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ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO E PERFIL DE RESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS DE ENTEROBACTERIAS ISOLADAS EM AVES
MIGRATORIAS DURANTE O PERIODO DE INVERNADA NO ESTADO

DA PARAIBA, NORDESTE DO BRASIL.

RESUMO

A migragdo é um comportamento biolégico de varias espécies de aves e que
pode favorecer a disseminacdo de microrganismos patogénicos através de longas
distancias, colocando em risco popula¢cdes de outras espécies de aves, mamiferos,
incluindo o homem. Muitos destes microrganismos podem ser resistentes a alguns
tipos de antibiéticos, sendo uma ameaca a saude pubica. Objetivou-se com este
estudo, isolar, caracterizar e avaliar o perfil de resisténcia de enterobactérias
encontradas em espécies de macaricos no periodo de invernada na Paraiba. Foram
coletadas amostras cloacais das espécies Arenaria interpres, Calidris pusilla,
Charadrius semipalmatus e Tringa flavipes. Foram isoladas 47 cepas de 14 géneros
bacterianos distintos para os quais foram testados 12 antibioticos; para o teste de
suscetibilidade in vitro através do método Disco-difusdo o maior indice de resisténcia
(68,8%) foi observado para todos os géneros frente ao amoxicilina+acido
clavulanico, seguido por cefoxitina (63,8%) e ampiciliana (63,8%); Das cepas
bacterianas que apresentaram halo fantasma, 6 (12,76%) cepas foram resistentes
ao aztreonam, 1 (2,12%) foram resistentes a ceftazidima, 1 (2,12%) para cefoxitina,
e 1 (2,12%) resistentes a Cefotaxima. Portanto, € importante o monitoramento de
aves silvestres, pois estas sdo potenciais reservatérios de microrganismos
patogénicos, com isso, auxiliam na disseminacéo de resisténcia antimicrobiana.

Palavras-chave: Enterobacteriaceae; migracdo; aves limicolas; resisténcia

bacteriana.



ISOLATION, CHARACTERIZATION ANTIMICROBIAL RESISTANCE PROFILE OF
ENTEROBACTERIA ISOLATED IN MIGRATORY BIRDS DURING WINTER
PERIOD IN PARAIBA STATE, NORTHEASTERN BRAZIL.

ABSTRACT

Migration is a biological behavior of several bird species and may favor the spread of
pathogenic microorganisms over long distances, putting populations of other species
of birds, mammals, including humans at risk. Many of these microorganisms may be
resistant to some types of antibiotics and pose a threat to public health. The objective
of this study was to isolate, characterize and evaluate the resistance profile of
enterobacteria found in species of tortoises in the wintering season in Paraiba.
Cloacal samples of the species Arenaria interpres, Calidris pusilla, Charadrius
semipalmatus and Tringa flavipes were collected. Seventeen strains were isolated
from 14 different bacterial genera for which 12 antibiotics were tested; (68.8%) was
observed for all genuses against amoxicillin + clavulanic acid, followed by cefoxitin
(63.8%) and ampicillin (63,8%); Of the bacterial strains that presented phantom halo,
6 (12.76%) strains were resistant to aztreonam, 1 (2.12%) were resistant to
ceftazidime, 1 (2.12%) to cefoxitin, and 1 (2.12% ) resistant to Cefotaxime. Therefore,
it is important to monitor wild birds, as these are potential reservoirs of pathogenic

microorganisms, thereby helping to disseminate antimicrobial resistance.

Keywords: Enterobacteriaceae; migration; waders; Bacterial resistance.
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INTRODUCAO

A migracdo €é um comportamento biolégico que se desenvolveu
independentemente, em Varios grupos animais, sdo movimentos direcionais em
massa de um grande namero de individuos de uma determinada espécie, no qual
populacdes realizam deslocamentos de forma ciclica e sazonal, geralmente
associados a fatores alimentares e reprodutivos necessarios ao ciclo de vida desses
animais (MORRISON, 1984 & ALERSTAM et al., 2003 ; BEGON et al., 1990).

As aves migratérias selecionam habitats de acordo com os habitos
alimentares, disponibilidade de recursos e taticas de forrageamento. Tais locais sédo
importantes, pois, ao realizarem longas migracdes, as aves precisam de areas
consideradas chave para realizarem processos fundamentais como muda,
alimentacdo e ganho de reservas energéticas que serdo necessarias para
prosseguir sua longa migracdo (RODRIGUES, 2007; AZEVEDO-JUNIOR et al.,
2002). Nesses locais, as aves alimentam-se de uma variedade de peixes, musgos,
algas, crustaceos, pequenos ovos de insetos e moluscos (MICHAUD; FERRON,
1990; SERRANO, 2010).

Periodicamente, os Charadriiformes migram para a costa sul-americana
durante o inverno, chegando a realizar rotas entre 12.000 a 25.000 km entre os
sitios reprodutivos e os de invernada e passam a maior parte do tempo nos sitios de
repouso, se alimentando e descansando a fim de acumular reservas para a proxima
etapa de voo (MYERS, et al., 2000). As aves chegam dos locais de reproducao entre
agosto e setembro, permanecendo nos sitios de invernada até abril (LARRAZABAL,
et al., 2002).

Algumas destas aves selvagens sdo de grande relevancia para a saude
publica. Sua migracdo por longas distancias e a mudanca de habitat as expdem
potencialmente a uma ampla variedade de patégenos e as torna potenciais
propagadoras de doencas infecciosas por varios paises, colocando em risco
populacdes de outras espécies de aves, tanto de vida livre como de cativeiro e
também mamiferos, incluindo seres humanos (ALTIZER et al, 2011; TAKEKAWA et
al., 2010; GOMES, 2015).
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Dentre esses patdégenos, se encontram o0s membros da familia
Enterobacteriaceae que tém como reservatorio o intestino do homem e animais e
podem causar infec¢des intestinais e extra intestinais em aves imunocomprometidas
(CORREA et al., 2013). Nesse aspecto, estas aves podem ser afetadas por
bactérias oportunistas como Klebsiella spp, Enterobacter spp, Proteus spp e
Citrobacter spp (GERLACH, 1994), Escherichia coli (CORREA et al., 2013; KNOBL
et al., 2011), Salmonella spp (VIGO et al., 2009; PICCIRILLO et al., 2010; TUNCA et
al., 2012).

Para o combate de muitas dessas infec¢cfes bacterianas, o uso de antibiéticos
diminui as taxas de morbidade e mortalidade. Contudo, além da transmissao desses
agentes patdégenos entre homens e animais, outra preocupac¢ao a ser considerada é
a transmissdo de importantes fatores de resisténcia pelo o mau uso desses
farmacos, acelerando o processo natural de resisténcia das bactérias contra os
antibidticos. Estudos realizados em psitacideos mostram que manter essas aves
podem albergar inUmeras bactérias que apresentam resisténcia a diversas classes
de antimicrobianos (HIDASI et al., 2013; CORREA et al., 2013; MATIAS et al., 2015;
COSTA, 2017).

Logo, a resisténcia bacteriana a antimicrobianos tem sido um problema
crescente referente as doencas em animais e humanos. Este assunto
frequentemente instiga um debate sobre a teoria que, a exposicdo aos
antimicrobianos exerceria pressao de selecdo para bactérias resistentes as drogas,
aumentando desta forma a quantidade de bactérias multirresistentes encontradas na
clinica veterinaria e humana (GIBBS et al., 2007). Assim sendo, 0 exame de
populacbes de aves a exemplo dos macaricos, que ndo sado frequentemente

expostas aos antimicrobianos poderia auxiliar na compreensao desse assunto.
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REFERENCIAL TEORICO

Aves migratérias no Continente Americano

Segundo o Comité Brasileiro de Registros Ornitolégicos (CRBO, 2014), o
Brasil € o segundo pais do mundo em diversidade de aves, com 1.901 espécies, e
sugere que ao menos 197 espécies apresentam algum padrdo de deslocamento
considerado migratério. Desse total, 53% (104 espécies) reproduzem no Brasil e
47% (93 espécies) possuem seus sitios de reproducdo em outros paises, seja na
regido circumpolar relacionada a América do Norte e Groelandia (aves
setentrionais), ou em areas no sul da América do Sul e Antartida (meridionais).

As aves migratorias sdo espécies que tém pernas mais altas e bicos mais
compridos para se alimentar de pequenos animais que se enterram na areia ou
estdo na superficie da agua, realizando anualmente as mais extensas migracdes
internacionais. Algumas se deslocam por mais de 30 mil quildmetros por ano, a
Paraiba esta entre os lugares de concentracdo de aves migratérias, encontrando-se

espécie na llha da Restinga e em Sao Joao do Cariri (ICMBio, 2014).

No outono de cada ano, milhares de aves que se reproduzem no hemisfério
Norte se deslocam para diversos locais ao Sul, fugindo do inverno boreal que se
aproxima e consequente reducdo na oferta e disponibilidade de alimento, sendo
estes comumente chamados de locais de invernada. Logo, voam em busca de locais
gue propiciem maior disponibilidade de alimento e habitat para continuacdo dos
processos biolégicos como as mudas de penas, para depois retornarem as suas
areas de origem completando assim seu ciclo biologico (SICK, 1997; ALERSTAM &
HEDENSTRON, 1998).

No Brasil, a regido norte é considerada porta-de-entrada dos migrantes
setentoriais no pais; a Amazonia e a zona costeira das regides Norte e Nordeste séao
locais com muitos registros de espécies migratérias do Hemisfério Norte. Estas aves
chegam ao pais entre setembro e outubro e regressam as suas areas de reproducéo

entre marco e maio (SICK, 2001) (Figura 1).
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Figura 1. Principais rotas migratérias que interligam as Américas do Norte, Central e do Sul.
Adaptado: Hurtado (2013).

As batuiras e os macaricos sdo dois dos grupos de animais com maior
capacidade migratoria, capazes de viajar milhares de quildbmetros a cada ano, de
forma que suas populacdes sdo compartilhadas por numerosos paises, e por isto

também é compartilhada a responsabilidade pela sua conservacao.

