C | én C | 3 DOI: 10.1590/1809-6891v26e-80467P
Animal
BraS| |e| ra e-ISSN 1809-6891

Brazilian Animal Science Medicina Veterinaria | Artigo cientifico

Genes de resisténcia a cefalosporinas e atividade antibacteriana
de Pereskia aculeata em Escherichia coli ESBL de frangos de corte

Cefalosporin resistance genes and antibacterial activity of Pereskia aculeata against ESBL-
producing Escherichia coli isolated from broiler chickens

Rafaela Galves Ferreira' (2}, Taniara Suelen Mezalira' "2, Dérick de Almeida Marchi*' 2/, Zilda Cristiani
Gazim' 2, Gabriela Catuzo Canénico Silva' 2, Suelen Pereira Ruiz' 2/, Jorcilene dos Santos Silva' 2,
Renata Katsuko Katayama Kobayashi? 2, Maisa Fabiana Menck-Costa?2’, Beatriz Cervejeira Bolanho

Barros®2’, Dayane Lilian Gallani Silva®*"2", Lucas de Almeida Reati''2’, Luciana Kazue Otutumi’

1 Universidade Paranaense (Unipar), Umuarama, Parang, Brasil RS*

2 Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina, Parana, Brasil Rd!

3 Universidade Estadual de Maringa (UEM), Umuarama, Parana, Brasil Rg*
*autor correspondente: derick.marchi@edu.unipar.br

Recebido: 11 de setembro de 2024. Aceito: 09 de junho de 2025. Publicado: 22 de setembro de 2025. Editor: Luiz Augusto B. Brito

Resumo: A resisténcia antimicrobiana em cepas de Escherichia coli tem contribuido para a busca por
produtos alternativos ao seu uso, como os extratos vegetais. O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil dos
genes de resisténcia a cefalosporinas em isolados de E. coli com fenétipo de producdo de beta-lactamase
de espectro estendido (ESBL), a composicao fendlica e a atividade antibacteriana do extrato etandlico de
Pereskia aculeata contra cepas isoladas de frangos de um dia de vida e em crescimento. Para determinar
a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do extrato etandlico
de P. aculeata, foram selecionados isolados de E. coli que apresentaram perfil ESBL em uma das origens
bla bla ebla,,,

CTX-M-1" CTX-M-2" CTX-M-8
foram detectados com maior percentual em isolados de frangos em crescimento. O extrato de P. aculeata

(pintos de um dia ou frangos em crescimento). Os genes de resisténcia bla

apresentou diversos compostos fenodlicos, sendo o acido malico e a rutina os predominantes. A determinacao
da CIM foi possivel em apenas dois isolados de E. coli, um do Aviario A (frangos em crescimento) e outro
do Aviario B (pintos de um dia). Em ambos os casos, a CIM foi de 20 mg/mL. Na cepa ATCC 25922 de E.
coli, utilizada como cepa padrao para a avaliacdo do teste, a CIM foi de 20 mg/mL. Conclui-se que isolados
de E. coli provenientes de pintos de um dia e frangos em crescimento carregam genes de resisténcia a
cefalosporinas, e que nao ha diferenca na CIM do extrato etandlico de P. aculeata Mill. quando comparadas
cepas com perfil fenotipico ESBL aquelas que nao apresentam esse perfil, demonstrando a necessidade de
estudos adicionais com plantas com potencial antimicrobiano.

Palavras-chave: blg
Ora-pro-nébis.

ey CONCeNntracao inibitéria  minima; concentracao bactericida minima;

Abstract: Antimicrobial resistance in Escherichia coli strains has contributed to the search for alternative
antimicrobial products, such as plant extracts. The objective of this study was to evaluate the profile
of cephalosporin-resistance genes in E. coli isolates with an extended-spectrum B-lactamase (ESBL)
production phenotype, and the phenolic composition and antibacterial activity of the ethanolic extract
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of Pereskia aculeata against strains isolated from 1-day-old and growing chickens. To determine the
minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of the ethanolic
extract of P. aculeata, E. coli isolates that exhibited an ESBL profile when isolated from either 1-day-old

