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Resumo: A carne de frango, devido as suas propriedades nutricionais, exige altos padrdes de qualidade para
atender as expectativas dos consumidores e mitigar riscos associados a microrganismos oportunistas. Diante da
crescente busca por alternativas ao uso indiscriminado de antimicrobianos, o Polihexametileno Biguanida (PHMB)
destaca-se como um agente tensoativo eficaz contra esses microrganismos. Este estudo teve como objetivo avaliar
o perfil de resisténcia bacteriana e a atividade antimicrobiana do PHMB em bactérias isoladas de figados de frangos
de corte. Para isso, a sensibilidade antimicrobiana foi avaliada utilizando o método de difusdo em disco em gar
Mueller Hinton. A Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) foi determinada por meio de testes de atividade
antimicrobiana em diluicdo em placa de poliestireno de 96 pocos, enquanto a Concentragdo Minima Biocida
(CMB) foi confirmada em concentracfes especificas. Os resultados do antibiograma indicaram uma resisténcia
acentuada aos antimicrobianos testados. No teste de atividade antimicrobiana, observou-se um efeito inibitorio em
todas as concentraces testadas, com confirmacao biocida em concentrages selecionadas. A consisténcia entre 0s
dados do estudo e a literatura reforca a validade dos resultados. Conclui-se que o PHMB, em baixas concentraces,
apresenta um leve efeito inibitorio no crescimento de bactérias isoladas de figados de aves. No entanto, estudos
adicionais sdo necessarios para confirmar esses achados.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana. Carne de frangos. Polihexametileno biguanida (PHMB). Resisténcia
antimicrobiana.
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Abstract: Chicken meat, due to its nutritional properties, requires high-quality standards to meet consumer
expectations and mitigate risks associated with opportunistic microorganisms. In light of the growing search for
alternatives to the indiscriminate use of antimicrobials, Polyhexamethylene Biguanide (PHMB) stands out as a
surfactant agent effective against such microorganisms. This study aimed to evaluate the bacterial resistance
profile and the antimicrobial activity of PHMB against bacteria isolated from broiler livers. To achieve this, the
antimicrobial sensitivity was assessed using the disc diffusion method on Mueller Hinton agar. The Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) was determined through antimicrobial activity testing by dilution in a 96-well
polystyrene plate, while the Minimum Biocidal Concentration (MBC) was confirmed at specific concentrations.
Antibiogram results indicated a marked resistance to the tested antimicrobials. In the antimicrobial activity test,
an inhibitory effect was observed across all tested concentrations, with biocidal confirmation at select
concentrations. The consistency between the study's data and the literature reinforces the validity of the results. It
is concluded that PHMB, at low concentrations, exhibits a mild inhibitory effect on the growth of bacteria isolated
from poultry livers. However, further studies are required to confirm these findings.

Keywords: Antimicrobial activity. Chicken meat. Polyhexamethylene biguanide (PHMB). Antimicrobial
resistance.

Introducéo

A avicultura no Brasil possui uma eminente importancia socioeconémica para 0
crescimento nacional, visto que a carne de frango é fonte de proteina animal mais utilizada no
Brasil, além disso, o sucesso da avicultura no pais deve-se ao grande volume produzido de carne
no comeércio brasileiro, como também pela admissdo do “sistema de integracdo” através das
agroindustrias e produtores rurais (CALDAS et al., 2019).

O rapido ciclo produtivo da cadeia de frangos de corte no Brasil apresenta vantagens
competitivas, devido a oportunidade de ter uma organizacao verticalizada e a proteina do frango
ser de pequeno custo. Essa cadeia produtiva tem como caracteristicas o uso de inovadores
sistemas de planejamento, organizagéo, coordenacdo, e em especial, pela inclusdo de novas
técnicas que tem como resultado, o crescimento da producdo (SCHMIDT, SILVA, 2017).

De acordo com os dados da Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2024),
no ano de 2023 a producéo de carne de frango no Brasil foi de 14,833 milhGes de toneladas,
colocando o pais como o maior exportador mundial de carne de frango, posi¢do ocupada pelo
pais ha mais de uma década, tendo embarques para mais de 150 paises e 0 segundo maior
produtor, ficando atrds dos Estados Unidos. Dentre as exportacfes, a ABPA, mostra que 0s
cortes de frango detém a maior quantidade do total de frangos exportados, sendo um total de
9,7 bilhdes de toneladas de cortes de frango em dezembro de 2023 (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL, 2024; SOUSA et al., 2023).
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A avicultura tem posto o Brasil em local de relevancia mundial, por ser um grande

exportador e produtor mundial de frangos. Além disso, a avicultura faz parte do agronegdcio
brasileiro, sendo esse segmento importante para a economia do pais. Como um indicador de
economia do pais, tem-se o Produto Interno Bruto (PI1B), no qual simboliza o montante de tudo
que foi gerado de bens e servigos gerais em uma determinada regido (OLIVEIRA, CARRARO,
2019; MEDINA et al., 2020).

