-lactamicos. A classificacdo delas pode ser feita de duas formas
(Figura 1): com base nas diferencas moleculares das enzimas, como foi proposto por Ambler
(Ambler, 1980), baseando se na homologia de aminoacidos entre as enzimas, resultando na
diferenciacdo das enzimas em quatro classes representadas por A, B, C, e D. As classes A, C e
D incluem enzimas que contém o aminoacido serina em seu sitio ativo, enquanto a classe B é
representada pelas metaloenzimas, que contém o zinco no sitio ativo. Outra classificacdo

possivel e amplamente utilizada é a de Bush-Jacoby-Medeiros (Bush & Jacoby, 2010), que é
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baseada na afinidade da enzima para determinados substratos e na sua inativacdo diante de
inibidores especificos. Os grupos sdo definidos de 1 a 4, com subdivisdes que abrangem 0s

diversos tipos de beta-lactamases.
B-Lactamases

Characteristic active

site Serine Metallo (Zn?)
Molecular I l I

Class A i: D B
Functional 2 1 2d 3

group | H_I I |
Major functional

subgroups 2a 2b 2be  2br 2c 2f 1 1e 2d 2de  2df 3a 3b
Known P P P.Cp P P PCp. Cp CpE P PE P.Cb PCp Cb

substrates Cp EM CbEM M E.Cb
Inhibitor

profile AV + + + + + + + + + + + - -

CA + + + - +- o+ - -+ -
EDTA - - - - - - - - - - - + +

Representative PC1  TEM-1  CTX-M IRT CARB-1 KPC AmpC GC1 OXA-1 OXA-11 OXA-23 IMPMVIM  CphA

enzymes or SHV-1  ESBLs SHV-10 SME  CMY OXA-10 OXA-15 OXA-48  NDM

enzyme family (TEM,SHV)
Figura 1. Classificagéo molecular e funcional de Beta-lactamases.

Legenda: CLA, &cido clavulanico; AVI, avibactam; APB, acido fenilborénico; EDTA, &cido etilenodiamino tetra-
acético. Antimicrobianos: Ch, carbapenémico; Cf, cefalosporina; Cfe, cefalosporina de espectro estendido; M,
monobactamico; P, penicilina. (Souza, 2021)

2.4.1 Beta-lactamases de Espectro Estendido (ESBL)

As beta-lactamases de Espectro Estendido (ESBL) sdo enzimas capazes de hidrolisar
cefalosporinas de terceira e quarta geracao e aztreonam, e sao inativadas por inibidores como
clavulanato, sulbactam e tazobactam. Desde sua descoberta tém sido detectadas em todo o
mundo. Essa distribuicdo € um resultado da expansdo clonal de organismos produtores de
ESBL, da transferéncia horizontal de genes codificadores de ESBL em plasmideos e, menos
comumente, surgimento de novas enzimas (Andrade & Darini, 2017). As enzimas com tais
caracteristicas pertencem ao grupo 2be (tipo TEM, SHV e CTX-M) ou ao grupo 2d (tipo OXA)
(Bush & Jacoby, 2010) e estdo classificadas como pertencentes a classe A de Ambler (Ambler,
1980), com excecao da familia OXA que pertencem a classe D.

As enzimas ESBL sdo agrupadas e denominadas de acordo com sua similaridade com

as enzimas precursoras e/ou grupos ja conhecidos. A maioria das ESBL sdo derivadas das beta-
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lactamases dos tipos TEM e SHV, mas enzimas do tipo CTX-M estéo crescendo relativamente
nos ultimos anos, principalmente na América Latina. A primeira beta-lactamase do tipo TEM
a ser verificada expressando o fendtipo ESBL foi a TEM-3, relatada em 1987. Em
microrganismos Gram-negativos, a enzima TEM-1 é a mais comumente encontrada. As
enzimas do grupo SHV séo mais frequentemente encontradass em cepas de Klebsiella
penumoniae, com o gene blasHv-1 integrado ao cromossomo bacteriano e maioria das beta-
lactamases do tipo SHV tem fen6tipo ESBL. As enzimas CTX-M séo mediadas por plasmideos
e hidrolisam preferencialmente a cefotaxima, e, inicialmente, foram encontradas
principalmente em isolados da Africa do Sul. Ao contrario das beta-lactamases do tipo CTX-
M, as enzimas TEM e SHV tém maior nivel de resisténcia a ceftazidima do que a cefotaxima
(Bradford, 2001; Livermore, 1995; Santiago, 2013). Além dessas familias de ESBL ja bem
estabelecidas, hd outras enzimas que também ja foram descritas, como PER, GES, VEB, BES,
TLA, SFO e IBC, entre outras (Silva & Licopan, 2012)

2.4.2 Beta-lactamases do tipo AmpC

As enzimas do tipo AmpC sdo cefalosporinases pertencentes ao grupo 1 de Bush-
Jacoby-Medeiros e classe C de Ambler (Bush & Jacoby). Elas hidrolisam as cefamicinas, assim
como outras cefalosporinas de espectro estendido, e sdo pouco ou nédo inibidas pelo acido
clavulanico. No entanto, essas enzimas podem ser inibidas por cloxacilina, oxacilina e acido
bor6nico e seus derivados. Nos ultimos anos, a producdo de enzimas de tipo AmpC tem
contribuido com o alto indice de resisténcia aos beta-lactdmicos em espécies que apresentam
elevados niveis de expressao constitutiva, devido a uma derepressdo dos genes cromossémicos
ou pela aquisicdo de AmpC mediadas por plasmideos (Santiago, 2013).

As pequenas diferencas na sequéncia de aminoacidos deram origem as familias de
AmpC. A regulacdo da expressdo de AmpC pode diferir entre 0os microrganismos Gram
negativos e € o que determina a diferenca entre as beta-lactamases AmpC constitutivas
(plasmidiais) e induziveis (cromossomais). Na maioria dos géneros da ordem Enterobacterales,
a AmpC ¢é induzivel e essa inducéo pode ser percebida pela exposicdo da bactéria a alguns beta-
lactdmicos, podendo ocasionar faléncia terapéutica, mesmo que a bactéria tenha sido
originalmente considerada sensivel ao antimicrobiano no teste de sensibilidade laboratorial
(Santiago et al., 2016; Andrade & Darini, 2017).