7

Em termos de acbes governamentais, o Brasil € signatario de acordos
internacionais relacionados a protecdo de espécies migratérias e dos habitats por
elas utilizados, como a Convencao Internacional para Conservacdo da Fauna, Flora
e Belezas Cénicas das Américas (Convencdo de Washington), a qual trata de
espécies migratorias em um dos seus capitulos, da Convencdo de Ramsar, relativa

a conservacao e ambientes aquaticos, e da Rede Hemisférica de Reservas para
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Aves Limicolas (aves que frequentam as zonas entre marés na busca de alimento,

ambientes alagados ou marginais a corpos d’agua) (ICMBio, 2016).

Estudos sobre migracdes de aves no Brasil ainda precisam esclarecer
lacunas de conhecimento sobre as rotas migratorias dentro do pais. As aves
marinhas constituem um grupo muito diversificado de espécies que se adaptaram
com grande eficiéncia ao meio marinho estas permitem que as mesmas aproveitem

0S recursos até entdo inacessiveis para as aves (BRANCO, 2004; BRASIL, 2017).
Familias Charadriidae e Scolopacidae

A ordem Charadriiformes tém varias espécies migratérias, estas seguem rotas
com deslocamento entre os hemisférios Norte e Sul do planeta. Dentre elas estdo o
Atlantico oeste, Atlantico leste, Interior americano, Pacifico leste e oeste, Africa,
mediterraneo, india e Asia-Australia (BOERE & STROUD, 2006). Enquanto que no
Brasil sdo descritas cinco rotas migratorias: Atlantico, Variagdo do interior do
Nordeste, Brasil central, Amazonia central, Pantanal e Oeste Amazonico (ANTAS,
1983).

Esta ordem inclui uma alta diversidade de aves aquaticas conhecidas
popularmente como macaricos, batuiras, gaivotas, perdizes-do-mar, trinta-réis,
narcejas, entre outras. As aves migratorias tém capacidade de armazenar
combustivel, principalmente gordura, para atravessarem barreiras ecolégicas em
seus longos voos com pouca ou nenhuma parada. Algumas espécies percorrem
anualmente distancias de até 40.000 km entre as éareas reprodutivas e nao
reprodutivas. (HEDENSTROM & ALERSTAM, 1992; SICK, 1997; ALERSTAM et al.,
2003).

A ordem dos Charadriiformes inclui 20 familias, 85 géneros e 366 espécies e
€ uma das maiores entre as aves (SIBLEY & AHLQUIST, 1990; CLEMENTS, 2000).
A familia Charadriidae é representada por 10 géneros e 67 espécies (PIERSMA &
WIERSMA, 1996). Sdo aves de pequeno e médio porte, entre 12-38 cm, com a
cabeca arredondada, largos olhos, bicos curtos e pontudos (MESSAGE & TAYLOR,
2005). Ocorrem em habitats abertos, secos ou alagados, costeiros, pastagens,
tundra, até estepes e areas semidesertas; possuem ampla distribuicdo mundial,
exceto na Antartida (PIERSMA & WIERSMA, 1996).
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A familia Scolopacidae é representada por 24 géneros e 86 espécies
(PIERSMA et al., 1996). Séo aves de pequeno a médio porte (12-66 cm) com pernas
curtas e longas, bico longo ou ligeiramente recurvado com funcao tactil para buscar
alimento no solo. Sao essencialmente costeiros e algumas espécies, continentais;
reproduzem-se em areas abertas na tundra, estepes articas, mas também em
ambientes alagados, lodosos, ou com vegetacdo rasteira e até areas florestadas
(PIERSMA et al., 1996, MESSAGE & TAYLOR, 2005). Ocorrem em todas as regides
biogeogréficas, a excecdo da Antartida (PIERSMA et al., 1996).

Entre as espécies encontradas na llha da Restinga podemos citar a Arenaria
interpres  (Linnaeus, 1758) Calidris pusilla (Linnaeus, 1766), Charadrius
semipalmatus (Bonaparte, 1825), Limnodrumus griseus (Gmelin, 1789), Tringa

flavipes (Gmelin, 1789) e Tringa semipalmata (Gmelin, 1789) entre outras.

As aves limicolas sdo extremamente diversificadas em tamanho e forma do

corpo, bem como padrdes de habitat e comportamento de forrageamento.
Familia Enterobacteriaceae

Segundo a Agéncia de Vigilancia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2004) maior e mais heterogénea familia de bactérias Gram negativas de importancia
médica. Sao considerados atualmente 27 géneros de 102 espécies e 08 subgrupos

indefinidos.

O grupo das enterobactérias sdo microrganismos Gram negativos, nao
esporulados, com motilidade variavel, oxidase negativos, sdo anaerobios facultativos
(crescem em aerobiose e anaerobiose), fermentam glicose com ou sem producéo de
gas, sdo catalase positivos, reduzem nitrato a nitrito e tém uma necessidade
nutricional simples. A falta de atividade citocromo-oxidase constitui um importante
caracteristica, visto que, pode separar enterobactérias de outros bacilos gram-
negativos fermentadores ou nao fermentadores (ANVISA, 2004; O° HARA, 2005;
KONEMAN et al., 2012; LAVAGNOLI et al., 2017).

A maioria das enterobactérias é encontrada no trato gastrointestinal de
humanos, reino animal, na 4gua, solo e vegetais 0s quais se tornam um potencial

reservatorio para esses agentes patogénicos.



23

As bactérias da familia Enterobacteriaceae sdo as principais responsaveis das
infeccdes intestinai, cerca de 70% as infec¢des urinarias e 50% das infeccdes
nosocomiais. As infec¢cfes mais frequentes sado causadas por Escherichia coli,
Klebsiella, pneumoniae, Enterobacter spp., Proteus spp., Providencia spp.,
Citrobacter spp. e Serratia marcescens (ANVISA, 2004; ASENSIO et al., 2011) .

Género Escherichia

Theodor Von Escherich foi o primeiro a descrever este agente em 1885,
denominado Bacterim coli commune e, em 1958, recebeu a denominacao atual,
Escherichia coli em sua homenagem (BERCHIERI JUNIOR et al., 2009).
Pertencente a familia Enterobacteriaceae, o género Escherichia compreende as
espeécies Escherichia coli, Escherichia blattae, Escherichia fergusonii, Escherichia
hermannii, Escherichia vulneris. Sendo a espécie mais importante E. coli (CAMPOS
& TRABULSI, 2002).

Escherichia coli € um bastonete curto, Gram-negativo, anaerdbico facultativo,
nao esporulado, medindo entre 1,1 a 1,5 um por 2 a 6 um, a maioria € movel, devido
a existéncia de flagelos peritriqueos. A temperatura 6tima de crescimento é por volta
dos 37 °C (BARNES et al., 2003; OLIVEIRA et al., EVANGELISTA, 1994; KAPER et
al., 2004; QUINN et al., 2005). Formam col6nias rosadas (lactose positiva) em meio
agar MacConkey, como propriedades bioquimicas, E. coli fermenta lactose, produz
indol a partir do triptofano, fermenta glicose pela via de acidos mistos. Nao produz
acido sulfidrico (H2S), sédo de oxidade negativa e catalase positiva, ndo utilizam
citrato como fonte de carbono (BOOP et al., 2003).

A E. coli tem uma grande importancia no campo da medicina tanto em virtude
das infeccbes que desencadeia como também pela origem de estirpes
multirresistentes aos antibiéticos utilizados para a terapéutica, profilaxia ou como

promotor de crescimento em amimais (MURRAY et al., 2007).
Género Klebsiella

O género Klebsiella spp foi assim denominado por Trevisan em 1885, em
homenagem a Edwin Klebs, microbiologista alemdo. Trevisan também foi
responséavel pela descri¢do da espécie K. pneumoniae (UMED, 2002; MARTINEZ et
al., 2004).
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Neste género, podemos destacar a Klebsiella pneumoniae que pode ser
encontrada em locais como plantas, solo, agua e esgoto (PODSCHUM & ULLMANN,
1998). E um bacilo Gram-negativo, aerobio facultativo, tem melhor crescimento em
condicdes aerbbias, ndo esporulado e de tamanho que pode variar de 0 a 1 um de
didametro e 0,6 a 6 yum de comprimento, imével. Em &gar MacConkey, produz
colénias réseas, brilhantes com aspecto elevado e com consisténcia mucoide. As
colénias sao grandes em razao de uma capsula mucoide polissacaridica (Antigeno
K) que as protege contra a fagocitose por granulécitos e ainda tem fungéo auxiliar na
aderéncia (UMED, 2002; MARTINEZ et al., 2004).

A Klebsiella spp destaca-se em suas propriedades bioquimicas pela reacéo
de oxidase negativa, fermenta glicose, reduz nitrato, lisina positiva, citrato e indol
negativos, triplice acgucar ferro (TSI) positivo com producdo de gas, metaboliza a
lactose e também hidrolisa a uréia, formando gas ou ndo. A maioria das amostras &
capaz de produzir o butilenoglicol como produto final da fermentacdo da glicose
(GALES, 1997; KONEMAN et al., 2001).

As bactérias produtoras de Beta-lactamases de espectro estendido (ESBL),
dentre as Gram negativas, sdo as maiores responsaveis pela ocorréncia e
disseminacdo mundial de resisténcia em ambientes hospitalares (ANVISA, 2001;
STURENBURG & MACK, 2003). Cerca de 2 a 5% das infeccbes hospitalares,
respiratérias e urinarias, estédo ligadas a estes de tipo de microrganismo. Pesquisas
indicam que metade de todos os genes produtores de ESBL ocorre em Klebsiella
pneumoniae (MARTINS-LOUROREIRO et al.,, 2001; PFALLER & SERGRETTI,
2006).

No Brasil, foram identificados casos de infeccdo pro Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) nas cidades do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Recife e Belo
Horizonte (SOARES, 2012; MONTEIRO et al., 2009; PAVEZ et al., 2009).