De forma geral, o agronegécio em 2019 foi encarregado por 21,2% do PIB brasileiro,
enquanto a producdo agropecuaria no campo, foi responsavel por 4,8% do PIB. Em termos
extremos, o PIB do agronegdcio do Brasil é mais eficiente que poderosas economias mundiais,
tais como Irlanda, Malasia, Dinamarca, China e outras (MEDINA et al., 2020; LUZ,
FOCHEZATTO, 2022).

Ademas, com o aumento populacional, expande o consumo de carne de frango e com
isso a qualidade na producao dessa carne torna-se mais rigorosa, visto que o consumidor esta a
procura de alimentos de qualidade para o consumo. Contudo, essa qualidade na producéo sofre
desafios, no qual destaca-se a deterioracdo do alimento causado por diversos fatores, como
transporte, processamento e conservacdo no comércio. Além do mais, os alimentos avicolas
crus sdo mais vulneraveis a deterioragdo devido ao seu curto prazo de validade e as propriedades
organolépticas desagradaveis estar presentes durante o processo de deterioracdo (SPYRELLI
etal., 2020; HAYAT et al., 2021).

Caso ndo ocorra medidas preservativas de higiene durante a cadeia de processamento
da carne de frango, pode ocorrer a contaminacdo do alimento por bactérias deteriorantes, como
Pseudomonas, Salmonella, Brochothrix thermosphacta, leveduras, bactérias laticas e
coliformes (HAYAT et al., 2021).

Contudo, € notdrio que a carne de frango é altamente consumida no Brasil, devido os
diversos beneficios, como elevado teor de proteinas, vantagens nutricionais e preco baixo.
Apesar disso, a carne e seus derivados estdo suscetiveis a sofrer reacdes fisicas, quimicas e
microbiologicas, podendo afetar no gosto, textura e cor. Essas alteracdes estdo em combinacéo
com as condicdes de manejo da carne durante o abate, manipulacdo, tratamento e consumo
(PIMENTEL et al., 2019; FREITAS et al., 2019).

A carne de frango possui propriedades que a tornam um local benéfico para a

proliferacdo de microrganismos, como o pH neutro, elevada quantidade de agua e
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disponibilidade de nutrientes. Essas caracteristicas permitem a proliferacdo de patdgenos

responsaveis por Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA’s), podendo causar grandes danos
econdmicos e sociais (PIMENTEL et al., 2019).

Dessa forma é imprescindivel a realizacdo da avaliacdo microbioldgica da carne de
frango, sendo um parametro de grande relevancia para determinar a qualidade e inocuidade da
carne, além de investigar se os padrdes e especificacbes microbioldgicas estdo sendo atendidos
de forma correta. Para essa avaliacdo, pode ser utilizado o processo de pré-resfriamento, que
equivale ao rebaixamento da temperatura da carne. Este processo, deve ser feito imediatamente
apos a etapa de evisceracdo, no qual é empregada de forma a reduzir a contaminacao por
microrganismos de origem fecal, oriundo dos cortes das visceras do animal (MENEZES et al.,
2018; PIMENTEL et al., 2019).

Além disso, para ter um sucesso na producao da carne, crescimento do animal e evitar
perdas devido as doencas, sdo utilizados pelos produtores farmacos antimicrobianos para evitar
a contaminacdo por microrganismos. Contudo, o uso indiscriminado dessa classe de farmaco
pode ocasionar em resisténcia antimicrobiana que surge no animal e pode ser passado para 0s
humanos através da cadeia alimentar e do contato direto (XIONG et al., 2022).

A resisténcia antimicrobiana se tornou um problema de saude publica, devido ao uso
indevido dos antimicrobianos e a caréncia de novos antibidticos no mercado para solucionar tal
problematica. Além do mais, os tratamentos que utilizam os antimicrobianos se tornaram
ineficazes, além de trazer ndo somente problemas a salde publica, mas também a médicos e
pacientes, pesquisadores e para a industria farmacéutica, pois a resisténcia antimicrobiana afeta
a economia global e o bem-estar da populacdo (OLIVEIRA et al., 2020, TANG et al., 2023).

Com isso, novos meios alternativos vém sendo testados. A exemplo disso, tem-se 0s
polimeros catibnicos artificias que vem ganhando espaco na pratica clinica, por possuir acao
bactericida de amplo espectro e elevado indice terapéutico, a exemplo desse polimero tem-se o
polihexametileno biguanida (PHMB), tendo atividade contra bactérias gram-negativas e gram-
positivas, fungos, determinados virus e protozoarios. Sua acdo antimicrobiana deve-se a
habilidade do polimero em penetrar a membrana fosfolipidica bacteriana, resultando em sua
morte. O uso comum do PHMB é como biocida, porém, pode ser empregado como droga de
relevancia nas aplicacdes topicas (SOWLATI-HASHJIN et al., 2020; FIDELIS et al., 2023).
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Logo, o objetivo desse trabalho é avaliar a atividade antimicrobiana do PHMB em

bactérias isoladas de figados de frangos, a proteina animal muito consumida no pais.

Materiais e método

As anélises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia do Campus Central —
Anépolis, de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas Henrique Santillo (CET) da Universidade
Estadual de Goias.