EmE. coli, a producdo da enzima constitui uma expressdo ndo induzivel e cromossomal,

ndo sendo habitualmente suficiente para ter consequéncias fenotipicas (in vitro) nas estirpes
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que as produzem. Também hé relatos de AmpC plasmidial em E. coli, onde a presenca do gene
plasmidial aumenta a prevaléncia do mecanismo de resisténcia pela disseminagéo entre os
Gram-negativos e modifica as caracteristicas de suscetibilidade antimicrobiana in vitro, sendo
0 gene mais disseminado o blacmy-2. Acredita-se que as AmpC plasmidiais tenham surgido pela
transferéncia de genes cromossomais induziveis para plasmideos. Como caracteristica desse
grupo enzimatico, a sensibilidade as cefalosporinas de quarta geracdo vem sendo bastante
discutida, uma vez que estudos ja identificaram tipos de AmpC de espectro estendido (ESAC)
que sdo capazes de hidrolisar cefepime, por exemplo (Jacoby, 2009; Bush & Jacoby, 2010;
Santiago, 2017).

Tendo em vista que constantemente cepas de Escherichia coli resistentes a beta-
lactdmicos e seus genes de resisténcia vem sendo relatados na producéo avicola (Pimenta, 2018;
Santiago et al., 2019), obter dados epidemiologicos sobre essa disseminacéo através das aguas
residuais tratadas de abatedouro lancadas em corpos d’agua receptoras permite entender a

disseminag@o microbiana daquele ambiente e alertar sobre seu risco para a saude publica.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizacgdo da area e coleta de amostras

As amostras foram coletadas no municipio de Sdo José do Vale do Rio Preto, na regido
Serrana do Estado do Rio de Janeiro, onde desdgua o rio Preto em diferentes pontos de
passagem de agua do abatedouro de frangos. A cidade € o principal polo de producéo avicola
em nivel regional (cerca de 100 granjas) e € cercada por areas agricolas de grande relevancia
para o abastecimento de produtos in natura (ex. tomate, chuchu, abobrinha, berinjela, pepino)
para a regidao metropolitana do Rio de Janeiro. Além disso, a area de estudo possui fragmentos
de Mata Atlantica brasileira, bioma tropical protegido por parques nacionais e estaduais de
grande relevancia para a conservacao da biodiversidade e dos recursos hidricos (Parente et al.,
2019).

Foram realizadas quatro coletas de agua entre setembro de 2021 e junho de 2022, nos
pontos: P1- Entrada do abatedouro, cérrego que vem direto do rio para dentro do abatedouro;
P2 - Tanque de equalizacdo, efluente bruto pos abate; P3 — Estacdo de tratamento propria do
abatedouro e P4 — Saida do efluente tratado (Figura 1 e Figura 2). Totalizando 16 amostras de

aguas.
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Figura 2. Demonstracdo dos pontos de coleta pelo Google Earth Pro.

Legenda: P1- Entrada do abatedouro, cérrego que vem direto do rio para dentro do abatedouro; P2 - Tanque de
equalizacdo, efluente bruto pds abate; P3 — Estacdo de tratamento prépria do abatedouro e P4 — Saida do efluente

tratado.
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Figura 3. Pontos de coleta da 4gua.

Legenda: A: P1—Entrada do Abatedouro (corrego); B: P2 — Tanque de equalizagao; C: P3 — Estacdo de tratamento;
D: P4 — Saida do efluente tratado.

As amostras de dgua foram coletadas em recipiente estéril de vidro no volume de 2 litros
por amostra, e transportadas ao Laboratério de Microrganismos de Referéncia / INCQS /

Fiocruz para o processo de filtragéo.

3.2 Determinacéo de Coliformes

Para determinar o nimero de coliformes totais e coliformes termotolerantes utilizou-se
a técnica do Numero Mais Provavel (NMP). Apos realizada a coleta da agua e homogeneizacdo
da amostra, 1 mL da amostra de agua foi adicionado em 9 mL de agua peptonada 0,1% (diluigdo
107) realizando a primeira diluicdo. Esta suspenséo foi homogeneizada e 1 mL foi transferida
para um frasco contendo 9 mL de &gua peptonada (diluicdo 10?). Esse procedimento foi
realizado sucessivamente até a décima diluigdo, para cada amostra coletada (APHA, 2015).

Para o teste presuntivo de coliformes totais, transferiu-se 1 mL das respectivas dilui¢es
para uma série de cinco tubos contendo 9 mL do Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) com um
tubo de Durham invertido. Os tubos foram incubadas na estufa a 35°C por 48 h. Os tubos
considerados positivos foram aqueles que apresentaram turbidez do meio e/ou producdo de gas
no tubo de Durham, sendo destinados aos testes confirmatorios.

Para confirmacao e quantificacdo de coliformes totais, aliquotas das amostras positivas
do meio LST foram transferidas para tubos contendo Caldo Lactosado com Verde Brilhante e
Bile (CLVB) a 2%. Os tubos de caldo CLVB foram incubados em estufa a 35°C por 48 horas.
Foram considerados positivos o0s tubos que apresentaram turbidez e/ou continham formacao de
gas no interior do tubo de Durham.

Para quantificacdo de coliformes totais termotolerantes, aliquotas das amostras positivas
(turbidez e/ou com presenca de gas no tubo de Durham) do meio LST foram transferidas para
tubos contendo Caldo Escherichia coli (EC). Os tubos de caldo EC foram incubados em banho-
maria a 45°C por 24 horas e foram considerados positivos aqueles que apresentaram turbidez
e/ou continham formacao de gas no interior do tubo de Durham.