Género Pseudomonas

O género Pseudomonas faz parte da familia Pseudomonadaceae, cujos
membros caracterizam-se como bacilos gram-negativos retos ou ligeiramente curvos
e aerbbios estritos. A maioria das cepas apresenta motilidade por meio de um ou

mais flagelos polares, tendo um fundamental papel na patogenicidade. Podem medir
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cerca de 2 a 4 um de comprimento. Utilizam glicose e outros carboidratos, em geral
sdo citocromo oxidase positivos. Também podem apresentar a capacidade de
produzir pigmentacdo, como fluorescéncia de pirocianina (verde-azul) e pirogrina
(verde-amarelo); algumas cepas também podem produzir pigmentos vermelho-
escuro ou pretos (piorrubina e a piomelanina), finalmente, apresentam cheiro
caracteristico quando isoladas. (POLLACK, 2000; KONEMAN et al.,, 2001;
WASHINGTON JUNIOR, 2006; WILCOX, 2007).

Podem crescer bem em meio 4gar MacConkey, ndo sédo fermentadores de
acucares, sendo versateis nutricionalmente. Crescem prefencialmente a temperatura
de 30 a 37 °C, mas podem apresentar crescimento em temperaturas que variam de
5°C a 42 °C (KINSKA et al., 1999).

Pseudomonas spp pode ser encontrada na agua, solo, plantas e alguns
animais. Sua adaptacdo a varias condicdes ambientais contribui para o0 sucesso
como patégeno oportunista, causando infeccbes em seres humanos, principalmente
nos imunocomprometidos (POLLACK, 2000; TASHIRO et al., 2012).

A importancia clinica e epidemioldgica da Pseudomonas aeruginosa reside
principalmente nas infec¢des relacionadas ao ambiente hospitalar, sendo uma das
bactérias mais frequentes nessas infeccbes. Porém, podem ser responsaveis

também por infe¢cBes adquiridas na comunidade. (HARRIS et al., 1999).

Género Pseudomonas stutzeri

Pseudomonas Stutzeri foi descrita pela primeira vez por Burri e Stuter em
1955, sdo pertencentes ao género Pseudomonas, € amplamente encontrado em
solos, 4gua doce, oceanos e animais (LALUCAT et al., 2006). E uma bactéria Gram-
negativa aerobica e um tipo de bactéria desnitrificante que também é encontrado
difusamente em ambientes hospitalares (MALHOTRA et al., 2008).

Estudos fenotipicos realizados por (STANIER et al., 1966), demonstraram que
, além das suas colbnias tipicas, as cepas se apesentavam versateis
nutricionalmente, usando compostos de carbono raramente usados por outras
Pseudomonas (por exemplo, amido, maltose e etilenogicol). Cepas das espécies
foram identificadas entre desnitrificadores encontrados em materiais naturais. A

estrutura e consisténcia das colbnias sdao incomuns, colonias recém-isoladas sao
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aderentes, enrugadas, sdo na cor marrom-avermelhada e ndo amarela, tipicamente

duros, secos, se assemelham a crateras com cristas elevadas.

Cepas de P. stutzeri, como a maioria das Pseudomonas spp. reconhecidas,
podem crescer em meios quimicamente definidos, com ions amdnio ou nitrato e uma
Gnica molécula organica como a unica fonte de carbono e energia. Nenhum fator de
crescimento adicional € necesséario. Algumas cepas de P. stutzeri podem crescer

diazotroficamente. Essa caracteristica parece ser rara no género Pseudomonas.
Género Salmonella

O género Salmonella foi nomeado em homenagem ao cientista americano
Daniel Salmon, microbiologista veterinario dos Estados Unidos e tem sido
reconhecido como agente da doenca ha mais de 125 anos (GAST, 2003; CDC,
2014).

Salmonella € um bastonete Gram-negativo, hdo esporogénicos, anaerobios
facultativos e oxidase negativa. As bactérias deste género possuem a forma de
bacilos curtos, com largura de 0,7 a 1,5 pm e um comprimento de 2,0 a 5,0 um. A
temperatura de crescimento pode varia de 5 a 45°C, com temperatura 6tima de
37°C. O pH varia entre 4 e 9, com pH ideal de 7 (D’AUOST; MAURER, 2007;
ICMSF, 1996).

Possuem catalase positiva, normalmente reduzem nitrato a nitrito, a maioria
dos sorotipos fermenta glicose com producdo de acido e gas, ndo fermentam a
lactose e a sacarose, produzem H»S, ndo produzem uréase e indol (SILVA et al.,
2006; D’AOUST; MAURER, 2007).

Mais de 2.500 sorotipos de Salmonella ja foram descritos, no entanto, menos
de 100 sorotipos estdo envolvidos em casos de infecces humanas (CDC, 2015d). A
classificacdo de Salmonella em espécies é pouco usada nos estudos
epidemioldgicos, sendo mais conhecida e utilizada a nomenclatura relacionada com
a sorotipagem. O esquema utilizado na divisdo em sorotipos € o de Kauffmann-
White, baseado nas diferencas encontradas em certas estruturas antigénicas
superficiais das células. Essas estruturas sdo o envelope celular ou capsula
(antigeno capsular “Vi”), a parede celular (antigenos somaticos “O”) e os flagelos

(antigenos flagelares “H”) (BRENNER et al., 2000; POPOFF; LE MINOR, 2005).
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O género Salmonella é constituido por duas espécies, S. enterica e S.
bongori, sendo a primeira dividida em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae e indica. Cada subespécie (ou espécie, no caso de S. bongori)
ainda é subdividida em funcéo de seu perfil antigénico. A espécie S. bongori agrupa
22 sorotipos e as subespécies de S. enterica agrupam mais de 2.400 sorotipos
(POPOFF; LE MINOR, 2005). As cepas mais frequentemente envolvidas nas
doencas humanas sao as de S. enterica subsp. enterica, que tem por habitat os
animais de sangue quente e repondem por 99% das salmoneloses humanas. S.
enterica subsp. salamae, subsp. arizonae e subsp. diarizonae sé&o frequentemente
isoladas do conteudo intestinal de animais de sangue frio e raramente de humanos
ou animais de sangue quente. S. enterica subsp. houtenae e S. bongori séo
predominantemente isoladas do ambiente e raramente sdo patogénicas para
humanos (POPOFF; LE MINOR, 2005).

Salmonelas sédo bastante difundidas geograficamente em todo o mundo. A
constituicdo genética desta bactéria permite sua adaptacdo a uma variedade de
ambientes e animais, incluindo hospedeiros mamiferos e n&do mamiferos
(SANCHEZ-VARGAS; ABU-EL-HAIJA; GOMEZ-DUARTE, 2011), sendo o seu
principal habitat o trato intestinal de humanos e animais. Pode-se citar como as
principais fontes de Salmonella no ambiente, a agua, o solo, as fezes de animais, 0s
insetos e ratos, e as superficies de equipamentos e utensilios de fabricas e
cozinhas. Esta variedade de reservatorios e fontes de transmissédo contribuem para

a alta prevaléncia da infeccdo humana (SCALLAN et al., 2011).

Género Providencia rettgeri

Povidencia é representada por um género de bacilos Gram negativos
produtores de urease, a maioria das cepas € incapaz de fermentar lactose e apesar
de raros estéo presentes no meio ambiente e dificilmente sdo associados a doencas

humanas.

Os primeiros membros desse género foram isolados por Leo F. Rettger, do
Laboratério de Sheffield, na Universidade de Yale. Suas espécies se apresentam
semelhantes as espécies de Proteus e Morganella. Seus géneros comuns sao P.
alcalifaciens, P. rettgeri, P. stuartii, P. rustigianii e P. heimbachae. Eles sao

freqientemente isolados de feridas, do trato respiratério e do trato urinario (P.
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alcalifaciens, P. rettgeri e P. stuartii), fezes de humanos (P. alcalifaciens), aves,
fezes de répteis (P. rettgeri), garganta, perineo, axila e sangue de humanos
(FARMER et al., 1977; O'HARA et al., 2000; MANOS et al., 2006; WASHINGTON et
al., 2015).

O primeiro caso de relato de uma infecgdo humana por Providencia rettgeri
foi publicado em 1951, por Goldfarb e De Bakey, descreveu um caso de empiema,
as cepas resistentes a antibiéticos desde organismo foram relatadas inicialmente por
Traub e Craddock em 1971. Um segundo grande surto de P. rettgeri (infeccado do
trato urinario) foi relatado por Edwards e outros, em 1974. (GOLDFARB et al.,1951;
TRAUB et al., 1971).

Com relacdo a suscetibilidade antimicrobiana, P. rettgeri € tipicamente
resistente a gentamicina e tobramicina, mas suscetivel a amicacina. Ha relatos de
beta lactamases de espectro estendido (ESBL) produzindo P. rettgeri na Europa
Oriental e Nova Déli, e metalase-beta lactamase (NDM-1) produzindo isolados de P.
rettgeri na América do Sul e Asia (CARVALHO et al., 2013; TADA et al., 2014).

Género Acinetobacter parvus

O género Acinetobacter € composto por cocobacilos Gram-negativos, nao
moéveis, estritamente aerobicos, oxidase-negativos, ndo fermentadores, catalase
positiva, apresentando melhores faixas de crescimento entre 20 e 30°C, (BOUVET e
GRIMONT, 1986; BERGOGNE-BEREZIN e TOWNER, 1996) pode ser encontrado
no solo e agua doce. Taxonomia Acinetobacter mudou marcadamente ao longo do
tempo, e 33 espécies gendbmicas nomeadas e sem nome (gen. sp.) sdo atualmente
reconhecidos dentro do género (LEE et al.,, 2010). Uma ampla variedade de
espécies tem sido descrita como agente etioldogico de doenca invasiva. A.
calcoaceticus (gen. Sp. 1), A. baumannii (gen. sp. 2), A. pittii (anteriormente 0 nome
do gen. sp. 3), e A. nosocomialis (anteriormente 13TU, Tjernberg e Ursing)
(GERNERSMIDT et al., 1991; NEMEC et al, 2011) sdo fenotipicamente

semelhantes.