Foram utilizadas cepas isoladas de figado de frangos de corte isoladas de 6rgdos
coletados de abatedouros frigorificos localizados no Estado de Goias e que estdo
supervisionados pelo Sistema de Inspe¢do Estadual (Agrodefesa). A coleta dos figados das aves
foram realizadas no momento em que os frangos estavam no abate, no qual foram coletados
figados de varios frangos e colocados em sacos plasticos transparentes, para posterior
isolamento das bactérias. A coleta foi realizada com luvas, sendo trocadas a cada vez que
retirasse um novo 6rgdo, a fim de evitar a contaminacédo cruzada.

A formulagcdo comercial do PHMB, Vantocil® IB solucdo aquosa a 20% (CAS n°
28757-47-3) foi cedida pela empresa Lonza Microbial Control (Sdo Paulo, Brasil).

Manutencdo das cepas

A manutencdo das cepas bacterianas foi realizada de acordo com SILVA et al., 2017,
tendo algumas modificacdes. Primeiro, foram realizados repiques das cepas em agar cetrimide
pela técnica de esgotamento por estrias e as placas foram incubadas por 24 horas a 35°C, com
a finalidade de se obter cepas isoladas.

Logo apos, foram transferidos de 3 a 5 coldnias isoladas e tipicas para um tubo com 15
mL de caldo Triptona soja (TSB) + 20% de glicerol, homogeneizando o tubo por 15 minutos
no agitador de tubos (vortex) e incubados a 35°C por 12 horas. Logo depois, foram transferidas
aliquotas de 1 mL para microtubos de Eppendorf, previamente esterilizados e identificados
apropriadamente. As aliquotas foram armazenadas a 8°C por 7 dias e posteriormente,

congeladas em freezer a - 80°C.
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Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Foi utilizado o teste descrito por BAUER et al. (1996) e CLSI (2017). O teste consistiu
em aplicar com swab esterilizado, os microrganismos isolados do figado de frangos em toda a
superficie de uma placa de Petri de 90 mm contendo agar Muller Hinton. Ap6s um periodo de
até 15 minutos, foram utilizados discos impregnados com o0s seguintes antimicrobianos:
amoxicilina (20 mg), bacitracina (10 mg), cefalexina (30 mg), ciprofloxacina (5 mg),
enrofloxacina (5 mg), estreptomicina (10 mg), gentamicina (30 mg), neomicina (30 mg),
sulfametoxazol-trimetropim (25 mg), sulfonamida (300 mg), penicilina (10 mg) e tetraciclina
(30 mg), sobre a placa semeada.

As placas foram incubadas por 24 horas em estufa bacteriol6gica com temperatura de
37°C. Ap6s aincubacao, os diametros dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano ao redor
de cada disco foram mensurados em milimetros, para determinacao da sensibilidade da amostra
bacteriana. Os halos foram interpretados nas categorias sensivel, intermediario ou resistente de
acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017). Foram escolhidos estes

pois sdo importantes na medicina veterinaria e em satde publica.

Concentracdo minima inibitoria (CMI)

Em microplacas estéreis de 96 pogos com fundo em “U”, munidos de tampa, foram
colocados 50 pL de caldo Mueler Hinton ajustado com in6culo bacteriano a 1 x 108 UFC.mL™*
e 50 pL do composto diluido em agua destilada. Nos pocos das colunas verticais 1, 2, 3,4 5¢e
6 foram utilizados para analise do composto a ser avaliado. Nas colunas horizontais, foram
usados de A a F para as distintas concentracdes a serem avaliadas do PHMB.

A coluna vertical 10 foi empregada para o controle da amostra do composto testado na
concentragdo das colunas verticais anteriores. Na coluna horizontal H, com os pocos da coluna
vertical 1, 2, 3, 4, 5 e 6 foram testados o controle do inéculo + cloranfenicol nas concentragdes
2, 4,8, 16, 32 e 64 pg.mL?, nas linhas 7, 8, 9, 10, 11 e 12 foram testados o controle de
crescimento microbiano (in6culo bacteriano + Mueler Hinton).

Os inoculos bacterianos foram feitos, por meio de suspensdo de col6nias de 24 horas de

crescimento em agar Mueler Hinton (MH). Foram transferidas algumas coldnias para solugéo
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salina a 0,9% estéril até obtencdo de uma turvacgédo correspondente a 0,5 da escala McFarland

(obtida de leitura por espectrofotdbmetro a 625 nm, a absorbancia variou de 0,08 a 0,10).
Alcancando um inéculo na concentragio de 106 UFC.mL™,

Depois, 50 pL de cada um desses indculos foram colocados nos pogos da microplaca,
exceto nos pocgos da linha vertical 10 e 12 que serviram como controle da esterilidade da
amostra com caldo MH.

A diluicdo final dos in6culos nos pogos ficaram em torno de 5 x 10° UFC.mL™ ou 5 x
10* UFC.mL* por pogo. A Figura 1 demonstra uma representacdo geral da microplaca que foi
empregada apds as diluicdes e inoculacdes.