Foram inoculadas trés séries de cinco tubos com trés diluicGes decimais diferentes, para

ambas as quantificacbes. O nimero de tubos positivos de trés diluicdes foi comparado com a
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tabela de NMP. O nimero mais provavel de cada amostra foi calculado de acordo com a
seguinte formula:
NMP correspondente a tabela x 10/v

Onde: v = Maior volume inoculado.

3.3 Isolamento e identificacdo de bactérias

Para o isolamento de bactérias, as amostras de dgua foram concentradas em membranas
de 0,22 um (Figura 3) através de filtracdo a vacuo e inoculadas em um tubo contendo caldo
Infusdo de Cérebro e Coracédo (BHI), permanecendo a 37°C por 24 horas em seguida. Aliquotas
desses indculos foram semeadas em meios seletivos para bactérias Gram-negativas (agar
MacConkey - HiMedia® e agar Eosina Azul de Metileno - HiMedia®). As placas foram
incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Apds o crescimento, foram isoladas colénias com
diferentes caracteristicas morfologicas.

ME-Millipore™
0.22um MCE Membrane

25 Filters, 47mm

Hydrophilc Nonsterie

A -

Figura 4. Processo de filtracdo da agua realizado no INCQS — Fiocruz.

Legenda: A —membrana utilizada no processo de filtracdo; B: aparato montado dentro do fluxo para procedimento

de filtracdo a vacuo das amostras; C: membrana a filtracdo da &gua.

Todos os isolados foram identificados através de andlise protebmica pela técnica de
Espectrometria de Massas por lonizacdo e Dessorgdo a Laser Assistida por Matriz (MALDI-

TOF MS) no Laboratorio de Investigagdo em Microbiologia Médica do Instituto de
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Microbiologia Paulo Gées da UFRJ. Para o preparo das amostras, os isolados foram cultivados
em agar CLED a 37°C por 24 horas. Cada cultura bacteriana foi transferida para a microplaca
(96 MSP, Bruker-Billerica, E.U.A) e, ao sedimento bacteriano, foi adicionado uma solugéo de
lise (&cido formico 70% Sigma- Aldrich®) em quantidade suficiente para cobri-lo. Em seguida
1 uL de solugdo da matriz (acido alfa-ciano-4-hidroxi-cindmico diluido em acetonitrila 50% e
acido trifluoracético 2,5%, Sigma-Aldrich®) foi utilizado para cobrir o extrato bacteriano, para
finalmente ser processado.

Os espectros de cada amostra foram gerados em um espectro de massa (MALDI- TOF
LT Microflex Bruker, Bruker®) equipado com laser de 337 nm de nitrogénio no modo linear
controlado pelo programa Flex Control 3.3 (Bruker®). Os espectros foram coletados na faixa
de massa entre 2.000e 20.000 m/s e, analisados pelo programa MALDI Biotyper 2.0 (Bruker®).
O programa MALDI Biotyper 2.0, confronta os espectros da amostra desconhecida com as
amostras de referéncia no banco de dados e categoriza os resultados em uma escala que vai de
zero a trés (Figura 4), sendo que quanto maior o valor, mais confiavel € a identificacéo.

Considerou-se como uma identificagdo aceitavel aquelas que apresentaram valores > 2.000.

Score [dentificacio Simbolo Cor
2.300 — 3.000 [dentificacio altamente { +++) Verde
provavel
das espécies
2.000 —2.299 [dentificacdo segura do género | (++) Verde

e
provavel das espécies

1.700 — 1.999 [dentificacio provavel do (+) Amarelo
FENEro
0.000 — 1.699 Identificacdo ndo confidvel i-) WVermelho

Figura 5. Informac0es extraidas do programa Bruker Daltonik MALDI descrevendo o significado dos valores em
relacdo ao score obtido na amostra analisada.

Fonte: SOUZA, 2021.

3.4 Deteccao fenotipica de resisténcia aos antimicrobianos

3.4.1 Preparo do inéculo
Ap0s 24 horas de incubacdo em agar BHI a 35°C, as colbnias de Escherichia coli foram
ressuspendidas em solucdo salina 0,9 % (0,9 g de NaCl em 100 mL de agua destilada) ate se
obter uma turvacdo equivalente a escala 0,5 de McFarland, o que corresponde a uma
concentragéo de 1,5 x 108 UFC/mL.
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3.4.2 Teste de Disco Difusao

O teste foi realizado em conjunto com os testes confirmatdrios de Sinergismo de Disco
Duplo e o Disco Aproximagdo para avaliacdo da producdo de beta-lactamases de amplo
espectro em uma mesma placa, seguindo os padrdes estabelecidos pelo Brazilian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST, 2017). Assim, uma aliquota do in6culo com
concentracdo ajustada foi semeado na superficie do meio 4gar Mueller Hinton em placa de
140x15 mm. Discos dos antimicrobianos foram dispostos na placas (Tabela 1), conforme

apresentado na Figura 6. Posteriormente, as placas foram incubadas por 18 horas a 35° C.

Tabela 1. Antimicrobianos utilizados para o Teste de Difusdo em Disco, Teste de Duplo Disco e Disco
Combinado, separados por classe.

Amoxicilina + ac. clavulanico (20/10 pg); ampicilina (10 pg); aztreonam (30
ug); cefepime (30 pg); cefotaxima (5 pg); cefotaxima (30 pg); cefotaxima + ac.
Beta-lactamicos ] . o o
clavulanico (30/10 pg); cefoxitina (30 pg); ceftazidima (10 p); ceftazidima (30

Hg); ceftazidima + ac. clavulénico (30/10 pg)

Carbapenémico Meropenem (10 ug)
Aminoglicosideo Gentamicina (10 pg)
Fluoroquinolona Ciprofloxacino (5 ug)

CAZ - 10ug

Figura 6. Localizacdo dos discos de antimicrobianos na placa de agar Miller Hinton para leitura interpretativa.
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Legenda: AMC - Amoxicilina + ac. clavulanico (20/10 pg); AMP - ampicilina (10 pg); ATM - Aztreonam (30
pg); CPM - Cefepime (30 pg); CTXS - Cefotaxima (5 pg); CTX- Cefotaxima (30 pg); CTC - Cefotaxima + ac.
clavulénico (30/10 pg); CFO - Cefoxitina (30 pg); CAZ10 - Ceftazidima (10 p); CAZ - Ceftazidima (30 pg);
CZC- Ceftazidima + ac. clavulanico (30/10 pg); GEN- Gentamicina (10 p); CIP — Ciprofloxacino (10 p); MERO
— Meropenem (10 p).