CTX-M-1" blaCTX-M-Z' blaCTX—M—S’
detected in a higher percentage of isolates from growing chickens. The P. aculeata extract was found to

chicks or growing chickens were selected. The resistance genes bla and bla,,, were
contain several phenolic compounds, with malic acid and rutin being predominant. Determination of MIC
was only possible for two E. coli isolates (one from Broiler house A (growing chickens) and the other from
Broiler house B (1-day-old chicks) - and for the standard strain E. coli ATCC 25922; in all cases, the MIC was 20
mg/mL. These findings indicate that E. coli isolates from both age groups carried cephalosporin-resistance
genes and exhibit similar susceptibility to the P. aculeata extract, regardless of ESBL phenotype. These
results highlight the need for further research into plant-based antimicrobials.

Key-words: bla
Ora-pro-nébis.

cxmss Minimum inhibitory concentration; minimum bactericidal concentration;

1. Introducao

A avicultura é uma atividade econdmica de destaque tanto em nivel nacional quanto internacional.
A produtividade na avicultura pode ser aumentada por meio de melhorias em diversos aspectos, dentre
0s quais estdo genética, nutricdo, manejo de producdo, ambiente (instalacdes) e saude ™. A criacdo de
frangos de corte em alta densidade é uma estratégia que visa a aumentar a produtividade sem gerar
despesas adicionais para os produtores . No entanto, a criacdo intensiva em alta densidade pode
aumentar o risco de desenvolvimento de doencas ®, especialmente quando ocorrem falhas no manejo
dos animais. Isso torna necessario o uso de aditivos, como melhoradores de desempenho, para aumentar

as taxas de crescimento, a eficiéncia alimentar e reduzir a mortalidade @,

O surgimento da resisténcia antimicrobiana tem motivado mudancas nas abordagens da avicultura.
Desde 2010, a Alianca Tripartite formada pela Organizacao das Na¢des Unidas para Agricultura e
Alimentacao (FAO), juntamente a Organizacao Mundial de Saude Animal (WOAH) e a Organizacao Pan-
Americanada Saude (OPAS), assumiu um compromisso firme para combater a resisténcia antimicrobiana,
a fim de mitigar riscos sob a perspectiva da Sadde Unica ®. Dentre os diversos patdgenos de importancia
na avicultura, a Escherichia coli se destaca por seu papel no desenvolvimento de diversas infeccoes,
podendo atuar como agente primario ou secundario ©. Fatores de risco associados ao surgimento da
resisténcia antimicrobiana em cepas patogénicas de E. coli incluem o uso de antimicrobianos aliado a
praticas inadequadas de higiene, o que leva a pressao de selecao para cepas de E. coli patogénicas para
aves (APEC) .

Hu et al. ® relataram que cepas APEC causam doencas respiratdrias e sistémicas graves em varias
espécies de aves, representando problemas significativos para a industria avicola, além de desafios
associados a seguranca alimentar e ao bem-estar animal. Além disso, as cepas APEC tém sido associadas
a presenca de genes de resisténcia aos B-lactamicos ©, o que configura um problema de saude Unica,
sendo 0s genes mais comumente detectados em cepas isoladas de animais infectados pertencentes as

bla,, ebla_,, ".

familias bla e

TEM!
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Esses desafios tém motivado a busca por aditivos, como os extratos vegetais, que possam
servir como alternativas aos antimicrobianos. No Brasil, as espécies P. aculeata e P. grandifolia sao
popularmente conhecidas como Ora-pro-noébis, e suas folhas sdo consumidas como alimento em
algumas regibes devido ao alto valor nutricional, que incluem minerais e proteinas . Muitos estudos
avaliaram as propriedades antioxidantes das folhas de Ora-pro-nobis %%, no entanto, sdo necessarios
novos estudos para ratificar seus efeitos antimicrobianos.