A. baumannii tem sido tradicionalmente considerado de o maior significado
clinico. Esta espécie surgiu como um organismo particularmente importante em

unidades de terapia intensiva, mais provavelmente relacionado ao diagnostico e
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procedimentos terapéuticos utilizados em hospitais nas Ultimas duas décadas.
Infec¢cdes nosocomiais causadas por outras espécies de Acinetobacter séo rara e
mortalidade materna rara, e seu curso clinico geralmente € benigna, embora sepse
com risco de vida tenha sido observada ocasionalmente (Gradon et al., 1992). Nao
héa relatos de casos detalhados na literatura sobre A. parvus, nosocomial ou
comunidade adquirida. Uma referéncia relata uma cepa de A. parvus isolada de
sangue, sugerindo uma infecgcdo da corrente sanguinea relacionada ao cateter
(NEMEC et al., 2003). O caso humano relatado em quem foi diagnosticada
bacteremia por A. parvus apresentou uma doenca neoplasica, uma dos fatores
predisponentes mais comuns as infeccbes por Acinetobacter, trauma e
gueimaduras. N&o ha relatos de casos detalhados na literatura sobre A. parvus,

nosocomial ou comunidade adquirida.

Género Enterobacter asburiae

Enterobacter asburiae uma bactéria Gram — negativa anaerébia facultativa
nao esporulada. A espécie nova que consiste em 71 cepas, sendo que 70 ja foram
isoladas em seres humanos. Suas cepas apresentaram reac¢des positivas em testes
para vermelho de metila, utilizacdo de citrato (Simmons e Christensen), hidrolise de
uréia, L-ornitina descarboxilase, crescimento em KCN, producdo de acido e gas a
partir de D-glicose e producao de acido de L-arabinose, celobiose, glicerol (negativo
em 1 a 2 dias, positivo em 3 a 7 dias), lactose, D-manitol, alfa-metil-D-glucosideo,
salicina, D-sorbitol, sacarose, trealose e D-xilose. Eles deram reacdes negativas no
teste de Voges-Proskauer e em testes para indol, producdo de H2S, fenilalanina, L-

lisina descarboxilase, motilidade.

Este organismo foi descrito e nomeado por Brenner e colaboradores em 1986,
Enterobacter asburiae € nomeado em homenagem a “Mary Alyce FifeAsbury”. Cerca
de 5 a 63% desta enterobactérias tem parentesco com a Enterobacter cloacae,
Erwinia dissolvens, Enterobacter gergoviae entre outras. Todas as cepas testadas
eram suscetiveis a gentamicina e sulfadiazida, a maioria sendo suscetivel ao
Clorafenicol, colistina, acido nalidixico. Todas as cepas eram resistentes a

ampicilina, cefalotina, penicilina ou moderadamente resistente a tetraciclina.

As estirpes foram isoladas a partir de uma variedade de fontes humanas,

sendo as mais prevalentes a urina (16 estirpes), fontes respiratérias (16 estirpes),
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fezes (12 estirpes), feridas (11 estirpes), sangue (7 estirpes), também foram
encontradas em uma grande variedade de culturas, como pepino, feijjao comum e
arroz, contudo, seu significado clinico ainda ndo é conhecido (MCINROY et al., 1995;
ELBELTAGY et al., 2001; ASIS et al., 2004; BRENNER et al., 1986; MARDANEH &
DALLAL, 2016).

Resisténcia aos Antimicrobianos

A descoberta acidental em 1929 da penicilina em uma as experiéncias de
Alexander Fleming, representou um marco importante na era dos antibioticos. A
partir dessa descoberta foi possivel diminuir expressivamente o numero de mortes
causadas por doencas infecciosas (FLEMING, 1929; TODAR, 2008; CALIXTO &
CAVALHEIRO, 2012). A droga foi denominada de penicilina em razdo de ser
produzida pelo fungo Penicillium notatum (PEREIRA & PITA, 2005; SOUSA, 2006;
TODAR, 2008).

A descoberta dos antimicrobianos, farmacos milagrosos do século XX, foi um
grande avanco para a aplicacéo terapéutica tanto na medicina humana quanto na
veterinaria e agricultura (BEOVIC, 2006; MARTINEZ, 2009). Ainda em meados de
1942 Fleming relatou sobre sua primeira experiéncia no tratamento de um homem
utilizando a penicilina (CALIXTO et al., 2012).

Contudo, o aparecimento de resisténcia a antimicrobianos € um dos grandes
problemas na medicina humana e veterinaria, sendo causado basicamente pela
evolucdo das bactérias, ou seja, pela mutacdo espontdanea e recombinagcdo de
genes (reproducdo), que criam variabilidade genética sobre a qual atua a selecao
natural aos mais aptos (ANDRADE, 2008). A resisténcia consiste na habilidade de
um microrganismo de tolerar a presenca de um antibiético no meio ao qual seria
sensivel anteriormente, tornando os tratamentos convencionais ineficazes (WHO,
2015).

Os agentes antimicrobianos ndo motivam a bactéria a se tornar resistente,
porém seu uso seleciona preferencialmente as bactérias resistentes. Alguns genes
gue codificam a resisténcia foram identificados em culturas de bactérias obtidas

antes de os agentes antimicrobianos terem sido usados (MADDISON et al., 2010).
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O problema da resisténcia microbiana tem aumentado rapidamente pelo
mundo todo nos ultimos anos, provocando a necessidade de se conhecer o perfil de
sensibilidade das bactérias causadoras de infec¢cdes mais frequentes, como também
0 modo de disseminacéo da resisténcia (TOSIN, 2001).

A resisténcia a antimicrobianos pode ser de dois tipos: intrinseca (natural) ou
extrinseca (adquirida). Na resisténcia intrinseca, certas espécies de bactérias podem

bY

resistir a acdo de um dado antibiético como resultado de uma caracteristica
estrutural ou funcional inerente a espécie. Esse tipo de resisténcia é
consistentemente herdada pelas células-filhas, estando presente na maioria das
estirpes que compdem um grupo, um género ou uma espécie bacteriana particular
(BLAIR et al., 2015). Ja a resisténcia extrinseca em geral é decorrente do resultado
de mutacdes no material genético bacteriano e selecdo ou aquisicdo de material
genético codificando genes de resisténcia, através de bacteridfagos (transducéo),
incorporacdo do DNA (transformacgao) ou aquisicdo de um plasmideo (conjugacao)
(TAVARES, 2000, DZIDIC et al., 2008; COAN, 2014; COSTA, 2016).

As bactérias podem ser classificadas como resistentes, intermediarias e
sensiveis aos antibioticos. Através do antibiograma. Nele, os isolados bacterianos
sdo plagueados em agar contendo discos de antibidticos e apds crescimento por
tempo determinado fazendo-se a medi¢céao dos halos de inibicdo comparando-se com
os padrdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (VASCONCELOS,
2017). Considera-se que o isolado é sensivel quando ele é tratado apropriadamente
com a dosagem de um agente antimicrobiano recomendado; intermediéria, quando o
diametro do halo se encontra proximo ao resistente; e resistente quando os isolados
nao sao inibidos pelas concentracdes do agente microbiano obtidas normalmente
com os tratamentos usuais (SILVA, 2007; ANVISA, 2018).

No Brasil, com vistas a ampliar o controle sobre a prescricdo e
comercializacdo dos antimicrobianos para humanos e contribuir para a reducédo da
resisténcia bacteriana na comunidade, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) publicou a Resolucdo RDC n°. 20, de 5 de maio de 2011, dispondo sobre

a venda controlada, com retencao de receita, destas drogas (BRASIL, 2011).
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Mecanismo de Resisténcia aos B-lactamicos

Os B-lactamicos sao um grupo de antibiéticos que se define pela presenca do
anel B-lactamico (Figura 1), sendo uma classe de elevada importancia devido a sua
excelente eficicia terapéutica e baixa toxicidade. Esta classe de antibiéticos inclui as
penicilinas, cefalosporinas, carbapemenes, monobactamico e ainda os inibidores de
B-lactamases, que agem como coadjuvante dos betalactamicos, com minima
atividade antimicrobiana intrinseca, os quais atuam impedindo a acdo das enzimas
gue clivam o anel betalactamico presente em todos os farmacos desta classe e que
possui importancia fundamental para a eficacia terapéutica desses antibiéticos
(FUCHS et al., 2004; PETRI, 2007).

Estruturas ligadas diretamente a esse nucleo comum diferenciam penicilinas,

cefalosporinas, carbapenemes e monobactamicos (FUCHS et al., 2004).
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Figura 2. Anel Betalactamico (FERNANDES, 2014)

O anel B-lactamico determina ndo s6 0 mecanismo de a¢do, sendo esse a
inibicdo da sintese do peptidoglicano; como também a baixa toxicidade direta, visto
gue atuam na parede celular e esta ndo esta presente nas células eucariotas do
homem (SUAREZ & GUDIOL, 2009).

Logo, o mecanismo de acdo do antimicrobiano, em sintese, funciona através
da ligagdo do anel B-lactamico as proteinas da parede celular bacteriana (PBPs).
Esta ligacdo faz com que as PBPs ndo exercam seu papel, gerando o rompimento
da parede celular e morte bacteriana (SUAREZ & GUDIOL, 2009). Em contrapartida
a acao dos antibidticos B-lactamicos, existem as B-lactamases, que sédo definidas
como enzimas capazes de clivar o anel B-lactamico, ou seja, inativam a acdo dos
antibiéticos (ROSSI & ANDREAZZI, 2005).
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Ha diferentes tipos de B-lactamases, dentre elas, as chamadas B-lactamases
de Espectro Ampliado (ESBL), produzidas a partir de mutacdes em genes
plasmidiais e que tém grande relevancia clinica e epidemiolégica (MARTIS &
PICOLI, 2011). A localizagdo desse gene de resisténcia no plasmideo facilita a sua
disseminacdo entre as bactérias Gram-negativas, principalmente entre as
enterobactérias, mediante processo de conjugacdo. Esses plasmideos de
resisténcia muitas vezes jA possuem genes que atribuem resisténcia a outras
classes de drogas como as quinolonas e os aminoglicosideos e, por isso cepas
produtoras de ESBL de ambiente hospitalar tendem a ser multirresistentes (LAGO,
FUENTEFRIA & FUENTEFRIA, 2010).