A avaliacdo da resisténcia aos beta-lactamicos foi obtida, com auxilio de régua
milimetrada, através da afericdo do diametro dos halos de inibi¢do de crescimento dos discos
testados, sendo possivel verificar a sensibilidade, a resisténcia intermediaria ou a resisténcia

aos mesmos, considerando o padronizado pelo BrCAST (2022).

3.4.3 Confirmacéo da producéo de ESBL por E. coli
A confirmacéo da producdo de ESBL foi realizada através da leitura dos testes de disco
combinado e sinergismo em disco duplo, conforme ilustrado na Figura 6 e seguiu o

procedimento preconizado pelo BrCAST ilustrado na Figura 7.

Triagem ESBL
Escherichia coli

I/R a uma ou ambas cefotaxima e ceftazidima
/Vé-o
5\“\ \

SEM ESBL
Testes Confirmatdrios ESBL

L e

Disco Sinergismo de

Combinado Disco Duplo

\

Avaliagdo da 30
zona fantasma 150 mm
C

c
A
4

c
. ‘: )

AN=0

T A
X == "
> 5mm 2 <

b e

ccr

A
>5mm T
L]

®cax ¥

[x=-10

Figura 7. Esquema de triagem e confirmacg&o de ESBL.

Disco Combinado: Localizagdo dos discos de antimicrobianos na placa de &gar Miller Hinton para leitura
interpretativa. CAZ — ceftazidima 10 pg, CTX — cefotaxima 5ug, CZC — ceftazidima com &cido clavulanico 30/10
Mg, CTC — cefotaxima com &cido clavulanico 30/10 pg. Sinergismo de Disco Duplo: Localizagdo dos discos de
antimicrobianos, com distancia de 20 mm, na placa de dgar Miller Hinton para leitura interpretativa. AMC —
amoxicilina com &cido clavulanico 20/10 pg, CAZ — ceftazidima 30 pg, CTX — cefotaxima 30 pg, ATM —
aztreonam 30 pg, CPM — cefepime 30 ug.

Fonte: SOUZA, 2021 com modificagdes.
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3.4.3.1 Teste do disco combinado

Para cada teste, os discos contendo a cefalosporina de 30 pg isoladamente e em
combinagdo com o &cido clavulanico 10 g, foram aplicados. O halo de inibi¢do em torno do
disco de cefalosporina combinado com o &cido clavulanico é comparado com o halo em torno
do disco com a cefalosporina isoladamente. O teste é positivo se o didmetro do halo de inibigdo
com o disco combinado for pelo menos 5 mm maior do que aquele com o disco sem o &cido

clavulanico, conforme ilustrado na Figura 7.

3.4.3.2 Teste de sinergismo do duplo disco

Para o teste de sinergismo entre os discos de cefalosporina de terceira e quarta geracao,
os discos foram dispostos a 20 mm de distancia de um disco contendo o inibidor de beta-
lactamase. Tais discos foram posicionados na placa, sendo que no centro foi depositado um
disco de amoxicilina+acido clavulanico 20/10 g, e ao redor deste foram colocados discos das
cefaloporinas de terceria geracéo, cefotaxima 30 ug e ceftazidima 30 pg, e a cefalosporina de
quarta geracdo, cefepime 30 ug, junto a0 monobactamico aztreonam 30 g, a uma distancia de
20 mm, centro a centro, conforme exposto na Figura 7. Posteriormente, foram incubadas a 35°C
+/- 2 °C por um periodo de 18 horas. ApoOs a incubacdo, foi realizada a leitura, sendo
considerado resultado positivo para producdo de ESBL, quando houve a formacao de “zona
fantasma”, ou seja, as zonas de inibigdo em torno de qualquer um discos de cefalosporinas
ficaram aumentadas na direcdo do disco que contém o acido clavulanico, havendo uma
deformacdo no halo de inibicdo (BrCAST, 2017).

3.4.4 Deteccdo de AmpC

Na mesma placa, foram testadas a cefalosporinas de terceira geracdo cefotaxima, no
qual foram avaliadas as cepas que apresentaram resisténcia através de leitura interpretativa. A
avaliacdo da resisténcia foi obtida, com auxilio de régua milimetrada, através da afericdo do
didmetro dos halos de inibicdo de crescimento dos discos testados. As cepas que apresentaram

resisténcia a cefoxitina foram consideradas possiveis produtoras de AmpC (BrCAST, 2017).

3.4.5 Controle de qualidade dos testes

Foram utilizadas como controle para cada teste realizado neste trabalho as seguintes
cepas padrao: Escherichia coli ATCC25922 e Klebsiella pneumoniae ATCC700603 (BrCAST,
2017).
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3.5 Deteccgéo dos genes de resisténcia

3.5.1 Extracao do DNA bacteriano

O processo de extracdo do DNA total bacteriano foi realizado pela metodologia de lise
térmica, na qual cada isolado foi cultivado em 1,5 mL de caldo BHI a 35°C por 24 horas.
Posteriormente, os microtubos foram centrifugados por 2 minutos a 13500 g e 0 sobrenadante
descartado. O precipitado foi ressuspendido em 200 uL de &gua ultrapura e agitado em vortex,
sendo entdo incubadas a 100°C por 10 minutos. Em seguida, os microtubos foram resfriados a
temperatura ambiente e centrifugados por 2 minutos a 13500 g. Aproximadamente 180 pL do
sobrenadante foi transferido para novos microtubos de 600 pL que sdo armazenados a
temperatura de -20°C (FERIA, 2002).