Ainda assim, ha evidéncias de que o extrato de P. aculeata apresenta potencial antimicrobiano
significativo, como demonstrado por Pimenta et al. ¥, que observaram resultados positivos contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como contra alguns géneros fungicos especificos.
Garcia et al. " também observaram atividade antimicrobiana dos extratos de Ora-pro-ndbis contra
bactérias Gram-positivas, incluindo Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes e Staphylococcus
aureus, essa ultima resistente a meticilina, além de bactérias Gram-negativas, como E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Morganella morganii, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa, destacando a
acao de amplo espectro do extrato.

Segundo Moraes et al. 9, a presenca de compostos fenolicos nas folhas de P. aculeata explica sua
atividade antioxidante. Nessa pesquisa, verificou-se que diferencas no método de extracao influenciam
essa atividade, sendo observada maior incidéncia no extrato no qual foi utilizada acetona como solvente.
Além disso, ao realizar uma analise bibliométrica de artigos que discutem a atividade antioxidante,
Agostini-Costa et al. "*'” identificaram que nao apenas os fendlicos, mas também outras substancias,
como carotenoides, estdo associadas a atividade antioxidante.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi detectar genes codificadores de enzimas
cTx! bla
ESBL, isoladas de pintos de um dia de vida e frangos em crescimento, além de determinar a atividade

o P10,,,) em cepas de E. coli com perfil fenotipico

B-lactamases de espectro estendido (ESBL) (bla
antibacteriana do extrato etandlico de P. aculeata Mill. nessas cepas.

2. Material e métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Paranaense (Unipar), sob o nimero de protocolo 40065/2023. O estudo foi conduzido utilizando isolados
de E. coli oriundos de amostras de swab cloacal de pintos de um dia e, posteriormente, do mesmo lote
guando os frangos estavam na fase de crescimento (28 dias de idade). As amostras foram coletadas por
médicos veterindrios utilizando swab uretral umedecido em meio BHI (Brain Heart Infusion), realizando
compressdo com movimento rotatério na cloaca das aves.

2.1 Coleta e processamento das amostras

As amostras (n=20) foram coletadas em dois aviarios (A e B), localizados na regido noroeste do
estado do Parana (dez unidades por aviario). Cada amostra foi composta por um pool de dez aves.
Imediatamente apds a coleta, as amostras foram armazenadas em meio BHI, refrigeradas e processadas
no Laboratério de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Publica do Programa de Pés-Graduacao em
Ciéncia Animal com Enfase em Produtos Bioativos da Universidade Paranaense. Os isolados de E. coli
foram identificados por meio de testes bioquimicos, incluindo agar lisina ferro, citrato de Simmons,
meio MIO (motilidade, indol, ornitina), TSI (Triple Sugar Iron) e ureia, conforme metodologia descrita por
Quinn et al. "® em estudo anterior.
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Os isolados foram submetidos ao teste de disco-duplo sinérgico para identificacdo de cepas
produtoras de ESBL, de acordo com a metodologia descrita pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) 9. Resumidamente, discos contendo cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ), ceftriaxona
(CRO) e aztreonam (ATM) foram posicionados a 20 mm de um disco contendo amoxicilina/acido
clavulanico (AMCQ). Os isolados foram considerados produtores de ESBL com base na formacdo de uma
zona de inibigao irregular (zona fantasma) entre o disco composto e o disco de um dos antimicrobianos
beta-lactamicos.

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e a Concentragao Bactericida Minima (CBM) do extrato
etandlico de Ora-pro-nébis (P. aculeata Mill.) foram determinadas apenas para os isolados de E. coli que
apresentaram perfis ESBL ou variacdes de perfil (positivo-negativo/negativo-positivo) entre as origens
(pinto de um dia ou frango em crescimento), totalizando oito isolados do aviério A e seis isolados do
aviario B. A cepa padrao E. coli ATCC 25922 foi utilizada como controle.

2.2 Andlise molecular da presenca de genes ESBL ou de resisténcia a cefalosporinas

A partir das amostras isoladas, o DNA foi extraido por fervura a 100 °C por 10 minutos, sequido de
bla, ebla, (20-21) (Tabela
1). A PCR foi realizada utilizando o Promega PCR Master Mix (Promega, EUA), e o material amplificado foi

centrifugacao e retirada do sobrenadante para a pesquisa dos genes bla

apd SHV (

submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,5% e visualizado por coloracdo com Gel Red (Biotium). A
presenca de uma banda amplificada na regido especifica indicou resultado positivo.