Apdbs passados 24 horas da microplaca estéril de 96 pocos na estufa, para melhor
visualizacdo do ensaio, foi utilizado o corante de resazurina a 0,01%, preparado a partir de 0,1
g de corante diluido em 10 mL de soluc&o fisiologica a 0,9% estéril, ap6s homogeneizacéo, foi
transferido 1 mL do corante recém preparado para outro tubo de ensaio e completado com 9
mL de solucdo fisiologica a 0,9% estéril e homogeneizado em vortex. Apds a obtencdo do
corante na concentragdo desejada, foi transferido 25 pL do corante para cada pogo da
microplaca estéril de 96 pocos.

Figura 1 - Representacdo da microplaca de 96 que serd utilizada no ensaio de determinagdo da concentracao
minima inibit6ria para bactérias.
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Concentracdo minima biocida (CMB)

Para a determinacdo da Concentracdo Minima Biocida (CMB), foi retirado 100 uL de
cada pog¢o que ndo possui crescimento de bactérias perceptivel a olho nu, no qual foi inoculado
em placa de Petri contendo agar Miller Hinton. Em seguida, as placas foram levadas a estufa,
onde permaneceram por 24 horas a 37°C. Logo apo6s, foram analisadas quanto a presenca ou

auséncia de crescimento das bactérias.

Analises estatisticas

Foi realizado o teste de qui-quadrado (%) para avaliar a resisténcia antibacteriana e a
presenca ou auséncia de crescimento bacteriano nas amostras. As hipéteses testadas eram:
auséncia de associacdo significativa entre o tratamento com PHMB e a resisténcia ou
crescimento bacteriano (HO), e a existéncia de associacédo significativa (H1). Os dados foram
organizados em tabelas de contingéncia e analisados com nivel de significancia de 95% (p <
0,05). Quando o valor-p foi inferior a 0,05, a hip6tese nula foi rejeitada, indicando associacao

significativa entre as variaveis.

Resultados e discussao

Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Os resultados obtidos no teste de sensibilidade a antimicrobianos estdo apresentados a
seguir (Tabela 1).

Tabela 1 — Perfil de resisténcia antimicrobiana de bactérias isoladas de figados de frangos

*Antimicrobiano Perfil de resisténcia (%)
E.coli ATCC P. aeruginosa P. S. P. ES
ATCC vulgaris coagulase (-) aeruginosa coli
AMO (10 mg) 100% R 100% R 100% S 100% R 100% S 100% R
SUL (300 mg) 100% R 100% R 100% S 67% S 67% S 100% R
CIP (5 mg) 100% S 100% R 100% S 67% S 67% Sl 100% S
ENO (5 mg) 100% S 100% R 100% S 100% S 100% S 100% S
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GEN (30 mg) 100% R 100% S 100% S 67% S 100% R 100% S
BAC (10 mg) 100% S 100% R 100% R 67% Sl 100% R 100% R
CFE (30 mg) 100% S 100% R 67% R 67% SI 67% R 100% R
TET (30 mg) 100% S 100% R 100% R 67% R 100% R 100% S
SUT (25 mg) 100% R 100% R 100% S 100% S 100% SI 100% R
EST (10 mg) 100% S 100% R 100% S 100% SI 67%R 100% S
NEO (30 mg) 100% R 100% R 67% R 100% Sl 100% R 100% S
PEN (10 mg) 100% S 100% S 100% R 100% R 100% R 100% R

*Siglas dos discos e dos resultados: Amoxicilina (AMO), Sulfonamida (SUL), Ciprofloxacina (CIP),
Enrofloxacina (ENO), Gentamicina (GEN), Bacitracina (BAC), Cefalexina (CFE), Tetraciclina (TET),
Sulfazotrim (SUT), Estreptomicina (EST), Neomicina (NEO), Penicilina (PEN), R (resistente), S (sensivel), Sl
(sensibilidade intermediéria).

Fonte: CARMO, G. V. et al, 2023/ Classificacdo realizada de acordo com as Tabelas do CLSI (2017).

Os resultados demonstram que 0 microrganismo que apresentou maior sensibilidade aos
antimicrobianos testados foi a Proteus vulgaris (7/12) apresentando sensibilidade para
amoxicilina, sulfonamida, ciprofloxacino, enrofloxacino, gentamicina, sulfametoxazol +
trimetoprima, estreptomicina e neomicina, seguido da Escherichia coli (6/12), tendo
sensibilidade para ciprofloxacino, enrofloxacino, gentamicina, cefalexina, tetraciclina,
estreptomicina e neomicina. Por outro lado, nota-se uma grande resisténcia para o
microrganismo Pseudomonas aeruginosa, no qual mostrou resisténcia a 58% (7/12) dos
antimicrobianos testados, sendo intermediarios para dois dos 12 antimicrobianos.