A resisténcia aos -lactamicos dependerd da quantidade de enzima
produzida, da habilidade em hidrolisar o antimicrobiano e da velocidade com que o
B-lactamico penetra pela membrana externa (BRADFORD, 2001; SOUSA JUNIOR
et al., 2004).

As aminopenicilinas, tais como a amoxicilina e ampicilina, sédo betalactamicos
de espectro aumentado e possuem eficacia também na presenca de bactérias
Gram-negativas susceptiveis, a exemplo da E. coli e Proteus mirabillis. J&4 as
penicilinas de largo espectro como ticarcilina, piperacilina, ente outras, estendem
sua atividade a Pseudomonas aeruginosa (SILVA, 2006; KATZUNG, 2007; PETRI,
2007; INFRAMED, 2011).

Ainda dentro desta classe temos as cefalosporinas, que possuem trés
geracOes de antimicrobianos. Podemos destacar as de terceira geracdo, como a
Ceftriaxona e Cefotaxima, ambas tém maior eficacia sobre bacilos Gram-negativos,
como enterobactérias, quando comparado a 12 e a 22 geracdo. A de 32 geracao
ainda abrange antimicrobianos como a Ceftazidima e a Cefoperazona, ambos com
atividade frente a Pseudomonas aeruginosa (FUCHS, 2004; PETRI, 2007).

Classificagao das f-lactamases

Embora todas as B-lactamases catalisem a mesma reacdo, essas enzimas
foram classificadas segundo a estrutura e as caracteristicas funcionais e

bioquimicas. A classificacdo foi baseada na estrutura molecular incialmente proposta
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por AMBLER (1980) na qual dividiu as Betalactamases em quatro classes (A, B, C e

D) baseando na similaridade entre as sequéncias de aminoécidos.

Logo, as serina-bectalamases foram inseridas na classe A e as metalo-
bectalamases incluidas na classe B. Posteriormente a classe C foi descrita e a
Classe D, que inclui Betalactamases que hidrolisam a oxacilina foi separada das
demais serina-bectalamases ao final da década de 80 (HALL & BARLOW, 2005).

A segunda importante classificacao foi proposta por Bush, Jacoby e Medeiros
(1995), que dividiram as B-lactamases em quatro grupos (1, 2, 3 e 4) levando em
consideracao, além da estrutura, o seu aspecto funcional, seus substratos e
sensibilidade aos inibidores de Betalactamases (AMBLER, 1980; BUSH et al., 1995).

O grupo 1 é composto pelas enzimas que nao sado inibidas pelo &cido
clavulanico (cefalosporinases), o grupo 2 pelas enzimas de largo espectro inibidas
pelo acido clavulanico (penicilinases e cefalosporinases). O grupo 3 por enzimas que
necessitam do zinco como cofator, atuam sobre penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos. Os membros deste grupo ndo sao inibidos pelo acido clavulanico,
entretanto, o acido etilenoaminotetracético (EDTA), que possui acao quelante sobre
0 zinco, é capaz de inibi-los (metalo-B-lactamases). O grupo 4 € composto pelas
enzimas penicilinases que sao inibidas pelo acido clavulanico (B-lactamases
codificadas pelo plasmideo OXA) (SHAH, 2004; ROSSI & ANDREAZZI, 2005).

B-Lactamase de Espectro Ampliado (ESBL)

O desenvolvimento das penicilinas de largo espectro e das cefalosporinas de
primeira geracdo, na década de 1960, rapidamente foi seguido pela emergéncia de
resisténcia mediada por B-lactamases e o reconhecimento de muitos tipos de B-
lactamases. Nesta época, surgiram as primeiras classificacbes baseadas em
propriedades funcionais, que incluiam a atividade contra cefaloridina e
benzilpenicilina. Por isso, as B-lactamases foram denominadas de cefalosporinases,
penicilinases ou de largo espectro, quando ambos os substratos eram hidrolisados
(FLEMMIN et al., 1963; RICKMOND & SYKES, 1973).

Entre as enzimas de largo espectro, encontram-se as TEM-1, TEM-2 e SHV-1

pertencentes ao grupo funcional 2b e classe molecular A, estas rapidamente
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tornaram-se as principais responsaveis pela resisténcia as penicilinas de largo
espectro e as cefalosporinas de espectro reduzido. Na década de 1970, a f-
lactamase TEM-1 encontrava-se presente em 30 a 50% dos isolados de Escherichia
coli e outros membros da familia Enterobacteriaceae, assim como em Haemophilus
influenzae e Neisseria gonorrhoeae (MATTHEW, 1979).

A disseminacdo das enzimas plasmideo-mediadas TEM-1, TEM-2 e SHV-1
precipitaram o inicio da pesquisa dos antimicrobianos B-lactdmicos estaveis a B-
lactamases, a partir da segunda metade da década de 1970. Descobriu-se em
diferentes anos, as cefamicinas, as cefalosporinas de terceira e quarta geracoes, 0s
monobactamicos e os carbapenémicos. Por razbes de conveniéncia, custo e
beneficio, as cefalosporinas de terceira e quarta geracao, em especial a cefuroxima,
a cefotaxima, a ceftriaxona, a ceftazidima e a cefepima tornaram-se drogas
amplamente utilizadas, passando a ser consideradas tratamento padrdo para
pneumonias, infecgdes intra-abdominais e do trato urinario em muitos hospitais do
mundo (PATERSON & BONOMO, 2005; LIVERMORE, 2008).

Entretanto, o uso das cefalosporinas de terceira geracao, introduzidas no
inicio dos anos de 1980, exerceu uma forte pressao seletiva, sendo descrita, em
1983, na Alemanha, uma cepa de Klebsiella pneumoniae e de Serratia marcescens
com a beta-lactamase SHV-2, uma mutante de SHV-1, capaz de hidrolisar esses
novos compostos (KNOTHE, et al.;1983). Posteriormente, na Franca, foi relatada
uma seérie de diferentes cefotaximases e ceftazidimases, identificadas como
mutantes de TEM e SHV (SIROT et al.; 1987). A ampliacdo do espectro de acdo deu
origem ao termo beta-lactamases de espectro ampliado (Extended-Spectrum (-
Lactamase — ESBL, inicialmente extended-broad-spectrum B-lactamase) que foram
classificadas por Bush e colaboradores (1995) no grupo funcional 2be. O termo foi
baseado no fato dessas enzimas terem ampliado o espectro de atividade comparado
com as classicas enzimas TEM e SHV de largo espectro que eram suas ancestrais,
serem capazes de hidrolisar cefalosporinas de terceira geracdo 10% a mais do que
hidrolisam as benzilpenicilinas, além de serem inibidas por compostos como acido
clavulanico.

Na classe 2be também foi acomodada a beta-lactamase cromossémica K1
(KOXY) da Klebsiella oxytoca que possui uma atividade mais ampla em relagcéo a
SHV-1. Cerca de 20% das K. oxytoca, mutantes, hiperproduzem essa beta-

lactamase e sdo resistentes a todas as penicilinas, a cefotaxima, a ceftriaxona, a
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cefuroxima e ao aztreonam, exceto aos carbapenémicos, as cefamicinas (BUSH et
al., 1995; ROSSI & ANDREAZZI, 2005).

As ESBL surgiram de mutagcfes pontuais ocorridas nos genes estruturais, 0s
quais codificam as B-lactamases TEM-1, TEM-2 e SHV-1 em locais proximos a seus
sitios ativos. Causam, assim, alteracdes suficientes na sequéncia de aminoacidos
capazes de produzir novas enzimas com novos substratos preferenciais (DU BOIS et
al., 1995). Em geral, as ESBL sao enzimas que hidrolisam penicilinas,
cefalosporinas de primeira, segunda, terceira e quarta geragcdes e 0 monobactamico
aztreonam. No entanto, ndo atuam em cefamicinas e carbapenémicos. Em
contraste, as ESBL sdao inibidas por inibidores de beta-lactamases comercialmente
disponiveis, incluindo o acido clavuléanico, o tazobactam e o sulbactam (PEREZ et
al., 2007).

A medida que novas beta-lactamases foram sendo catalogadas, a definicéo
original do termo ESBL foi estendida para incluir: (1) aquelas enzimas com espectro
similar aos mutantes TEM e SHV, derivadas de outras fontes, como os tipos CTX-M,
PER, VEB e GES; (2) mutantes TEM e SHV com atividade ESBL borderline, ou seja,
aumento de atividade contra cefalosporinas de terceira geracdo 10% a menos do
gue hidrolisam as benzilpenicilinas, como a enzima TEM-12; e (3) varias f-
lactamases que conferem uma resisténcia ampliada em relacdo aos seus tipos
parentais, entretanto, ndo se enquadram na definicdo do grupo 2be, como as
derivadas de OXA da classe molecular D e mutantes AmpC, com atividade
aumentada contra cefepima da classe molecular C detectada em isolados clinicos
de Serratia e Enterobacter (LIVERMORE, 2008).

Atualmente uma definicdo de ESBL que ainda serviria, embora ndo exista um
consenso sobre a definicdo precisa de ESBL, seria de uma B-lactamase geralmente
adquirida, a qual € capaz de conferir resisténcia as cefalosporinas de terceira
geracdo, mas nao aos carbapenémicos ou que tenha habilidade aumentada de
hidrolise comparada aos seus ancestrais classicos (PATERSON & BONOMO, 2005;
LIVERMORE, 2008), pareceria melhor que o termo ESBL continuasse com a ampla
e moderna definicdo, mas deveria ser sempre acompanhado da mencéo da classe
de ESBL, ou seja, ESBL TEM, ESBL OXA, ESBL CTX-M ou AmpC de espectro
ampliado. Deve ser salientado que a grande maioria das ESBL, encontradas em

isolados clinicos, pertencem as familias TEM, SHV e CTX-M, permanecendo raros
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os tipos que complicam a classificagcdo como as OXA, GES e AmpC de espectro
ampliado (LIVERMORE, 2008).