Tabela 1. Primers utilizados para amplificacdo e sequenciamento de DNA para a deteccdo da presenca de genes
ESBL.

P
Alvo Gene bzrscej: Sequéncia do oligonucleotideo (5' - 3') Referéncia
bla.,,. 415 F- AAA AAT CAC TGC GCC AGTTC
R- AGCTTATTC ATC GCCACGTT
bla_,,,, 552 F- CGA CGCTACCCCTGCTATT
R- CCA GCGTCA GATTTTTCA GG
bla_, s 666 F-TCG CGT TAA GCG GAT GAT GC
R- AAC CCA CGA TGT GGG TAG C 19
y IOy 205 F- CAA AGA GAG TGC AAC GGA TG
esor R- ATT GGA AAG CGTTCATCA CC
bla_,, s 327 F- GCA CGATGA CATTCG GG
R- AAC CCA CGATGT GGG TAG C
bla.., 800 F- CATTTC CGT GTC GCC CTT ATTC 20
R- CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC
bla 713 F- CACTCA AGG ATGTATTGT G 21

SHV

R-TTAGCGTTG CCAGTGCTCG

2.3 Extrato etandlico de P. aculeata

As folhas de Ora-pro-nébis (P. aculeata Mill.) foram coletadas no Horto Medicinal da Universidade
Paranaense, localizado na latitude 23°46'10.9"S e longitude 53°16'39.6"W, na cidade de Umuarama,
estado do Parand, no inicio da manhd, durante o verdo. O material botanico de Ora-pro-nébis foi
depositado no Herbério do Horto Medicinal sob o registro n° 88 e foi registrado no Sistema Nacional
de Gestao do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o registro n°
AA63755.
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Ap0s a coleta, as folhas foram selecionadas, lavadas e secas em estufa de ar forcado a 35 °C por 15
dias. Posteriormente, o material foi triturado até atingir granulometria de 850 um. O pé foi submetido
a maceracao dinamica com renovacao do solvente (alcool etilico cereal 70° GL) a cada dois dias, por
aproximadamente vinte dias, na proporcao de 50 g para 1 L de solvente. A cada renovacao do solvente,
o material foi filtrado com gaze e funil.

O filtrado foi armazenado e, posteriormente, concentrado sob pressdao reduzida em evaporador
rotativo (Tecnal TE-211) a 35 °C até obtencao do extrato bruto. Em seguida, o extrato foi armazenado

congelado a -20 °C até seu uso para determinacao da composicao fendlica, CIM e CBM.

2.4 Analise da composicao fendlica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a

espectrometria de massas (MS)

O extrato foi ressuspendido em metanol (grau MS) e purificado com solucao de hidroxido de bario
1M e sulfato de zinco a 5%. Em seqguida, foi filtrado por uma membrana hidrofébica de PVDF (poros
de 0,45 um e diametro de 25 mm) e analisado por HPLC. Os compostos fendlicos foram detectados
utilizando HPLC (Shimadzu, modelo NEXERA X2) acoplado a um detector de massas (MS/MS, Shimadzu,
modelo 8050) e uma coluna Shimadzu C18 (5 um, 150 x 4,6 mm).

Para a eluicao, foi utilizada um gradiente linear composto por dgua Milli-Q (A) e metanol (B) conforme
segue: 1-9 min (20% B), 10-15 min (40% B) e 16-30 min (10% B). A temperatura foi fixada em 35°Ce o
volume de injecédo foi de 1 uL. O detector MS/MS foi operado em modo de varredura por 15 minutos.