O antibiograma € um ensaio que permite obter resultados padrdes em relacdo a
sensibilidade e/ou resisténcia de uma determinada bactéria aos antimicrobianos. A
determinacdo da sensibilidade é essencial para a determinacdo do tratamento. Os resultados
mostram ainda que os antimicrobianos utilizados no estudo, apresentaram eficaz para o
microrganismo Proteus vulgaris, no qual mostrou uma sensibilidade de 67% em relagdo aos
antibidticos testados. Outro microrganismo que apresentou alta sensibilidade foi a Escherichia
coli, tendo um resultado de 58% de sensibilidade. No setor avicola, os antimicrobianos séo
amplamente utilizados e muito eficaz no combate da Escherichia coli, entretanto vem
aumentando o indice de resisténcia desse microrganismo devido ao uso dos antibioticos,
devendo ter um manejo severo do uso desses farmacos (ZIMERMANN, ARAUJO, 2017;
BORTOLI, LARSEN, 2023).
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Nos resultados do presente estudo, o microrganismo Proteus vulgaris apresentou

resisténcia de 100% para o antimicrobiano penicilina, esse resultado pode ser respaldado por
El-Tarabili e colaboradores (2022), no qual obteve a mesma porcentagem para o microrganismo
e antimicrobiano citado, em seus estudos que avaliou a prevaléncia, perfil antibidtico,
determinantes de viruléncia, ESBLs e genes codificadores ndo f-lactdmicos de Proteus spp.
isolados de cées infectados.

Além disso, para os antimicrobianos amoxicilina, gentamicina e sulfametoxazol +
trimetoprima, obteve-se um perfil de sensibilidade de 100% e 100% de resisténcia para
tetraciclina, porém esses resultados ndo podem ser observados no mesmo estudo de El-Tarabili
e colaboradores (2022), no qual em sua pesquisa foi observado um perfil de resisténcia de
100%, 12%, 48% e 100% para amoxicilina, gentamicina, tetraciclina e sulfametoxazol +
trimetoprima, respectivamente.

Esses resultados podem estar relacionados com os diferentes organismos, visto que cada
organismo possui uma constituicdo especifica. Sendo assim, pode ocorrer divergéncias dos
resultados frente ao mesmo antibidtico, entretanto pode servir como base de comparacgdo para
estudos futuros.

Além deste, estudos encontrados na literatura, que analisou o perfil de resisténcia e ou
sensibilidade antibacteriana de enterobactérias coletadas de ovos de P. expansa, mostrou-se um
perfil de sensibilidade para Proteus spp. de 100% para o antimicrobiano sulfametoxazol +
trimetoprima, resultado esse que confirma os resultados do atual estudo. Além do mais, no
presente estudo nas trés leituras realizadas, obteve-se uma sensibilidade de 100% para o
antimicrobiano gentamicina, sendo que no estudo citado, foi observado um perfil de
sensibilidade semelhante para a gentamicina, sendo de 90,90% (SOBRINHO et al., 2020).

Ja em outros estudos que evidenciou as taxas de resisténcia bacteriana para a
gentamicina, no qual os resultados do estudo mostraram 100% sensivel a esse antibidtico,
corroborando os resultados da atual pesquisa. Porém, para a ciprofloxacina, os resultados foram
sensiveis nas trés leituras realizadas no atual estudo, sendo que para a pesquisa citada obteve-
se resisténcia de 11,7% para o antimicrobiano ciprofloxacino (SHERESTHA et al., 2017).

Para Escherichia coli, a atual pesquisa mostrou que das trés leituras realizadas obteve-
se 100% de resisténcia para o antimicrobiano sulfametoxazol + trimetoprima e amoxicilina,

esses resultados podem ser também, observados em estudos que avaliou a ocorréncia de genes
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resistentes a desinfetantes e antibioticos em Escherichia coli isolada de galinhas do Egito, tendo

0 mesmo perfil de resisténcia para o sulfametoxazol + trimetoprima e resultado semelhante para
amoxicilina sendo de 97% de resisténcia (IBRAHIM et al., 2019).

Ja em estudos adicionais, pode-se observar o mesmo perfil de resisténcia para o
antimicrobiano amoxicilina, tendo um resultado de 100% de resisténcia, estudo este que avaliou
antibidticos resistentes a Escherichia coli em frangos de corte na regido oeste e norte do Parana
(BORTOLI, LARSEN, 2023).

Em contrapartida, nota-se uma divergéncia de resultados nos estudos de Ibrahim et al.
(2019), quanto aos antimicrobianos, gentamicina, estreptomicina, e tetraciclina, no qual teve
um padrao de resisténcia de 64%, 97% e 94% respectivamente, resultado esse que confronta o0s
do presente estudo, no qual teve um padréo de 100% de sensibilidade para os antimicrobianos
supracitados.

Além desses, para 0 mesmo microrganismo (Escherichia coli), os resultados da presente
pesquisa mostraram sensibilidade de 100% para a penicilina e enrofloxacina, nas trés leituras
realizadas. O resultado para a penicilina pode ser respaldado por Hamed e colaboradores
(2021), tendo o mesmo perfil de resisténcia, porém ndo se pode dizer 0 mesmo para 0
enrofloxacina, visto que no mesmo estudo citado mostrou uma resisténcia média de 82,4%,
refutando os resultados da presente pesquisa.

