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APRESENTAÇÃO 
As Ciências Biológicas integram diversas áreas do conhecimento que estudam os 

seres vivos e suas relações entre o meio ambiente, além de mecanismos e processos 
que acondicionam a vida. Sua integração envolve ciências da saúde, biotecnologia, meio 
ambiente, biodiversidade entre outros fatores. 

Descobertas e inovação no âmbito das Ciências Biológicas exigem a compreensão 
de que a vida se organiza no decorrer do tempo, com a ação de processos evolutivos, 
resultando na diversidade de formas sobre as quais atuam as condições ambientais e o 
desenvolvimento dos seres vivos. Diante disso, os seres humanos não estão isolados. Eles 
estabelecem sistemas que constituem complexas relações de interdependência.

Neste contexto a obra “Ciências Biológicas: realidades e virtualidades” foi 
contemplada com dois novos volumes. O volume 2 está organizado com 17 capítulos 
e o volume 3 com 15. Os capítulos contaram com a autoria de diversos profissionais, 
universitários e/ou pesquisadores de diferentes regiões do Brasil, que compartilham seus 
dados resultantes de pesquisas de natureza básicas e aplicadas, revisões de literatura, 
ensaios teóricos e vivências no contexto educacional relacionado às Ciências da Vida.

Desejamos que esta coletânea contribua para o enriquecimento da formação 
universitária e da atuação profissional no âmbito das Ciências da Vida. Agradeço os autores 
pelas contribuições que tornaram essa edição possível, e juntos, convidamos os leitores 
para desfrutarem as publicações.

Edson da Silva
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RESUMO:  O Brasil, um dos maiores produtores 
e o maior exportador de carne de frango no 
mundo, utiliza antimicrobianos como prevenção 
e tratamento de doenças com o propósito 
de melhorar a qualidade da carne. Porém, o 
uso de antibióticos de forma não racional nas 
granjas promove a seleção e disseminação de 
bactérias resistentes, podendo causar doenças 
para as aves e para os seres humanos. Assim, o 
monitoramento da resistência aos antimicrobianos 
na criação de animais é uma das estratégias para 
a promoção do uso racional de antimicrobianos. 
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O objetivo deste trabalho foi viabilizar uma técnica simples e rápida que pode ser utilizada 
para a pesquisa de bactérias multirresistentes em ambientes de produção animal. Esse 
trabalho detectou e quantificou bactérias multirresistentes presentes na produção de frango 
por meio da técnica de replica plating e semeadura em meios de cultura suplementados 
com antimicrobianos. A técnica proposta mostrou-se mais eficaz, econômica e aplicável na 
rotina microbiológica que as técnicas usualmente utilizadas, tornando viável sua implantação 
e possibilitando o monitoramento da resistência aos antimicrobianos na produção avícola. 
Além disso, possibilitou proporcionar uma maior segurança e qualidade ao frango brasileiro, 
contribuindo para o fortalecimento do Agronegócio brasileiro. 
PALAVRAS - CHAVE: avicultura, replica plating, cefotaxima, ciprofloxacina. 

DEVELOPMENT OF TECHNIQUES FOR ISOLATION OF MULTIDRUG-
RESISTANCE BACTERIA AT DIFFERENT STAGES IN POULTRY FARMING

ABSTRACT: Brazil, one of the largest producers and the largest exporter of chicken 
meat in the world, uses antimicrobials to prevent and treat diseases to improve the quality 
of the meat. However, the use of antibiotics in a non-rational way promotes the selection 
and dissemination of resistant bacteria, which can cause diseases for birds and humans. 
Thus, monitoring resistance to antimicrobials in animal husbandry is one of the strategies 
for promoting the rational use of antimicrobials. The objective of this study was to make 
possible a simple and fast technique that can be used for the research of multidrug-resistant 
bacteria in animal production environments. This study detected and quantified multidrug 
resistant bacteria present in chicken production using the replica plating technique and culture 
media supplement with antimicrobials. The proposed technique proved to be more effective, 
economical, and applicable in the microbiological routine than the techniques usually used, 
making its implantation viable and enabling the monitoring of resistance to antimicrobials 
in poultry production. In addition, it made it possible to provide greater safety and quality to 
Brazilian chicken and contributing to the strengthening of agribusiness.   
KEYWORDS: aviculture, replica plating, cefotaxime, ciprofloxacin. 

1 |  INTRODUÇÃO
De acordo com a Associação Brasileira de Proteína Animal (ABPA), em 2019, o 

Brasil destacou-se por ser um dos grandes produtores e exportadores da carne de frango, 
sendo o terceiro lugar na produção e o primeiro em exportação (ABPA, 2020). Para manter 
essa intensa produção, o Brasil utiliza uma grande quantidade de antibióticos (NETTO et al., 
2014). Porém, o uso excessivo desses fármacos pode selecionar bactérias multirresistentes 
(FOUNOU, 2016), consequentemente, trazendo riscos aos trabalhadores da granja e aos 
consumidores através da cadeia alimentar (PADUNGTOD,2008).