A andlise da presenca de compostos fenoélicos foi realizada com o software Insight (Shimadzu), com
base nas curvas analiticas (10-250 pg/L) dos seguintes compostos: catecol, morina, isovanilina, acido
galico, quercetina, hidroxibenzaldeido, naringenina, siringaldeido, acido clorogénico, acido siringico,
acido protocatecuico, acido vanilico, acido salicilico, vanilina, acido ferulico, acido p-hidroxibenzéico,
naringina, acido p-cumarico, acido cafeico, aldeido coniferilico, acido sindpico, siringaldazina, catequina,
sinapaldeido, luteolina, rutina, teobromina, epicatequina, baicalina, crisina, acido quinico, acido malico,
kaempferol, cumarina, cafeina, acido resorcilico, acido nicotinico e acido fumarico ©?.

2.5 Determinacao da CIM do extrato etandlico de P. aculeata

A CIM foi determinada pelo método de microdiluicao em placas de 96 pocos com caldo Mueller-
Hinton, conforme CLSI ?¥, com modificagées para compostos naturais. O extrato foi dissolvido em
Tween 80 e avaliado em concentragdes de 20 a 0,039 mg/mL. A suspensao bacteriana foi padronizada
em solucao salina (0,85%) segundo a escala de McFarland 0,5 (aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL) e
posteriormente diluida na proporcao de 1:10 (1,5 x 107 UFC/mL).

Ap6s microdiluicdo seriada (1:2) do extrato, foram adicionados 50 pL (1,5 x 105 UFC/mL) de
cada inéculo. Em seguida, as microplacas foram incubadas por 24h a 37 °C, e a leitura foi feita para
determinacdo da CIM utilizando o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio como indicador de crescimento. A
CIM foi definida como a menor concentragao do extrato (mg/mL) que inibiu o crescimento bacteriano
visivel, conforme indicado pelo indicador de crescimento ?%. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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2.6 Determinacao da CBM do extrato etandlico de P. aculeata

A CBM foi determinada pela transferéncia de 5 uL da cultura de cada poco da placa usada na
determinacao da CIM para uma placa de agar Mueller-Hinton utilizando um replicador, seqguida de
incubacéo a 36 °C por 24 h. A CBM foi determinada com base na auséncia de crescimento bacteriano
visivel apds o periodo de incubacgéo .

2.7 Andlise dos dados

A analise descritiva dos dados foi realizada por meio do calculo das frequéncias absolutas (n) e
relativas (%).

3. Resultados e discussao

No presente estudo, nove de dez isolados (90%) de E. coli foram identificados em pintos de um dia
provenientes do Aviario A. Paralelamente, seis de dez (60%) foram identificados no pool do Aviario B.
Entre esses isolados, a maior porcentagem de cepas com perfil ESBL foi observada no Avidrio B (Figura
1). Quando os pintos atingiram 28 dias de idade, novas amostras de swab cloacal foram coletadas dos
dois aviarios. Nesse caso, 100% dos isolados foram identificados com E. coli (Figura 1). Dentre esses
isolados, 50% de cada um dos aviarios apresentaram perfil ESBL. Somente os isolados com perfil ESBL

foram avaliados quanto a presenca dos genes bla bla_, ebla,,

CTX-M!

Coleta de
Amostras

|
| 1

Pintos de 1 dia
(n=10)

Frangos de corte - 28
dias (n=10)

Axisrio A
(n=10)

Avisrio B
(n=10)

Aviario A
(n=10)

Axidrio B
(n=10)

)

9 isclados de E. coli
(90%%)

6 isclados de E. coli
(60%)

10 isolados de E. coli
(100%%)

10 isolados de E. coli
(100%%)

H

4 isolados ESBL

3 i1solados ESBL

5 1solados ESBL

5 1solados ESBL

positivos positivos positivos positivos
(44 .4%6) (509%%) (50%a) (50%)
L Genes do perfil ESBL L Genes do perfil ESBL L Genes do perfil ESBL L Genes do perfil ESBL

Figura 1. Fluxograma dos resultados do isolamento de cepas de E. coli, perfil fenotipico ESBL e isolados selecionados para
analise do perfil genotipico ESBL (bla, bla,, e bla

CTX-M/ SHV)'