A evolucdo das ESBLs, com multiplas mudancas de aminoacidos, reflete o
acumulo de mutacBes aleatérias que gradativamente aumentam a atividade destas
cefalosporinases até a expressao de resisténcias clinicamente significativas. Mesmo
com o desenvolvimento de novos B-lactdmicos ha a emergéncia de novas [3-
lactamases de todas as linhagens causando resisténcia as novas drogas
(BRADFORD, 2001; RICE, 2001; PATERSON & BONOMO, 2005).

Apesar de amostras produtoras de ESBL serem classificadas como sensiveis
a varios antibiéticos B-lactamicos, varios relatos de falhas terapéuticas tém sido
descritos. Isso porque a resisténcia a esse agente pode néo ser identificada durante
0 antibiograma, visto que a producéo da enzima ocorre em pequenas quantidades e
varia conforme o tempo de incubagdo. Além disso, o grau de resisténcia aos [3-
lactamicos é variavel e depende da quantidade de enzima produzida, do in6culo, de
sua habilidade em hidrolisar o antimicrobiano e da velocidade com que o antibiotico

penetra na membrana externa da bactéria (SADER, 2000).

B-Lactamases AmpC

A primeira enzima bacteriana relatada para destruir a penicilina foi a B-
lactamase AmpC de Escherichia coli, embora ndo tenha sido assim denominada em
1940 (ABRAHAN, et al.,1940). As cepas de AmpC produziram pouca ou nenhuma -
lactamase, sugerindo que o AmpC era o0 gene estrutural da enzima (BURMAN, et
al.,1973). A maior parte da nomenclatura mudou ao longo dos anos, mas a
designacdo AmpC persistiu. A sequéncia do gene AmpC de E. coli foi relatada em
1981 (JAURIM & GRUNDSTROM, 1981). Na classificacdo estrutural Ambler das -
lactamases (AMBLER, 1980), as enzimas AmpC pertencem a classe C, enquanto no
esquema de classificacdo funcional de Bush et al. (BRADFORD,1999), foram
designados para o grupo 1.

As B-lactamases conhecidas como cefalosporinases cromossomais ou AmpC
sdo enzimas codificadas por genes de origem cromossémica ou plasmidial. S&o
capazes de hidrolisar penicilinas, monobactamicos e cefalosporinas de até terceira
geracao. A resisténcia a cefoxitina, do grupo das cefamicinas, € o principal marcador

da expressdo de AmpC. Cepas produtoras de AmpC sao, habitualmente,
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resistentes também a drogas nado B-lactamicas, como aminoglicosideos,
cloranfenicol, quinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas e trimetropim. As -lactamases
AmpC também néo sé&o inibidas pelo acido clavulanico e o tazobactam e ndo sdo
capazes de hidrolisar cefalosporinas de quarta geracdo e carbapenémicos
(JACOBY, 2009; BUSH & JACOBY, 2010).

Carbapenemases

As carbapenemase sédo enzimas capazes de hidrolisar todos os B-lactamicos
(penicilinas, cefalosporinas, aztreonam, carbapenémicos), classe de antimicrobiano
mais diversificada e largamente utilizada. Ressaltando ainda, que nestes casos,
aminoglicosideos e fluoroquinolonas apresentam, muitas vezes, sensibilidade
diminuida, deixando a antibioticoterapia bastante reduzida (HIRSCH & TAM, 2010;
AREND, 2014; MARTINEZ-MARTINEZ; GONZALEZ-LOPEZ, 2014).

A primeira enterobactéria produtora de carbapenemase (NmcA) foi descrita
em 1993, na Franca, sendo de um isolado de Enterobacter cloacae (NAAS;
NORDMANN, 1994). Desde entéo, diversas carbapenemases tém sido identificadas.
Na atualidade, as de destaque sao Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e
a New Delhi Metalo B-lactamase (NDM), sendo responsaveis por surtos em diversas
regides do mundo, inclusive no Brasil (DORTET et al., 2011; QUEIROZ et al., 2012;
VIEIRA, 2013; DJAHMI et al., 2014).

Com o aparecimento de bactérias produtoras de B-lactamases, especialmente
enterobactérias, houve o crescente uso de drogas alternativas para o tratamento,
como aminoglicosideos e fluoroquinolonas. Com a larga administracdo destas, 0s
micro-organismos adquiriram menor susceptibilidade as mesmas, com iSso passou-
se a usar carbapenémicos para tratamento de bactérias multirresistentes. Assim,
houve o surgimento de enzimas mais versateis, com espectro mais amplo que
ESBL, as quais conferem resisténcia a todos os B-lactamicos - as carbapenemases
(THOMSON, 2010; TZOUVELEKIS et al., 2012; DJAHMI et al., 2014; MARTINEZ-
MARTINEZ; GONZALEZ-LOPEZ, 2014).

Esse grupo de antibiéticos incluem o imipenem, meropenem, ertapenem, € 0
mais recente descoberto, o doripenem, que combina o espectro de acdo do
Imipenem e meropenem, tendo maior eficacia no tratamento contra infec¢des por

Pseudomonas aeruginosa (ZHANEL et al., 2007).
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MALDI-TOF MS

A utilizacdo da espectrometria de massa (MS) como forma de identificacdo de
microrganismos se iniciou nos anos 1970, mas o grande impulso para a evolucéo da
tecnologia foi dado por Tanaka et al. (1988).

A matriz foi uma componente chave para o desenvolvimento da tecnologia.
Ela possui quatro utilidades: 1) ajuda a romper as células e extrair as proteinas, por
ser de natureza &cida; 2) separa as moléculas de proteinas que sao aderidas; 3)
absorve a energia do laser e provoca a dessor¢cdo das moléculas (extracdo da placa
sélida onde estdo aderidas para o estado gasoso) e 4) doacdo de H+ para as
moléculas que passam a ser ions de carga positiva (TANAKA et al., 1988).

O termo MALDI é derivado da lingua inglesa: Mass Assisted Laser
Desorption/lonization, ou seja, dessorgao/ionizacao por laser assistido por matriz. Os
equipamentos de MS apresentam variados analisadores que separam 0s ions de
diferentes pesos/massas. Entre tais analisadores/separadores de ions, ha aqueles
gue diferenciam os pesos/massas pelo tempo de voo destas moléculas em tubo de
vacuo (TOF: time of f light).

A matriz absorve a energia do laser, ocorrendo assim a evaporacdo da
amostra com a formacdo de ions com massas diferentes. Estes ions formados,
apresentando carga +1, sdo acelerados sob a influéncia do campo elétrico de carga
positiva para dentro de um tubo de voo, no qual se encontra em sua extremidade o
detector. O tempo de voo de cada particula até o detector € utilizado para calcular
sua massa. O espectro de massa (EM) da amostra é formado pela soma dos ions
analisados. A relacdo massa/carga corresponde ao eixo das abscissas. J4 a
intensidade do sinal encontra-se no eixo das ordenadas, que € proporcional a
guantidade de ions de mesma massa (CARBONELLE; NASSIF, 2011).

Quando se compara a tecnologia MALDI-TOF MS com outras técnicas
laboratoriais para identificacdo de microrganismos, a principal vantagem dessa
tecnologia € a agilidade para obtencéo dos resultados. Entre o preparo do depdsito e
a leitura final, um resultado isolado pode ser obtido em menos de 30 minutos
(CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012).
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Figura 3. Principios da tecnologia de espectrometria de massa por inonizagao/dessorgcéo de

matriz assistida por laser por tempo de voo (MALDI-TOF) (Adaptado por Croxotto, A. et al., 2012).

Logo, o objetivo do nosso trabalho € isolar, caracterizar e analisar o perfil de
resisténcia a antimicrobianos de enterobactérias isoladas de aves limicolas
migratorias (macaricos), encontradas na llha da Restinga, Cabedelo, no Estado da

Paraiba.
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RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE ENTEROBACTERIAS DE
AVES MIGRATORIAS NO LITORAL PARAIBANO

Resumo

A migragdo é um comportamento biolégico de varias espécies de aves e que
pode favorecer a disseminacdo de microrganismos patogénicos através de longas
distancias, colocando em risco populacdes de outras espécies de aves, mamiferos,
incluindo o homem. Muitos destes microrganismos podem ser resistentes a alguns
tipos de antibidticos, sendo uma ameaca a saude pubica. Objetivou-se com este
estudo, isolar, caracterizar e avaliar o perfil de resisténcia de enterobactérias
encontradas em espécies de macaricos no periodo de invernada na Paraiba. Foram
coletadas amostras cloacais das espécies Arenaria interpres, Calidris pusilla,
Charadrius semipalmatus e Tringa flavipes. Foram isoladas 47 cepas de 14 géneros
bacterianos distintos para os quais foram testados 12 antibioticos; para o teste de
suscetibilidade in vitro através do método Disco-difusdo o maior indice de resisténcia
(68,8%) foi observado para todos os géneros frente ao amoxicilina+acido
clavulanico, seguido por cefoxitina (63,8%) e ampiciliana (63,8%); Das cepas
bacterianas que apresentaram halo fantasma, 6 (12,76%) cepas foram resistentes
ao aztreonam, 1 (2,12%) foram resistentes a ceftazidima, 1 (2,12%) para cefoxitina,
e 1 (2,12%) resistentes a Cefotaxima. Portanto, é importante 0 monitoramento de
aves silvestres, pois estas sdo potenciais reservatérios de microrganismos
patogénicos, com isso, auxiliam na disseminacéo de resisténcia antimicrobiana.