3.5.2 Técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) e eletroforese em gel de agarose

Para verificar a presenca dos genes blacrx-m-1 € blacmy-2-iike fOi utilizada a técnica de
PCR preparando-se reagdes com total de 25 pL, sendo 2 uL de DNA; 3 mM de MgCl
(Invitrogen®); 0,2 mM de cada dNTPs (dATP, dGTP, dCTP e dTTP - Invitrogen®); tampéao
da Taq Polimerase 1x (Invitrogen®); 0,4 uM de cada primer descritos no quadro 2 e 1U de Taq
Polimerase (Invitrogen®). As sequéncias nucleotidicas dos primers e as condi¢Ges de

amplificacdo encontram-se indicados no Quadro 1.

Quadro 1. Descricéo dos genes utilizados, seus primers, sequéncias nucleotidicas e ciclo otimizado.

Genes Primers Sequéncias Ciclo

94°C 5 min, ( 94°C 1

blacTx-m F AAAAATCACTGCGCCAGTTC min, 55°C 1 min, 72°C

blactx-m R CCGTCGGTGACGATTTTAGCC |1 min) x40, 72°C 5

min.!

94°C 5 min, (94°C 1

blacmy-2- blacmy F GGG CCCGGACACCYTTTTGC | min, 54°C 1 min.,
like blacmy R | TAAGTG TAG ATG ACARCAGG | 72°C 1 min.)x 35,

72°C 5 min.2

blacTx-m-1

Legenda: 1 — (GESER et al., 2012); 2- (D’ ANDREA et al., 2006).

Os produtos do PCR foram avaliados por meio de eletroforese em gel de agarose (1,5%)

e revelados com Sybr Green (Invitrogen®). O gel sera visualizado sobre luz ultravioleta e

20



documentado no fotodocumentador (L-PIX EX) utilizando marcador de tamanho molecular de
100 pb (Fermentas®).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Qualidade Microbioldgica da Agua

Foi possivel observar a diferenca de valores de NMP de coliformes totais e
termotolerantes da agua na entrada e da saida do abatedouro (Figura 8). A agua da entrada
(corrego), coletada num ponto a montante do abatedouro, apresentou valores entre 450 e 780
NMP/100 mL de coliformes termotolerantes, valores considerados dentro do padréo exigido
pela legislacdo para agua de classe 2. No entanto, para os dois indices observa-se uma flutuacéo
de valores entre as coletas, mais discrepante para coliformes totais, onde na primeira apresentou
de 4,3x10* NMP/100 mL, enquanto na segunda foi de 780 NMP/100 mL e 1300 NMP/100 mL
na terceira. Essa variabilidade nos valores mostra que ha alguma fonte de contaminacdo no
percurso até o corrego, justificados pela quantidade de propriedades agricolas a montante do
abatedouro (SAMPAIO et al., 2019), que provavelmente descartam seus efluentes no leito do

cdrrego.

Primeira Coleta Segunda Coleta
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Figura 8.Valores de NMP em cada ponto de coleta.
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Legenda: A — primeira coleta, B —segunda coleta, C —terceira coleta. P1: Entrada do abatedouro, corrego que vem
direto do rio para dentro do abatedouro; P2: Tanque de equalizacdo, efluente bruto pos abate; P3: Estacdo de
tratamento propria do abatedouro e P4: Saida do efluente tratado.

A quantificacdo de coliformes no tanque de equalizacdo, apresentou uma densidade
populacional num intervalo de 107 a 10° NMP/100 mL para ambos os coliformes, totais e
termotolerantes. A presenca destes grupos de microrganismos no efluente bruto proveniente do
abatedouro é esperado, tendo em vista que aves sdo reservatdrios naturais de bactérias gram-
negativas, pertencentes do grupo coliformes. Tendo em vista que a agua participa de todo o
processo de abate, desde lavagem dos animais, carcacas e visceras e tbm do ambiente e
aparelhos utilizados, o nimero de microrganismos presentes na dgua ap0s o abate € justamente
um reflexo de toda essa cadeia (Carvalho et al., 2005). Ap6s o abate dos animais, o efluente
bruto é encaminhado para um tanque de equalizacdo, onde é separada a fase sélida da fase
liquida. A fase liquida € encaminhada para a estacdo de tratamento para um tratamento quimico
e direcionada para as piscinas de anaerobiose e aerobiose, para tratamento biologico e assim
por fim, ser descartada para o ambiente.

Os efluentes tratados apresentaram valores entre 1,3 x 108 NMP/100 mL e 2,3x108
NMP/100 mL para coliformes totais e 1,1x108 NMP/100 mL e 7,0x10® NMP/100 mL para
coliformes termotolerantes. Comparando a carga microbiana do efluente tratado com o efluente
bruto, pode-se perceber que ha uma diminuicdo da carga microbiana, podendo inferir que os
tratamentos realizados dentro do abatedouro estdo apresentando resultados. Porém, conforme a
Resolucdo 430 CONAMA, uma vez que o efluente, mesmo apos tratamento, apresenta uma
carga minima de coliformes termotolerantes na casa da 10° n&o poderia ser descartado no
cdrrego por exceder o limite maximo de qualidade para aguas de classe 2, que é 1000 coliformes
termotolerantes por 100 mililitros. Além disso, nem se fosse de classe 3 poderia estar ocorrendo
o0 descarte, visto que o limite é 2 500 coliformes termotolerantes /100 mililitros. Isso indica que
melhorias no tratamento desse efluente devem ser implementadas, na inten¢do da diminuicéo
da carga microbiana e adequacdo a legislacéo.

Uma vez que o tratamento do efluente do abatedouro ndo esta sendo eficiente, o seu
descarte continuo tende a aumentar o namero de coliformes do corrego, servindo como um
meio de disseminacdo de doencas transmitidas pela agua (DTA). Segundo a OMS, DTA sao
adquiridas por meio da ingestdo direta da &gua contaminada com microrganismo patogénico,

ou transmitidas através do contato direto com a essa agua e atividade rotineiras, além das
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doencas que podem ser adquiridas por terem seus vetores com parte do ciclo de vida
desenvolvido no ambiente aquatico.