Os isolados do Avidrio A apresentaram menor numero de cepas com perfil fenotipico ESBL (44,4%)
em pintos de um dia (Figura 1). Essa porcentagem aumentou numericamente nos isolados de frangos
em crescimento (50%). Em contraste, os isolados do Aviario B apresentaram 50% de perfil fenotipico
ESBL ja na fase de pintos.
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Segundo Dame-Korevaar et al. 29, os frangos sao importantes reservatérios de cepas bacterianas
produtoras de ESBL. Em sua revisao, cujo objetivo foi descrever possiveis vias de propagacdo de cepas
produtoras de ESBL, os autores identificaram rotas de transmissao vertical (por contaminacao do ovario
ou vagina, ou da casca do ovo) na incubadora, transmissao horizontal entre avidrios e transmissao
horizontal indireta entre galpdes por meio do contato com seres humanos, outros animais, equipamentos

e o ambiente.

Considerando que as amostras obtidas de pintos de um dia foram coletadas no momento do
desembarque das aves na granja, presume-se que a contaminacao dessas aves com cepas de E. coli
com perfil ESBL possa ter ocorrido de forma vertical, durante a permanéncia dos ovos na incubadora
ou mesmo no momento da eclosao. Deve-se, ainda, destacar que o aumento do percentual de cepas
produtoras de ESBL quando os animais atingiram 28 dias de idade (fase de crescimento) pode ser
explicado por contaminacao ambiental, uma vez que estudos relataram a presenca de cepas produtoras
de ESBL na cama ou ambiente de criacao ¥2?®, em moscas ?” e na agua de bebida ©? das aves.

Poroutro lado, Dierikx et al. ¢ avaliaram a presenca de cepas de E. coli produtoras de ESBL utilizando
o método fenotipico e confirmaram seus achados por meio de método genotipico em granjas de
frangos de corte no Reino Unido e na Irlanda. Os autores observaram que a prevaléncia de aves positivas
para ESBL aumentou na primeira semana, de 0 a 24% para 96 a 100%, independentemente do uso de
antimicrobianos, e permaneceu em 100% até o abate, corroborando o0 aumento de cepas positivas para
ESBL em frangos em crescimento em comparacdo aos pintos de um dia, conforme observado no Aviario A.

Dentre osisolados com perfil fenotipico ESBL submetidosaanalise do perfil genotipico deresisténcia,
100% e 66,6% dos isolados de pintos de um dia dos Avidrios A e B, respectivamente, apresentaram o

gene bla_,,, ., prevalecendo em relacao aos genes bla e bla Entretanto, nas cepas de E. coli

CTX-M- CTX-M-2 CTX-M-8°

isoladas de frangos em crescimento, observou-se maior percentual para os genes bla ebla

CTX-M-1 CTX-M-2' que

estiveram presentes em propor¢oes iguais nos isolados dos Aviarios A e B (80% e 60%, respectivamente).

Nenhuma das cepas de E. coli isoladas de frangos de corte do Avidrio A apresentou o gene bla_, ,, .

(Tabela 2). Destaca-se, ainda, que nenhuma das cepas de E. coli de ambas as granjas apresentou os

genes bla bla ebla,,.

CTX-M-9" CTX-M-25
Kim et al. ©, ao avaliarem a presenca de genes de resisténcia a 3-lactdmicos em isolados de E. coli
APEC provenientes de lesdes hepaticas de frangos com colibacilose na Coreia do Sul, detectaram os

bla e bla em 29,1%, 5,1% e 3,8% dos isolados, respectivamente. Salienta-se

genes bla.,, ., bla_,,, . CTXM-15

que a prevaléncia do gene bla no estudo de Kim et al. foi inferior a observada no presente estudo,

CTX-M-1
apesar de os isolados aqui avaliados terem sido obtidos de lotes de frangos de corte clinicamente

saudaveis.