Palavras-chave: Enterobacteriaceae; migracdo; aves limicolas; resisténcia

bacteriana.
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ANTIMICROBIAL RESISTANCE OF ENTEROBACTERIA OF
MIGRATORY BIRDS IN THE PARAIBANO COAST

ABSTRACT

Migration is a biological behavior of several bird species and may favor the spread of
pathogenic microorganisms over long distances, putting populations of other species
of birds, mammals, including humans at risk. Many of these microorganisms may be
resistant to some types of antibiotics and pose a threat to public health. The objective
of this study was to isolate, characterize and evaluate the resistance profile of
enterobacteria found in species of tortoises in the wintering season in Paraiba.
Cloacal samples of the species Arenaria interpres, Calidris pusilla, Charadrius
semipalmatus and Tringa flavipes were collected. Seventeen strains were isolated
from 14 different bacterial genera for which 12 antibiotics were tested; (68.8%) was
observed for all genuses against amoxicillin + clavulanic acid, followed by cefoxitin
(63.8%) and ampicillin (63,8%); Of the bacterial strains that presented phantom halo,
6 (12.76%) strains were resistant to aztreonam, 1 (2.12%) were resistant to
ceftazidime, 1 (2.12%) to cefoxitin, and 1 (2.12% ) resistant to Cefotaxime. Therefore,
it is important to monitor wild birds, as these are potential reservoirs of pathogenic

microorganisms, thereby helping to disseminate antimicrobial resistance.

Keywords: Enterobacteriaceae; migration; waders; Bacterial resistance.
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INTRODUCAO

A migracdo € um comportamento biol6gico que ocorre sazonalmente, em
Varios grupos animais, sdo movimentos direcionais em massa de um grande namero
de individuos de uma determinada espécie, na qual populagbes realizam
deslocamentos de forma ciclica e sazonal, geralmente associados a fatores
alimentares e reprodutivos necessarios ao ciclo de vida desses animais (BEGON et
al., 1990; MORRISON, 1984 & ALERSTAM et al., 2003).

Periodicamente, os Charadriiformes migram para a costa sul-americana
durante o inverno, chegando a realizar rotas de 12.000 a 25.000 km entre os sitios
reprodutivos e os de invernada e passam a maior parte do tempo nos sitios de
repouso, se alimentando e descansando a fim de acumular reservas para a proxima
etapa de voo (MYERS, et al., 1987). Milhares destas aves limicolas vem do
hemisfério Norte, migram para América do Sul, com a proximidade do inverno
boreal, ocupando principalmente as costas maritimas do continente, no periodo de
setembro a abril, onde vivem a maior parte do seu ciclo de vida (HARRINGTON &
MORRISON, 1979; HARRINGTON et al., 1986; AZEVEDO-JUNIOR &
LARRAZABAL, 1999, AZEVEDO-JUNIOR et al.,2001a; TELINO-JUNIOR et al.;
2003).

O comportamento migratério dessas aves pode favorecer a disseminacao de
patdgenos através de longas distancias, colocando em risco populacdes de outras
espécies de aves (de vida livre ou cativeiro) e mamiferos, incluindo humanos por
varios paises (TAKEKAMA et al., 2010).

Dentre esses patdgenos, se encontram o0s membros da familia
Enterobacteriaceae que tém como reservatério o intestino do homem e animais e
podem causar infeccdes intestinais e extra intestinais em aves imunocomprometidas
(CORREA et al., 2013). Nesse aspecto, estas aves podem ser afetadas por
bactérias oportunistas como Klebsiella spp, Enterobacter spp, Proteus spp e
Citrobacter spp (GERLACH, 1994), Escherichia coli (CORREA et al., 2013; KNOBL
et al., 2011), Salmonella spp (VIGO et al., 2009; PICCIRILLO et al., 2010; TUNCA et
al., 2012).
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Para o combate de muitas dessas infec¢des bacterianas, o uso de antibiéticos
diminui as taxas de morbidade e mortalidade. Contudo, além da transmissédo desses
agentes patdégenos entre homens e animais, outra preocupacao a ser considerada é
a transmissdo de importantes fatores de resisténcia pelo o mau uso desses
farmacos, acelerando o processo natural de resisténcia das bactérias contra os
antibidticos. Estudos realizados em psitacideos mostram que manter essas aves
podem albergar inimeras bactérias que apresentam resisténcia a diversas classes
de antimicrobianos (HIDASI et al., 2013; CORREA et al., 2013; MATIAS et al., 2015;
COSTA, 2017).

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos tem sido um problema crescente
referente e as doengas em animais e humanos f assunto frequentemente instiga um
debate sobre a teoria que, a exposicdo aos antimicrobianos exerceria pressado de
selecdo para bactérias resistentes as drogas, aumentando desta forma a quantidade
de bactérias multirresistentes encontradas na clinica veterinaria e humana (GIBBS et
al., 2007). Diante destas informacdes e a escassez de estudos sobre a microbiota de
aves migratérias (macaricos) faz-se necessarios estudos como 0 nosso que teve
como objetivo avaliar a resisténcia antimicrobiana de aves migratérias no litoral

paraibano.
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MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

O estudo foi realizado na llha da Restinga, localizada no municipio de
Cabedelo, litoral do Estado da Paraiba (07°03'47,5”S e 34°51°14,5"W) a cerca de 11
km da cidade de Jodo Pessoa (Figura 4). A area de estudo compreende uma ilha
fluviomarinha localizada junto a desembocadura do rio Paraiba. Possui uma area de
aproximadamente 6km?, predominantemente coberta de manguezais e resquicios de
Mata Atlantica de restinga e contém pastagens com arbustos a vegetacdo de
mangue, encontrada na regidao de inundacdo, e mata atlantica, na regiao de

topografia mais elevada.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica para uso de Animais na
Universidade Federal da Paraiba e registrada sob o protocolo n°172/2015, a
autorizacao para a realizacdo do estudo foi concedido pelo Sistema de Autorizacéo

e Informac&o em Biodiversidade (SISBIO), arquivados sob o protocolo 47023-1.

Figura 4. Localizacédo da area de estudo na Paraiba.
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Captura das aves

As coletas foram realizadas nos meses de outubro de 2016 e abril de 2017.

Esse periodo representa o periodo em que as aves retornam aos locais de


http://pt.wikipedia.org/wiki/Manguezal
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mata_atl%C3%A2ntica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Restinga
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reproducdo, o momento de chegada das aves migratérias advindas do hemisfério
Norte e metade de sua invernada na América do Sul.

As coletas aconteceram durante dois dias em cada periodo dos meses
citados, para a captura das aves foram utilizadas redes de neblina (12 x 2,5m)
(Figura 5), com malha de 36 mm, instaladas nos locais de pouso das aves. Apos a
retirada da rede as aves eram trazidas para o acampamento e colocadas em gaiolas
de manutencao até o comeco da coleta das amostras.

Figura 5. Rede de neblina montada no local de captura das aves.

Fonte: Silva, 2016.

Foram capturadas um total de 71 aves nas duas coletas realizadas, destas,
cinco espécies de aves migratorias foram capturadas o Limnodromus griseus,
Charadrius semipalmatus, Calidris pusilla, Arenaria interpres e Tringa flavipes, sendo
a espécie Calidris pusilla a mais abundante na area, este numero dependeu da
disponibilidade de aves que caiam nas redes de neblina instaladas no local, no

periodo das coletas.
Coleta das amostras

Foram coletadas amostras cloacais individuais de cada ave através de swab
estéril (Figura 6) e colocadas em meio de transporte Stuart sendo imediatamente

acondicionadas sob refrigeracao.



Figura 6. Coleta com swab.

Fonte: Silva, 2017.
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Na (Tabela 1) estdo descritas as espécies de macaricos dos quais o material

foi coletado, apds as coletas as aves foram marcadas com anilhas fornecidas pelo

Centro Nacional de Pesquisa para conservacado das Aves - Cemave/ICMBIo e foram

devolvidas ao seu habitat natural.

Tabelal. Relacdo das espécies de Charidriiformes e Scolopacidae (macaricos).

Familia/Espécie Nome comum Positivas (n) % Negativas (n) %

Charidriidae
Charadrius Batuira-de-bando 05 7,04 - -
semipalmatus
(Bonaparte, 1825).

Scolopacidae
Arenaria interpres Vira-pedras 09 12,67 02 2,81
(Linnaeus, 1766).
Calidris pusilla Macarico- 32 45,07 16 22,53
(Linnaeus, 1766). rasteirinho
Tringa semipalmata Macgarico-asa- - 01 1,40
(Gmelin, 1789). branca
Limnodrumus griseus Macarico-costas- - - 05 7,04
(Gmelin, 1789). brancas
Tringa flavipes Magarico - de - 01 1,40 - -
(Gmelin, 1789). perna — amarela
Total 47 66,2 24 33,8

*N&o foram encontrados achados microbioldgicos em 33,8% das amostras coletados
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Processamento das amostras

As amostras foram analisadas no Laboratério de Avaliacdo de Produtos de
Origem Animal (LAPOA) no Centro de Ciéncias Agrarias na Universidade Federal da
Paraiba, Areia, Paraiba, para teste de MALDI-TOF foi realizado na Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

Isolamento e identificacao fenotipica

Visando a pesquisa de bactérias aerdbias e anaerObias facultativas, os
suabes foram inicialmente inoculados em caldo BHI (Brain and heart infusion broth)
com incubacgdo a 37°C por 24 horas. As amostras também foram semeadas em
MacConkey, com incubacao em estufa bacterioldgica a 37°C, as leituras foram feitas
em 24, 48 e 72 horas. As bactérias isoladas foram identificadas de acordo com
caracteristica macro e microscopicas bem como por provas bioquimicas conforme
descrito por Farmer (1999), nos testes bioquimicos foram utilizados o agar triplice
acucar ferro (TSI), meio de ureia de Christensen, mobilidade/indol/ornitina (MIO),
agar lisina ferro (LIA), citrato de Simmons. Os mecanismos de identificacdo de cada
uma das prova e esquema de identificacdo sdo capazes de identificar 90% das

enterobactérias foi conforme Santos Filho (2006).