Os antimicrobianos na criação de animais são utilizados para uso terapêutico em 
animais doentes e na prevenção de doenças quando os animais saudáveis estão muito 
susceptíveis a desenvolvê-las (CARUSO, 2018). Entretanto, a alta demanda por aves e 
produtos avícolas, gera um confinamento de muitas aves em espaços pequenos e com 
isso, os animais ficam propensos a infecções bacterianas, necessitando de altas doses 
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de antibióticos (BHOGOJU et al., 2018). Logo, seleciona bactérias como Campylobacter, 
Escherichia coli e Salmonella resistentes (MURPHY, et al., 2018). Outro problema são 
as APEC (Avian pathogenic E.coli) multirresistentes, que podem causar aerossaculite, 
pericardite e sepse, entre outras doenças extraintestinais em frangos (YU et al., 2020), 
acarretando uma maior mortalidade e morbidade e portanto, perda econômica na indústria 
avícola (KIM, et al., 2020).

Os betalactâmicos são uma família de antimicrobianos compostos por penicilina, 
cefalosporina, carbapenens e monobactâmicos (SUARÉZ, 2009). Atuam inibindo a formação 
da ligação cruzada entre as cadeias polissacarídeas e de peptídeos, consequentemente 
impedindo a formação da parede celular bacteriana (CHEN et al., 2020). Além disso, 
representam a classe mais utilizada atualmente para doenças infecciosas (BUSH, 2016), 
por conta do seu amplo espectro e baixa toxicidade seletiva (VEIGA, 2018). A cefotaxima 
representa a terceira geração das cefalosporinas, com um amplo espectro e baixa toxicidade 
(ALTAYBAN et al., 2020).

Os beta-lactâmicos podem ser inativados por beta-lactamases, que podem hidrolisar 
o anel beta-lactâmico (KNOTT, et al.,1979). Um exemplo é a beta-lactamase de espectro 
ampliado (ESBL), uma enzima que hidrolisa monobactâmicos e cefalosporinas de terceira 
geração (PITOUT, 2008).  

A ciprofloxacina é um antibiótico da segunda geração das fluorquinolonas (ZHANG 
et al., 2018), o mais utilizado mundialmente por ser eficiente, segura e com um baixo custo, 
além de ser responsável por impedir o DNA girase bacteriano e estabilizar o complexo DNA 
topoisomerase (CONLEY, et al., 2018). 

A replica plating, segundo o estudo de Lederberg et al. (1952), foi desenvolvido com 
o intuito de facilitar os testes de rotina que envolvem inoculações repetitivas de muitos 
isolados em diferentes meios de cultura. Além disso, permite a cópia de um padrão de 
crescimento para outros meios, determina a sensibilidade das bactérias aos antibióticos 
e por fim, é efetivo para o isolamento de mutantes que necessitam de um ou mais fatores 
novos de crescimento. 

Por conta da disseminação de bactérias multirresistentes na produção aviária, 
o objetivo desse trabalho foi padronizar e aprimorar a quantificação destas bactérias 
pela contagem em placa contendo os antibióticos cefotaxima e ciprofloxacina através 
da semeadura e da replica plating. O desenvolvimento desta técnica torna viável sua 
implantação para quantificação de bactérias multirresistentes em granjas avícolas. A 
quantificação poderá auxiliar o poder público a monitorar a resistência antimicrobiana 
nos aviários e assim controlar a disseminação e contribuir para o uso responsável dos 
antimicrobianos.
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2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Amostras
As amostras foram coletadas em três momentos diferentes da criação de frango 

(Aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA/UEL, n°22867.2015.23). 
Foram coletadas amostras da cama de produção/alojamento por meio de propés, 
conservado em uma sacola estéril contendo água peptonada. Na primeira coleta, as aves 
estavam com 33 dias de vida, na segunda coleta, 1 dia de vida e na terceira coleta, 40 dias 
de vida. Todas as coletas foram realizadas em granjas diferentes. Nas três coletas, foram 
realizadas o pool das amostras (dois propés por granja) e após esse procedimento, por 
meio da diluição seriada, as diluições de 10-1 a 10-4 foram plaqueadas (Fig. 1). 

Figura 1. Organograma demonstrando as semeaduras realizadas após a diluição (10-1 a 10-4) e a 
Replica Plating. CTX: Cefotaxima, CIPRO: Ciprofloxacina, C/C: Cefotaxima/Ciprofloxacina.