llyas et al. 5 detectaram os genes bla bla e bla, em 71,2%, 67,5% e 62,2%,

CTX-M’ CTX-M-1
respectivamente, das cepas de E. coli isoladas de cecos de aves provenientes de mercados de aves

vivas em diferentes regides de Islamabad e Rawalpindi, no Paquistdo, o que corrobora parcialmente os
percentuais encontrados no presente estudo. Tseng, Liu e Liu "% relataram que os genes mais comumente

detectados em animais pertencem as familias bla_,,, bla,,, e bla entretanto, no presente trabalho,

TEM! CTX-M/

o gene bla , nao foi detectado.
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Tabela 2. Frequéncia de genes de resisténcia a cefalosporinas em isolados de E. coli de pintos de um dia e frangos em crescimento, e a concentragao
inibitéria minima (CIM) do extrato etandlico de P. aculeata Mill.

Perfil genético de pintos de um dia Perfil genético de frangos em crescimento

. Perfil Perfil
b AvEro eep e bﬁgx ——— blasy M ESBL — b(/la_czm ——— blasy  CIM
1 A ' . ' : : >20 : N/A N/A N/A N/A - >20
2 A + - : - - >20 - NA NA NA N/A 320
3 A : N/A - NA L N/A N/A >20 - : - - - >20
5 A : NA N/A N/A N/A >20 . ' - - >20
6 A : N/A N/A - N/A N/A >20 . ' . - - >20
7 A + + + - + >20 + + - - + 20
8 A + - + - - >20 - NA NA NA N/A 320
10 A - N/A_ N/A_ N/A N/A >20 . ' . - - >20
TOTAL 4/4 % 1/4 th 4/5 4/5 0 /5
(100%)  (75%)  (25%)  (25%) (80%)  (80%)  (0%)  (20%)
1 B + - : : : >20 : NA N/A NA N/A 20
2 B + - + - + >20 + + - - + >20
3 B : NA N/A N/A N/A 20 . ' . - - >20
8 B : N/A N/A - N/A N/A >20 . ' - . ' >20
9 B + + - + - >20 + - + + - >20
10 B : N/A_ N/A /A N/A >20 - : : : >20
TOTAL 213 173 173 173 3/5 3/5 2/5 2/5
(66.6%) (33.3%) (33.3%)  (33.3%) (60%)  (60%)  (40%)  (40%)

ID: Identificagdo; CIM: concentragdo inibitoria minima; N/A: ndo avaliado; + = positivo; - = negativo.
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Segundo Kim et al. ©, a variedade de genes de resisténcia a B-lactamicos identificada, associada a
presenca desses genes em plasmideos, facilita a transmissao entre bactérias, ressaltando a necessidade
de monitoramento continuo para rastrear cepas de E. coli patogénicas para aves em granjas avicolas.
Koga et al. ®? também enfatizaram que a produgao de ESBL confere multirresisténcia e representa risco
a saude, uma vez que esta frequentemente associada a plasmideos, facilitando a transmissao entre
bactérias de diferentes hospedeiros e sugerindo riscos zoonéticos.

A determinacao da CIM foi possivel apenas para dois isolados de E. coli, um proveniente do aviario
A, isolado de frangos em crescimento, e outro do avidrio B, isolado de pintos de um dia. Em ambos os
casos, a CIM do extrato foi de 20 mg/mL. Adicionalmente, a CIM do extrato perante a cepa padrao E. coli
ATCC 25922 também foi de 20 mg/mL.

Garcia et al. " confirmaram a atividade antimicrobiana do extrato das folhas de P. aculeata diante
de bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus
resistente a meticilina) e Gram-negativas (E. coli, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii,
Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa). De forma semelhante, Colacite et al. ©* avaliaram os
extratos metanolico e etandlico das folhas de Ora-pro-ndbis e observaram que o extrato metandlico
inibiu o crescimento de cepas de K. pneumoniae; no entanto, ndo observaram inibicdo perante as cepas
de E. coli.

Essas diferencas na atividade antimicrobiana podem estar relacionadas aos compostos bioativos
extraidos das plantas. Neste estudo, foram detectados catorze compostos fenodlicos, sendo o acido
malico o que apresentou maior concentracdo, sequido pela rutina e pelo acido fumarico (Tabela 3).