Em relagcdo ao microrganismo Staphylococcus coagulase negativa, o presente estudo
mostrou em todas as leituras realizadas um perfil de 100% intermediario para a enrofloxacina,
e 100% de resisténcia para a penicilina, enquanto que para a tetraciclina, obteve-se sensibilidade
em duas leituras realizadas. Resultados semelhantes para a penicilina e tetraciclina podem ser
vistos no mesmo estudo de Hamed et al. (2021), no qual o perfil de resisténcia para o
antimicrobiano citado, em seus resultados no ano de 2019 apresentou 97% e 98% de resisténcia
respectivamente, entretanto ha uma divergéncia para os resultados da enrofloxacina que no
mesmo ano obteve-se 88% de resisténcia.

Pseudomonas aeruginosa sdo capazes de produzir ESBLs, estando presentes em
especial em enzimas B-lactamases de classe A, 0 que confere elevado grau de resisténcia a
cefalosporinas (MAPIPA et al., 2021). Essa informacéo pode ser confirmada com os resultados
do estudo, visto que para 0 microrganismo em questdo obteve-se 100% de resisténcia para a

cefalexina, um antimicrobiano da classe das cefalosporinas de 1° geracdo. Além disso, nos
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estudos de Mapipa et al., (2021), confirmou os resultados para o antibidtico ciprofloxacina,

apresentando resultados de quase 100% de sensibilidade para o antimicrobiano.

Para o antimicrobiano sulfametoxazol + trimetoprima, os resultados da pesquisa
mostraram-se 100% resisténcia em duas das trés leituras realizadas, para Pseudomonas
aeruginosa. Esse resultado pode ser visto em estudos adicionais encontrados na literatura, no
qual estudou isolados bacterianos de feridas infectados e seu padrdo de suscetibilidade aos
antimicrobianos, revelou que das cepas isoladas, Pseudomonas aeruginosa mostrou-se 100%
resistente ao antimicrobiano sulfametoxazol + trimetoprima (BESSA et al., 2013).

Além disso, foram observados resisténcia de 100% para a gentamicina em todas as
leituras realizadas pela presente pesquisa. Esse resultado também pode ser visto em dois estudos
encontrados na literatura, o primeiro que avaliou a resisténcia a medicamentos da pneumonia
associada a ventilagdo mecanica, tendo um resultado de 100% de resisténcia e no segundo
estudo que avaliou o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de cepas de Acinetobacter
baumanni e Pseudomonas aeruginosa isoladas de amostras de lavado traqueal, no qual as cepas
as cepas de Pseudomonas aeruginosa apresentou 64,44% de resisténcia para gentamicina
(BALHKY etal., 2014; GARCIA et al., 2021).

Os resultados apresentados na tabela sdo motivo de preocupacéo para a saude publica,
uma vez que refletem uma elevada incidéncia de resisténcia antimicrobiana em diversas cepas
bacterianas. A resisténcia generalizada a maltiplos antimicrobianos, evidenciada pelos 100%
de resisténcia em vérias categorias, alinha-se com a crescente preocupacdo global sobre a
diminuicdo da eficacia desses medicamentos. Tal resisténcia compromete as opcoes
terapéuticas disponiveis para infeccOes associadas a essas bactérias, gerando desafios
significativos para o controle de doencas e a administragdo de tratamentos eficazes.

Esses resultados refletem a preocupacédo global do século atual devido a crescente
resisténcia aos antimicrobianos pelos microrganismos, ocasionado pelo seu uso indevido e
exagerado, como também pela obtenc&o lateral de genes da RAM ou pelo aumento de mutacdes
pelos microrganismos, que origina as cepas resistentes. O uso indevido ndo esta somente na
terapéutica de doencas nos seres humanos, como também esta presente na satde dos animais,
que ndo é utilizado somente para a curar doengas infecciosas como também é utilizado para
promover o crescimento dos animais e como uso profilatico (BERMAN et al.,, 2023,
MEHROTRA et al., 2023; TANG et al., 2023).
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Também se deve considerar que o uso indevido dessa classe terapéutica contribuiu para

a disseminacdo da resisténcia antimicrobiana, diminuindo assim as possibilidades de
tratamento. Como exemplo tem-se cepas de Escherichia coli multirresistentes em aves,

carbapenem em aves, suinos e bovinos e cafatoxima em bovinos (BERMAN et al., 2023).

Concentracdo minima inibitéria (CMI)

Na andlise dos resultados obtidos no teste de Concentracdo Minima Inibitoria (CMI),
fica evidente que o PHMB (Biguanida Polimérica) demonstrou eficicia na inibicdo do
crescimento bacteriano. Este efeito inibitério foi comprovado através de uma andlise
colorimétrica utilizando o indicador de resazurina, onde se observou uma coloracdo azul,
indicando a auséncia de crescimento bacteriano. Importante destacar que essa acao inibitdria
foi observada em todas as concentragdes testadas para o referido produto, abrangendo uma faixa
de concentracdo de 0,2 mg.Lta 1,2 mg.L.

Os resultados evidenciam a eficacia do PHMB como agente inibidor das bactérias
analisadas, incluindo Escherichia coli ATCC, Pseudomonas aeruginosa ATCC, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus coagulase (-) e Proteus vulgaris, o que é
relevante para potenciais aplicacbes em ambientes em que a inibicdo bacteriana é desejada,
como no contexto da salde pablica e da indudstria alimenticia.