Tendo em vista que o efluente final ainda apresenta coliformes, € interessante que o
abatedouro implemente diferentes tecnologias de tratamento de 4gua além das ja preconizadas.
No estudo de MEIRAMKULOVA et al., (2021), foi possivel observar que ao ser incluso no
tratamento de um abatedouro de aves as tecnologias de Eletroquimica associada com radiaco
UV foi obtido eliminacdo de 100% dos microrganismos. Quando feitos separadamente, E. coli
ndo era eliminada, apenas diminuia a presenca desta. Portanto, essas tecnologias fisicas que
afetam diretamente a estrutura celular bacteriana e por isso promovem sua morte, atreladas aos
tratamentos quimicos e biol6gicos podem ser sugeridas aos abatedouros, sempre atrelando com
a realidade do local.

4.2 Coleta e Identificacdo das Escherichia coli

Foram isoladas e identificadas 218 bactérias Gram-negativas a partir das amostras
obtidas na avaliacdo presuntiva. Verificou-se que 34,8% (76/218) eram Escherichia coli, sendo
31,6% (24/76) provenientes da entrada do abatedouro (P1), 19,7% (15/76) do tanque de
equalizacdo (P2), 19,7% (15/76) da estacdo de tratamento (P3) e 29% (22/76) da saida do

abatedouro para o rio (P4).
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Figura 9. Porcentagem de Escherichia coli nos diferentes pontos de coleta.

4.3 Andlise do perfil de Resisténcia aos Antimicrobianos
Como podemos observar na Figura 10, Ampicilina encontra-se sendo o antibidtico
menos eficaz com 57,4% (27/47) dos isolados apresentando resisténcia, como ja esperado visto

que Escherichia coli apresenta resisténcia intrinsecamente a este antibiético (BrCast, 2021) e €
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um dos beta-lactamicos mais largamente utilizados na producdo animal ha anos, com estudos
apresentando resisténcia em aves de abatedouro e granjas (Phiri et al., 2020); (Mgaya et al.,
2021). Nenhum isolado apresentou resisténcia ao carbapenémico meropenem, apresentando-se
como o antimicrobiano mais eficaz (Figura 10). Este dado ndo é uma surpresa, Visto que ndo
sdo medicamentos usualmente utilizados em producdo animal e até mesmo em humanos devem
ser administrados como Gltima alternativa (Kock et al., 2018). Desde de 2014 a ONU proibiu o
uso de carbapenémicos em animais de producédo, o que contribui para este resultado que vai de
acordo também com o que os estudos atuais encontraram (Homeier-Bachamnn et al., 2021;
Savin et al., 2021).
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Figura 10. Porcentagem de resisténcia encontrada para cada antibiético dentre os isolados resistentes.

Legenda: AMC - Amoxicilina + ac. clavulanico (20/10 ug); AMP - ampicilina (10 ug); ATM - Aztreonam (30
pg); CPM - Cefepime (30 pg); CTXS - Cefotaxima (5 pg); CFO - Cefoxitina (30 pg); CAZ10 - Ceftazidima (10
w); GEN- Gentamicina (10 p); CIP — Ciprofloxacino (10 u); MERO — Meropenem (10 p).

Dentre as cepas de Escherichia coli estudadas 61,8% (47/76) apresentaram resisténcia
a pelo menos um antibiotico, sendo dentre estas 6,38% (3/47) consideradas multidroga-
resistentes (MDR), ou seja, apresentaram resisténcia a pelo menos 3 classes diferentes de
antimicrobianos, neste caso, aminoglicosideos (gentamicina), quinolonas (ciprofloxacino) e os
beta-lactamicos (Tabela 2). Esse achado corrobora com a literatura, onde Escherichia coli MDR

ja foi comumente encontrada em aguas residuais de abatedouro aviario (Homeier-Bachmann et
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al., 2021); Savin et al., 2021). Achados como este sdo um alerta para a saude publica ja que
segundo O’Neil (2016), estima-se que, se nenhuma acdo for tomada, 0 mundo podera atingir
uma taxa anual de 10 milhGes de mortes até 2050 devido a infecgdes por bactérias
multirresistentes.

Em relacdo aos diferentes pontos de coleta (Figura 11), observa-se que o P1 (entrada)
apresenta menor diversidade de resisténcia a antibiéticos quando comparado ao que sai (P4),
indicando que ao fim do processo a dgua tratada que retorna ao rio possui uma carga de
resisténcia microbiana maior. Assim, como foi possivel observar com os resultados de NMP,
aqui também se consegue notar que o tratamento predominantemente utilizado no mundo, que
neste caso € uma combina¢do muito usual, conhecido como sistema australiano, onde ocorrem
processos quimicos e bioldgicos na estacdo de tratamento e segue por lagoas de estabilizacdo
(anaerdbias e aerdbias) (Bogea et al., 2022), ndo estdo sendo suficientes no que tange o controle
de coliformes termotolerantes e consequentemente permitindo a disseminacdo de Escherichia
coli resistentes para 0 meio ambientes. Nos estudos de Homier-Bauchman et al. (2021) e Savin
et al. (2021) os dados sdo similares, onde mesmo o abatedouro possuindo uma estacdo de
tratamento, a agua permanece sendo um veiculo de disseminacéo de resisténcia antimicrobiana
a diferentes classes. No Parana, Conte et al., (2017) reforca esse déficit do tratamento de agua
quanto a resisténcia antimicrobiana quando relata a presenca de bactérias gram-negativas

resistentes em diferentes etapas de uma estacao de tratamento.
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Figura 11. Porcentagem de Escherichia coli resistentes a cada antibi6tico testado nos diferentes pontos de coleta.
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Legenda: AMC - Amoxicilina + ac. clavulanico (20/10 pg); AMP - ampicilina (10 pg); ATM - Aztreonam (30
ug); CPM - Cefepime (30 pg); CTXS - Cefotaxima (5 pg); CFO - Cefoxitina (30 pg); CAZ10 - Ceftazidima (10
1); GEN- Gentamicina (10 p); CIP — Ciprofloxacino (10 w); MERO — Meropenem (10 p).
4.4 Avaliacéo fenogenotipica de Escherichia coli produtoras de ESBL e AmpC