Tabela 3. Média + desvio padrdo da concentracdo (mg/100g) dos compostos presentes no extrato etanélico das
folhas de P. aculeata Mill. detectados por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Média £ desvio padrao

Compostos (mg/100g)
Acido cafeico 0.56+0.02
Acido clorogénico 0.13£<0.01
Acido ferulico 1.17+0.05
Acido fumarico 4.3240.10
Acido mélico 46.12+0.99
Acido nicotinico 1.73+0.05
Acido p-cumarico 1.65+0.07
Acido p-hidroxibenzoico 1.33+0.08
Acido protocatecuico 1.98+0.01
Acido resorcilico 1.95+<0.01
Acido siringico 0.43+0.02
Acido vanilico 1.10+0.02
Isovanilina 1.68+0.07
Rutina 20.66+0.98

Maciel et al. ®* relataram a presenca de cumarinas, compostos fendlicos, flavonoides e taninos no
extrato aquoso de P. aculeata. Garcia et al. " identificaram a presenca de acido cafeico, acido caftarico,
quercetina-3-O-rutinosideo, kaempferol e isorhamnetina-O-pentosideo-O-rutinosideo no extrato
hidroetandlico de P. aculeata, demonstrando variacdes nos compostos bioativos isolados.

Macedo et al. 39 observaram maiores concentracdes de acido clorogénico (35-52 mg 100g™) e
acido cafeico (~3 mg 100g”) em extratos hidroetandlicos das folhas de P. aculeata. Nesse estudo, a CIM
para a bactéria Gram-positiva S. aureus foi determinada em 50 mg/mL, e para E. coli nao foi possivel
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determinar a CIM ©9, o que corrobora os achados do presente estudo. Dentre os compostos bioativos
avaliados, Wong et al. ®® detectaram a presenca de quercetina no extrato aquoso de outra espécie, P.
bleo; entretanto, assim como neste estudo, ndao detectaram a presenca de acido gélico e catequina.
Esses estudos sugerem que ha variagdes no contetdo fendlico dos extratos de P. aculeata, e o presente
estudo contribui para a elucidacao dessa composicdao, uma vez que diversos compostos fendlicos nao
previamente relatados na literatura para esta espécie foram detectados.

A concentracdo maxima do extrato avaliada neste estudo foi de 20 mg/mL. Pandini et al. ©7”
classificaram concentracbes de extrato entre 12,5-25 mg/mL como moderadamente ativas,
demonstrando que é possivel avaliar concentragées mais elevadas do extrato. Ao comparar as cepas
para as quais foi possivel a determinacao da CIM, apenas uma delas apresentou perfil ESBL (Tabela 2),
demonstrando que novos estudos sao necessarios para verificar a possivel relacdo entre bactérias com
perfil de resisténcia e diferentes genes associados a resisténcia.

Na medicina veterinaria, infecces por E. coli sao prevalentes na rotina de profissionais que atuam
comanimais de producao ®®. Estudos demonstraram que cepas de origem avidria podem causar infeccées
em modelos experimentais utilizando mamiferos, reforcando assim a tese do potencial zoondtico ©%. No
entanto, ndo ha consenso quanto aos riscos a saude associados ao manuseio de produtos de origem
avicola ou ao seu consumo, o que reforca a necessidade de estudos adicionais ©®,

4. Conclusao

Os resultados deste estudo indicaram a presenca de genes de resisténcia em isolados de E. coli
produtores de ESBL provenientes de frangos de corte, validando a crescente preocupacdo com a
disseminacao de bactérias multirresistentes em granjas avicolas. Além disso, o extrato etandlico de P.
aculeata apresentou atividade antibacteriana limitada diante desses isolados, sugerindo a necessidade
de aprimoramento nos métodos de extracao ou sua utilizacdo em combinacdo com outros compostos.
Estudos futuros devem investigar diferentes técnicas de extracao, formulacdes e concentracdes, bem
como realizar ensaios in vivo, a fim de ampliar o potencial uso de aditivos naturais como alternativas
vidveis aos agentes antimicrobianos convencionais.
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