2.2 Semeadura
Após a preparação da diluição seriada, 100L das amostras diluídas, de 10-1 a 10-4, 

foram semeadas com o auxílio da Drigalski no meio Ágar Vermelho Violeta Bile Glicose 
(AVRB) (Fig. 2), AVRB contendo cefotaxima (CTX), AVRB contendo ciprofloxacina (CIPRO) 
e AVRB contendo cefotaxima e ciprofloxacina (C/C). O meio de cultura AVRB é seletivo e 
contém glicose, utilizado para a enumeração de enterobactérias em produtos alimentícios 
(Manual Oxoid). A concentração utilizada de cefotaxima e ciprofloxacina foi de 8g/mL. As 
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placas foram incubadas por 24h a 37°C. Por fim, foi executado a contagem das placas 
e consequentemente, as placas de AVRB com contagem de 30 a 300 colônias, foram 
utilizadas como placa mestre para a replica plating.

Figura 2. Semeadura com o uso da Drigalski no meio Ágar Vermelho Violeta Bile Glicose (AVRB).

2.3  Replica Plating
Esta técnica desenvolvida por Lederberg et. al (1952), possibilita a cópia de um 

padrão de crescimento de uma placa para outras contendo outros meios. Além disso, 
pode determinar a sensibilidade da bactéria aos antibióticos. Para realizar essa técnica, foi 
utilizado um carimbo revestido por pano de veludo que foi recortado em quadrado de 20 cm 
devidamente autoclavado (Fig. 3). Desse modo, o carimbo foi pressionado levemente por 5 
segundos na placa mestre em que o crescimento estava presente (Fig. 4 e 5) e transferido 
para as placas que continham cefotaxima, ciprofloxacina e os dois antibióticos associados. 
As placas foram autoclavadas por 24h a 37°C. Após esse processo, foi executada a 
contagem das placas e a comparação com a placa mestre. 
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Figura 3. Materiais da replica plating: Carimbo e pano de veludo.

Figura 4.  Semeadura e replica plating: Carimbo e a placa mestre (AVRB) com crescimento microbiano 
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Figura 5.  Semeadura e replica plating: O carimbo foi pressionado levemente por 5 segundos na placa 
mestre que continha o crescimento. 

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
Foi efetuada a semeadura em AVRB sem antibiótico para que fosse viável utilizá-la 

como placa mestre na replica plating e comparar os resultados da semeadura direta das 
diluições com as placas da replica plating. Dessa forma, tanto para a leitura da semeadura 
das diluições quanto para a placa mestre da replica plating, foram utilizadas as placas 
contendo de 30 a 300 colônias. 

Através da replica plating, foi possível a quantificação do número de isolados sem 
antibiótico (placa mestre), o número de isolados resistentes a cefotaxima, ciprofloxacina e 
aos dois antibióticos associados (Fig. 6): 
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Figura 6.  Placas com presença de crescimento microbiano após a semeadura por replica plating. Placa 
mestre, AVRB + Cefotaxima, AVRB + Ciprofl oxacina, AVRB + Cefotaxima/Ciprofl oxacina

A seguir, o gráfi co (Fig. 7) envolvendo os resultados. 

Figura 7.  Gráfi co comparativo do número de bactérias crescidas (log) por plaqueamento direto da 
diluição e por replica plating. CTX: Cefotaxima, RP: Replica plating, Cipro: Ciprofl oxacina. Não existe 

diferença signifi cativa entre os métodos (p-valor=0,1947).

Ao comparar os dados obtidos com o crescimento bacteriano do plaqueamento por 
meio das diluições em placas suplementadas com antibiótico com os da replica plating, 
observamos os seguintes resultados: Executando o teste de normalidade de Shapiro-
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Wilk por meio do Software R, notou-se que os dados seguem a distribuição normal 
(p-valor=0,8009). Logo, foi realizado o teste T de Student para comparar duas amostras 
pareadas, comparando os resultados adquiridos na semeadura com os da replica plating. 
Com isso, o teste indicou a ausência de diferenças significativas entre os métodos 
(p-valor=0,1947). Concluindo, a semeadura e a replica plating apresentam resultados 
semelhantes. Porém, a replica plating apresenta vantagens por ser mais econômica e 
prática, em comparação a semeadura. 

4 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS
A padronização da técnica da replica plating é importante para que os laboratórios 

relacionados ao agronegócio possam utilizar para a quantificação de bactérias 
multirresistentes, visto que apresentam um método mais prático e com um menor uso de 
placas. Dessa forma, por meio destes experimentos, comprovamos que a técnica da replica 
plating pode ser utilizada para a seleção de bactérias multirresistentes à beta-lactâmicos 
e quinolonas presentes na produção aviária. Além disso, é possível a contribuição para o 
monitoramento da resistência aos antimicrobianos e ao uso consciente de antimicrobianos, 
proporcionando uma maior segurança e qualidade ao frango brasileiro. 
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