Entre os isolados de Escherichia coli analisados, uma proporc¢do de 19,7% (15/76)
apresentou resisténcia ou um halo de inibigdo intermediario em relagdo a cefotaxima ou
ceftazidima durante a leitura interpretativa do antibiograma, indicando a possivel producdo de
beta-lactamase. Todos os isolados foram submetidos aos testes confirmatdrios fenotipicos para
producdo de beta-lactamase, nos quais 10,5% (8/76) foram positivos para o Teste de
Sensibilidade de Duplo Disco (TSDD) (Figura 12), 11,8% (9/76) para o Teste de Aproximacao
com Ceftazidima/Ceftazidima + Acido Clavulanico (CAZ/CZC) e 15,8% (12/76) para 0 Teste
de Aproximagdo com Cefotaxima/Cefotaxima + Acido Clavulanico (CTX/CTC). Houve

somente 3 isolados que positivaram nos trés testes confirmatorios. (Tabela 2)
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Tabela 2. Resultado feno-genotipico.

ISOLADO ORIGEM FENOTIPO TSDD CAZ/CZC CTZ/CTC GENES ENZIMA
226 Entrada AMP - CPM - CAZ - ATM - + + Nenhum ESBL
72 Entrada AMP — CFO - - - blacrxm1  ESBL e AmpC
168 Entrada CTX - - - blacwy-2-ike ~ ESBL e AmpC
13 Entrada AMP - - - blacTx-m-1 ESBL
162 Entrada GEN - - - blacmy-2-1ike AmpC
165 Entrada Nenhum - - - blacmy-2-tike AmpC
184 Entrada Nenhum - - - blacmy-2-tike AmpC
61 Entrada Nenhum - - + blactx-m-1 ESBL
63 Entrada Nenhum - - - blactx-m-1 ESBL
204 Entrada Nenhum - - - blactx-m-1 ESBL
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Legenda: AMC - Amoxicilina + ac. clavulanico (20/10 pg); AMP - ampicilina (10 pg); ATM - Aztreonam (30 pug); CPM - Cefepime (30 pg); CTX - Cefotaxima (5 pg); CFO
- Cefoxitina (30 ng); CAZ - Ceftazidima (10 w); GEN- Gentamicina (10 p); CIP — Ciprofloxacino (10 p); MERO — Meropenem (10 p).

Em verde estdo os beta-lactamicos em rosa macrolideo e em azul fluoroguinolona..

Em vermelho os 3 isolados MDR.
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Quando comparados os resultados da triagem com os de cada teste confirmatorio,
constatou-se que todos os isolados que apresentaram positividade no TSDD ja haviam
demonstrado o fendtipo de resisténcia comum para beta-lactamase de espectro estendido
(ESBL). Enquanto no teste CAZ/CZC 77,7% (7/9) e no CTX/CTC 75% (9/12) apresentaram
congruéncia com a triagem.

Quanto a deteccdo de beta-lactamase do tipo AmpC, somente 6,6% (5/76) isolados
apresentaram resisténcia a cefoxitina, algo ja esperado uma vez que a producdo natural de
AmpC por Escherichia coli é particularmente feita por promotores e atenuadores enzimaticos
fracos, ou seja, a producdo da enzima acaba sendo em uma quantidade baixa, ndo atingindo um
valor suficiente de enzimas que permita a demonstracdo fenotipica da caracteristica de
resisténcia dos isolados produtores de AmpC. Dentre estes isolados, 60% (3/5) indicaram

fenotipicamente uma possivel co-producéo de resisténcia associada a ESBL (Tabela 2)

Figura 12. Placa de antibiograma demonstrando um perfil fenotipico de uma ESBL. Seta demonstrando a
deformacéo de halo caracteristica de uma ESBL.

Fonte: Acervo pessoal.

Tratando-se dos dados genotipicos, dentre os 76 isolados, 21% (16/76) positivaram para
0 gene blactx-m-1, € 17,1% (13/76) para o gene blacmv-2-iike, ONde 6,5% (5/76) apresentaram co-
producdo do gene. Ao se comparar esses dados com o fenotipico, percebe-se que 68,7% (11/16)
possuiam o0 gene blactx-m-1 mas ndo apresentaram fenotipo de ESBL e 84,6% (11/13)
apresentaram o gene blacwmy-2-like SeM apresentar resisténcia a cefoxitina (Tabela 2). Segundo
Stokes, et al., 2015 isto pode ocorrer pois em ainda que teste fenotipicos indiquem a presenca
de ESBL, a multiplicidade de beta-lactamases presentes compromete a eficiéncia desses
resultados, sendo interessante identificar e distinguir as enzimas produzidas pelos seus subtipos

em nivel molecular. Portanto, embora os testes fenotipicos sejam essenciais para identificar os
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genes expressos pelos isolados resistentes, a frequéncia de producdo de ESBL pode ser

facilmente subestimada se ndo houver um estudo genotipico sequencial.

Figura 13. Eletroforese em gel do gene blacrx-m-1.
Legenda: do 1 ao 4 sdo amostras, CP — controle positivo, B — branco.
Fonte: Acervo pessoal.

Quanto a relevancia dos genes detectados, segundo um estudo feito por Pavez et al.
(2019), o gene blacTx-m-1 Ndo apenas foi 0 mais encontrado, como também obteve altas taxas
de co-producdo em abatedouro de frangos e Savin et al. (2020) relatou que este gene esteve
presente em 79,1% de seus isolados, tornando-se um dos determinantes de resisténcia mais
abundantes em E. coli produtora de ESBL. Lietal., (2019) também demonstrou em seu trabalho
que 0s genes de resisténcia a antibioticos tém diferentes eficiéncias de transferéncia, os genes
do grupo blacTx-.m apresentaram uma taxa de 100% de transferéncia ligada em todos o0s
transconjugantes. Assim, é possivel perceber o alto potencial de transferéncia genética deste
gene de resisténcia.