Além disso, o PHMB em concentracGes baixas mostrou-se notavelmente eficiente na
diminuicdo da carga bacteriana e na deterioracdo de carcacas de frangos tratadas com solucdes
de polihexametileno biguanida, podendo proporcionar o uso desses sanitizantes em outros areas
da industria de alimentos (PARREIRA et al., 2021).

Na Figura 2, estd uma representacdo visual do teste da concentracdo minima inibitoria
(CMI).

De acordo com os achados ilustrados na Figura 3 abaixo, fica evidente que o
Polihexametileno Biguanida (PHMB) exibiu notavel efeito inibitdrio em todas as concentragdes
testadas, sendo elas 0,2 mg.L %, 0,4 mg.L %, 0,6 mg.L%, 0,8 mg.L 2, 1,0mg.Lte1,2mg.L 2. Esse
efeito inibitdrio foi observado tanto nas bactérias isoladas do figado de frangos de corte quanto
nas cepas controle. A confirmacéo dessa inibicdo foi obtida por meio da aplicacdo do corante

de resazurina, resultando em uma coloracgéo azul.
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Figura 2 — Anélise da concentracdo minima inibitéria (CMI) do PHMB para bactérias isoladas de figado de
frangos.

' J
g?@@@@@@f“ @’Ee-
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Legenda: Coloracdo azul: inibicéo de crescimento bacteriano, coloracéo rosa: presenga de crescimento bacteriano
Fonte: CARMO, G. V. et al, 2023.

Para validar a precisdo da técnica utilizada, foram implementados controles positivos
(Caldo MH + PHMB) e controles negativos (Caldo MH). A presenca de crescimento bacteriano,
identificado por uma coloracao rosa, nos controles positivos e a auséncia desse crescimento nos
controles negativos indicam a eficacia do procedimento experimental.

A Concentracdo Inibitoria Minima (CMI) e definida como a menor concentragdo da
substancia em questdo capaz de inibir por completo o crescimento bacteriano (BONA et al.,
2014). O teste foi realizado em duplicata, sendo a leitura feita de forma visual pela presenca ou
auséncia de precipitando no fundo dos pogos da microplaca. Para confirmacédo da leitura, foi
escolhido o método de colorimetria utilizando o corante de resazurina, visto que o teste possui
auséncia de coloracdo, 0 método com o corante se tornou viavel.

O teste utilizando o corante de resazurina, € uma forma de medida facil e de curta
duracdo, as células quando vivas sdo ativas metabolicamente, tendo capacidade de reduzir o
corante, o qual sofre uma reacéo de oxirreducdo convertendo a resazurina em resorufina, tendo
sua cor alterada para rosa (MANSUR, 2021).

Conforme os resultados ja expostos, esses podem ser observados em estudos presentes
na literatura, que avaliou a atividade do PHMB e outros compostos contendo guanidino contra
Acanthamoeba e outros patdgenos oculares. Os resultados deste estudo revelaram que o
Polihexametileno Biguanida (PHBM) possui a menor concentracao inibitéria minima (CMI)
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para Staphylococcus aureus sendo de 2 pg.ml™ e um valor de 7,8 pg.mL™ para Pseudomonas

aeruginosa, demonstrando assim uma extensa atividade antimicrobiana para o PHMB
(RATNAYAKE et al., 2022).

Em outros estudos adicionais, no qual foi analisado a efetividade de compostos nédo
antibioticos contra bactérias isoladas de feridas cronicas e a interrupcdo de seus biofilmes,
demonstrou que entre os compostos analisados, 0 PHMB se mostrou mais eficaz contra as cepas
isoladas de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, apresentando valores de CMI
de 6,49 p.mL* e 5,19 pug.mL* respectivamente. Estes resultados podem ser observados também
nos dados do presente estudo, uma vez que para 0 microrganismo Pseudomonas aeruginosa o
crescimento foi inibido em todas as concentracOes testadas de PHMB (COLEMAN et al.,
2023).

Em outros estudos, no qual avaliou a atividade antibacteriana de hidrogel peptidico
induzido por eletrostatica contendo PHMB, evidenciou a atividade bacteriana do PHMB, tendo
valores de CMI de 4 pg.mL? e 7ug.mL* para Staphylococcus aureus e Escherichia coli
respectivamente, indicando que o hidrogel pode inibir o crescimento bacteriano em doses muito
pequenas. Vale ressaltar que nessa pesquisa, a inibi¢do do crescimento bacteriano aumenta de
acordo com 0 aumento da concentracdo do PHMB e néo foi observado o mesmo para o hidrogel,
indicando a que o responsavel pela atividade antibacteriana seja 0 PHMB (XIONG et al., 2022).

O efeito bactericida do PHMB também foi observado em outras pesquisas, em que foi
avaliado o efeito do PHMB na eliminacdo de biofilmes em combinagdo com surfactantes de
betaina. Em seus resultados, o PHMB foi capaz de romper de forma notavel o biofilme de
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli em concentracéo de 0,02%, porém essa atividade
bactericida ndo pode ser observada quando colocada frente ao surfactante de betaina, no qual
ndo apresentem nenhum efeito antibacteriano, sugerindo a acéo antibacteriana ao PHMB
(ZHENG et al., 2021).

Demais pesquisas, no qual avaliou a atividade antibiofilme do PHMB em modelos de
feridas em pele suina. Os resultados desse estudo mostrou que valores de CMI de 0,78 pg.mL"
! e 6,25 pug.mL* foram suficientes contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa,
respectivamente. Nos resultados do presente estudo, nota-se que a inibi¢cdo de Pseudomonas
aeruginosa ocorreu em concentragdes ainda mais baixas do que no estudo citado (GUEDES et
al., 2023).
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Concentracdo minima bactericida (CMB)

Os resultados para o teste de concentracdo minima bactericida estdo apresentados na

Tabela a seguir (Tabela 2).

Tabela 2 — Resultados da avaliagéo da concentragdo minima bactericida (CMB) de diferentes concentragdes do

PHMB para bactérias isoladas de figado de frangos

Bactéria Concentragéo 0,2 mg.L!
Escherichia coli ATCC +
Pseudomonas aeruginosa
ATCC i
Proteus vulgaris +
Staphylococcus coagulase (-) -
Pseudomonas aeruginosa +

Escherichia coli -
(+) Presenca de crescimento bacteriano; (-) auséncia de crescimento bacteriano
Fonte: CARMO, G. V. et al, 2023.

Conforme os dados da Tabela 2, destaca-se a auséncia de crescimento bacteriano em
condigdes especificas. Escherichia coli apresentou auséncia de crescimento na concentracéo de
0,2 mg.L?, enquanto Pseudomonas aeruginosa apresentou crescimento na mesma
concentragdo. Staphylococcus coagulase negativa também ndo demonstrou crescimento na

concentragdes de 0,2 mg.L™. Esses resultados sdo claramente visualizados a seguir (Figura 3).

Figura 3 — Teste de concentracdo méaxima biocida (CMB) para bactérias isoladas de figado de frangos.
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* Escherichia coli concentracdo de 0,2 mg.L* de PHMB (2A); Pseudomonas aeruginosa concentracdo de 0,4
mg.L* de PHMB (2b); Proteus concentracdo de 0,6 mg.L* de PHMB (2C); Staphylococcus coagulase (-)
concentracéo de 0,4 mg.L de PHMB (2D).

Fonte: CARMO, G. V. et al, 2023.

Conforme os resultados alcangados pelo teste de CMI, demostrou que o PHMB foi
capaz de inibir o crescimento bacteriano em todas as concentragdes testadas, a partir do CMI
foi realizado o teste de concentragdo minima bactericida (CMB) para as concentracGes de 0,2
ug.mL?, 0,4 pg.mL? e 0,6 pg.mL?, sendo possivel observar um efeito bactericida para
Escherichia coli na concentragéo de 0,2 pg.mL™, Pseudomonas aeruginosa nas concentracdes
de 0,4 ug.mLt e 0,6 ug.mL™* e para Staphylococcus coagulase negativa nas concentragoes de
0,2 ug.mLe 0,6 pg.mL%, ndo podendo observar nenhum efeito para Proteus vulgaris.

Em pesquisas identificadas na literatura, no qual comparou a distin¢do quimica, eficacia
antisséptica e citotoxicidade de duas biguanidas poliméricas, revelou um valor de CMB inferior
sendo menor que 0,05 mg.mL™* de PHMB contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa (REMBE et al., 2016).

Considerac0es finais
O estudo realizado obteve bons resultados para o teste de sensibilidade a
antimicrobianos, no qual foi analisado um perfil de sensibilidade alta para Proteus vulgaris e

Escherichia coli, entretanto essa alta sensibilidade ndo pdde ser observada para Pseudomonas
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aeruginosa no qual foi o microrganismo que apresentou alta resisténcia para os doze

antimicrobianos testados no estudo.

O Polihexametileno Biguanida apresentou atividade bacteriostatica, com concentracdo
minima inibitéria em todas as concentracfes testadas para todas as bactérias isoladas do figado
de frangos, como também as cepas controle, mostrando assim que o produto pode ser um
potente composto para a inibi¢do do crescimento de microrganismos oportunistas.

O PHMB apesar de apresentar acdo bacteriostatica em todas as concentragcées, ndo foi
possivel observar efeito bactericida em todas as concentracdes testadas, sendo a concentracéo
de 0,2 mg.L* a que possui maior efeito bactericida para a maioria das bactérias isoladas, sendo,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus coagulase negativa.

Contudo, os resultados apresentados neste trabalho, demonstram que o
Polihexametileno Biguanida (PHMB), apesar de apresentar certa toxicidade, potente efeito
inibitério e moderado efeito bactericida, € necessario estudos adicionais do efeito
antimicrobiano do PHMB, como em outras concentracdes e em microrganismos diferentes,

afim de avaliar a atividade antimicrobiana em situagéo real na producédo de frangos de corte.
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