Os genes blacmy s@o comumente relatados no varejo de carne de frango no Brasil
(Botelho et al., 2015). Na Europa, blacmy-2 € 0 gene pAmpC mais prevalente e no Brasil genes
blacmy-2-iike foram os primeiros genes de pAmpC a serem relatados (Liebana et al., 2013). Ou
seja, a deteccao deste grupo de genes € extremamente associada a cadeia de producdo avicola e
preocupante ja que sdo correlacionados a elementos genéticos moéveis facilmente transferiveis
por inser¢des plasmidiais. Além disso, genes do tipo blacmy s&o associado aos antimicrobianos
criticamente importantes para os seres humanos e normalmente sdo capazes de promover a co-
producdo de outros genes de resisténcia, até mesmo de outras classes (Savin et al., 2020).
Assim, é importante que em estudos futuros sejam aplicados com metodologias moleculares

mais profundas, como sequenciamento e MLST para maior precisdo dos dados.
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Dentre os isolados que apresentaram fenotipo correspondente ao de ESBL, 50% (8/16)
ndo possuiam o gene blactx-m-1. Quanto ao gene blacmy-2-like, 0 MesMo ocorreu para 60% (3/5)
dos isolados. Isto pode ocorrer pois neste estudo utilizamos somente um gene de resisténcia
associado a cada grupo enzimatica aqui abordado, é possivel que estes isolados possuam outro
gene associado a este tipo de resisténcia apresentada fenotipicamente.

Cabe destacar o isolado 146, que apesar de ndo ter apresentado nenhum dos genes
pesquisados, seu perfil de resisténcia poderia ser associa¢do ou a uma co-producdo de AmpC e
ESBL, ou a presenca de uma AmpC de Espetro Estendido (ESAC) onde a enzima através de
mutacges torna-se capaz de hidrolisar cefepime, algo que ndo ocorre em produtoras naturais de
AmpC (Santiago, 2017), ressaltando a importéancia de se aprofundar esses achados em testes
moleculares futuramente.

A contaminagdo por patdgenos em ambientes aquéaticos &€ um problema sério e ainda
hoje com pouca visibilidade (Khan et al., 2018). Corpos d'agua possuem disseminadores de
microrganismos e genes de resisténcia bacterianos que podem afetar tanto humanos quanto
animais, servindo como via de introducao desses genes nos ecossistemas, alterando a populagéo
microbiana ambiental (Barrios et al., 2015). Ambientes aquaticos, principalmente composto
por aguas residuais, procedentes das atividades antropicas como criagcdo ou abate de animais,
possui maior eficiéncia na selecdo de populacbes bacterianas resistentes (Hobson et al., 202),
bem como na troca e obtencdo de genes ja que possui uma grande diversidade de espécies no
mesmo local (Garner et al., 2017). Sabendo-se disso, a agua sem o devido tratamento, € um dos
principais veiculos de transmissdo de microrganismos causadores de doencas e genes de
resisténcia.

Assim, pode-se dizer que agua residual de abatedouros torna-se uma ameaca a saude
compartilhada por pessoas e animais, além de representarem risco em potencial a0 meio
ambiente, sendo portanto um problema relacionado & Salde Unica ou “One Health”, que
segundo o painel de especialistas formado por profissionais da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE), Organizacdo das Na¢des Unidas para
Alimentacdo e Agricultura (FAO) e do Programa das Nacdes Unidas para o Meio Ambiente
(UNEP) a saude de seres humanos, animais domesticos e selvagens, plantas e ambientes sao
intimamente ligados e interdependentes, trazendo a necessidade de se visualizar todos esses
ambitos de forma Unica. Portando, a OMS define este conceito como uma abordagem para

elaboracao e implementacdo de programas, politicas, legislacdes e pesquisas com comunicagado
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entre multiplas areas e setores que trabalham de forma integrada a fim de alcangar melhores
resultados na saude publica (WHO, 2017).

5 CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados, foi possivel observar que mesmo o local seguindo
0 modelo padréo de tratamento de efluentes para abatedouros, a &gua a ser devolvida ao rio nao
esta adequada, com altos indices apresentados no NMP para coliformes totais e termotolerantes
como também com a presenca de Escherichia coli resistentes a mais de 3 classes de
antimicrobianos, produtoras de ESBL e AmpC.

Sendo assim, fazer o levantamento epidemioldgico deste abatedouro é uma forma de
mostrar a necessidade do monitoramento rotineiro das concentragdes dos principais parametros
que caracterizam estes efluentes e buscar novas tecnologias que possam ser mescladas com as
ja utilizadas, sempre adequando-se a realidade do abatedouro.

Cabe ressaltar que atualmente, no Brasil, sdo escassos trabalhos que abordem sobre
presenca de microrganismos resistentes sendo disseminados ou sobre seus genes de resisténcia
em efluentes de abatedouros, estudos desse tipo estdo sempre sendo relacionados a aguas
superficiais, estacOes de tratamento de afluentes e residuos de perimetro urbano e hospitalares.
Isto ocorre também pois as legislacbes vigentes ndo englobam outros microrganismos de
relevancia clinica, muito menos genes de resisténcia, portanto € importante que mais estudos
como estes sejam publicados para alertar aos 6rgaos responsaveis a necessidade de se ampliar
e atualizar as metodologias de avaliacdo da qualidade da &gua. Deste modo, o presente trabalho
possibilita entender o impacto desses estabelecimentos de produgdo como contribuintes para o
fendmeno da resisténcia antimicrobiana no modelo One Health, atingindo diferentes

ecossistemas e afetando consequentemente a salde humana e animal
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