Testes de suscetibilidade antimicrobiana in vitro

O teste de suscetibilidade antimicrobiana in vitro de 47 isolados foi de acordo
como Kirby-Bauer (1966) frente a diferentes antimicrobianos, a saber: gentamicina
(GEN-120 pug), cefotaxima (CTX-30 pg), ampicilina (AMP-10 ug), ciprofloxacina (CIP-
10 pg), amoxicilina+ acido clavulanico (AMC-20/10 pg), ceftazidima (CAZ-30 ug),
clorafenicol (CLO-30 pg), cefoxitina (CFO -30 ug), sulfametoxazol/trimetoprim, (SUT-
1,25/23,75 ug), tetraciclina (TET-30 pg), Imipenem (IPM-10 ug) e aztreonam (ATM-
30 ug). A interpretacdo dos testes pela medida do diametro do halo de inibicdo do
crescimento do microrganismo. As concentracfes, bem como o critério de
interpretacdo, foram conforme as recomendacdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2015) descrito na tabela 2.

De inicio, as culturas foram semeadas em placas de agar MacConkey, de
modo que 569 fossem obtidas colbnias isoladas, e incubadas em estufa

bacteriolégica a 37 £ 2 °C. Apos 570 24h de incubacgéo, 2 a 3 coldnias do cultivo
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foram ressuspendidas em soro fisiologico estéril (NaCl 0,9%) em tubo, de forma a
obter uma suspenséo com turvacdo equivalente a 0,5 na escala de McFarland (1,5 x
108 UFC/mL). A confirmacdo da turbidez foi mensurada com o auxilio de um
turbidimetro. Em seguida, um suabe estéril foi imerso na suspensdo bacteriana,
eliminando-se o excesso do inéculo por meio de uma compressao do mesmo na
parede do tudo. Em placas de Petri, com dimensdes 140x15 mm, contendo &gar
Mueller Hinton (Difco®, EUA), foram semeadas por estriamento ao longo de trés
planos distintos (rotacdes de 60°) em toda a superficie do 4gar de modo a obter um
crescimento uniforme. Com espera de aproximadamente 5 minutos para eficaz
absorcéo do inéculo no agar, procedeu-se a aplicacdo dos discos de antimicrobianos
com distribuicdo dos mesmos a uma distancia de 24 mm os mesmos. Por fim as
placas foram incubadas a 37 = 2°C por um periodo de 24h e foram realizadas

leituras dos halos de inibigdo formados pelos antimicrobianos.

Tabela 2. Valores de halos inibitorios esperados para Enterobacteriaceae.

Halo de inibi¢do (mm)

Antimicrobianos Discos Sensivel  Intermediario Resistente
AMC 20/10ug > 18 14 - 17 <13
AMP 10pg >17 14 -16 <13
ATM 30pg >21 18 - 20 <17
CAZ 30pg >21 18 - 20 <17

CIP 5ug >21 16 -20 <15
CFO 30pg >18 15 - 17 <14
CLO 30pg >18 13 -17 <12
CTX 30pg >26 2325 <22
GEN 10pg >15 13- 14 <12
IPM 10pg >23 20 -23 <19
SUT 23,75/1,25ug > 16 11 -15 <10
TET 30pg >15 12 -14 <112

AMC — amoxicilina+ acido clavulanico; AMP — ampicilina; ATM — aztreonam; CAZ — ceftazidima; CFO
— cefoxitina; CIP — ciprofloxacina; CLO — clorafenicol; CTX — cefotaxima; GEN — gentamicina; IPM —
imipenem; SUT — sulfametoxazol/ trimetroprim; TET — tetraciclina.
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Para a confirmacdo de cepas produtoras de ESBL, foi utilizado o método de
aproximagdo de discos com adicdo de um disco com acido clavulanico
circuncéntrico aos discos contendo Aztreonam e as cefalosporinas de terceira
geracao. Foi considerado resultado positivo quando ocorreu aumento do diametro do
halo de inibicdo ou o aparecimento da zona fantasma (distor¢cdo do halo ao redor do
disco B-lactamico), conforme orientacdo do CLSI (2015), como controle positivo foi
utilizada cepa Klebsiella pneumoniae ATCC700603 e como controle negativo a cepa
Escherichia coli ATCC 25922 (Figura 7).

Figura 7. Teste de aproximacao de discos para detec¢cédo de ESBL. (A) combinagao
dos discos para deteccdo de ESBL e presenca de halo fantasma; (B) combinacao
dos discos sem presenca de halo fantasma.

Fonte: Silva, 2017.

Identificagcdo por MALDI-TOF

Dentre as 47 amostras identificadas, dez foram encaminhadas para o
laboratério da Universidade Federal de Minas Gerais-UFMG. Estas amostras foram
escolhidas dentro as demais por apresentarem halo fantasma na avaliacdo de
suscetibilidade antimicrobiana in vitro, com possivel producdo de ESBL para
confirmacédo de género bacteriano.

As amostras foram previamente preparadas de forma estéril e colocadas em

crio tubos com tampa de rosca contendo agar nutriente.
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Identificagdo dos mecanismos de resisténcia por PCR

Foi realizada Reagcdo em cadeia da Polimerase (PCR) para os genes
mostrados na tabela 3. O DNA foi extraido por fenol de acordo com (Fritsch et al.,
1989). As extracOes foram realizadas no Laboratério de Avaliacdo de Produtos de
origem Animal (LAPOA), na Universidade Federal da Paraiba, a PCR foi realizada
apenas com os dez isolados que passaram pela identificacdo por MALDI-TOF.
Posteriormente, o DNA bacteriano extraido foi quantificado usando um
espectrofotometro (Colibri, Titertek Berthold, Alemanha).

Para cada reacdo foram utilizados 100ng do DNA dos isolados estudados
para as reagbes de PCR. As reagdes de PCR com um volume final igual a 25l
contendo tampéo x 1, MgCl> 1,5 mM., 10 pM de cada primer, 200 uM de cada
dNTPS, 1 U de polimerase Taq (Invitrogen, Brazil) e 1,0 yl de DNA. Na tabela 3 é
exposto os iniciadores que foram empregados para amplificacdo dos isolados. A
mistura reacional foi incubada em Termociclador (TPersonal Thermocycler,

Bidbmetra®, Alemanha) com as condi¢des de termociclagem (Tabela 3).
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Tabela 3. Detalhes dos primers utilizados e as condi¢cdes de termociclagem.

Gene Sequéncia Amplicon  Condices Controles Referéncias
(pb) de positivos
termocicla
gem*
CTX-M F: SCSATGTGCAGYACCAGTAA 554 1 Klebsiella Liu etal., 2015
R: CCGCRATATGRTTGGTGGTG pneumoniae
ATCC 70060
CTX-M-1 F: AAATCACTGCGYCAGTTCA 854 2 Escherichia coli  Dropa etal., 2015

R: GGTGACGATTTTAGCCGCCG

CTX-M-2 F: GACTCAGAGCATTCGCCGC 870 2 Escherichia coli  Dropa et al., 2015
R: TCAGAAACCGYGGGTTACGA

CTX-M-8 F: GATGAGACATCGCGTTAAG 861 2 Escherichia coli ~ Dropa et al., 2015
R: GGTGACGATTTTCGCGGCA

MCR-1 F: GATCGGATTGGAGAACCAGA 343 3 Escherichia coli Liu etal., 2015

R: ATTTCTGACCGCATTTCCAT

ACC F: AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA 346 4 hafnia alvei Pérez-Pérez e
(ACC-1) Hanson, 2002

R: TTCGCCGCAATCATCCCTAGC
FOX =5 190 4 Escherichia coli Pérez-Pérez e
AACATGGGGTATCAGGGAGATG 200 Hanson, 2002

R: CAAAGCGCGTAACCGGATTGG

MOX F: GATCGGATTGGAGAACCAGA 520 4 N&o possui Pérez-Pérez e
controle Hanson, 2002

R: ATTTCTGACCGCATTTCCAT

CMY-2 F: TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 462 4 N&o possui Pérez-Pérez e
controle Hanson, 2002

R: TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC

NDM F: GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 621 5 Klebsiella Poirel et al., 2011
pneumoniae
R: CGGAATGGCTCATCACGATC (C262)

*1 = 94°C 3 min; 35 ciclos de 94°C 30 seg, 55° 30 seg, 72°C 45 seg; e 72°C 5 min. 2 = 94°C 5 min, 30 ciclos de 94°C 45
seg, 60°C 1 min, 72°C 1 min; e 72°C 10 min. 3 = 94°C 15 min; 25 ciclos de 94° C 30 seg, 59°C 90 seg, 72°C 60 seg;
72°C 10 min. 4 = 94°C 3 min, 25 ciclos de 94°C 30 seg, 64°C 30 seg, 72°C 1 min; e 72°C 7 min. 5 = 94°C 10 min; 36
ciclos de 94°C 30 seg, 52°C 40 seg, 72°C 50 seg; e 72°C 5 min.

Os amplicons foram analisados por intermédio de eletroforese em gel de
agarose a 2%, corados com Gel Red (Biotium, EUA) e observados com o auxilio de
um transiluminador de UV (Carestream Molecular Imaging Software — Version 5.0,
©Carestream Health, Inc, EUA). O tamanho dos fragmentos amplificados fora
analisado por comparagdo com um padrao de massa molecular de 100 pb (Ludwig

Biotec, Brasil).
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RESULTADOS

Isolamento e identificacdo fenotipica das enterobactérias

Este estudo analisou um total de 71 amostras de swabs cloacais das aves
migratorias (macaricos) capturadas na llha da Restinga em Cabelo-Paraiba. Dentre
as 71 amostras houve um crescimento de microrganismos em 66,2% das amostras

(n=47), sendo 33,8% (n=24) negativa para presenca dos mesmos.

Gréafico 1. Resultado geral do exame microbioldgico de swabs cloacais das aves
capturadas considerando auséncia ou presenca de crescimento de microrganismo

no total de 71 amostras - Paraiba- 2018.
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Foram identificados 14 géneros bacterianos pelo método de testes
bioquimicos e Maldi-Tof, sdo eles: Acinectobacter parvus, Edwardsiella spp,
Enterobacter asburiae, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Hafnia spp, Klebsiella
spp, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas stutzeri, Providencia rettgeri,

Salmonella spp, Shigella spp.

Na Tabela 4 sdo apresentados os géneros das enterobactérias encontradas
de acordo com a espécie da ave, o maior numero de enterobactérias isoladas
aconteceu na espécie Calidris pusilla com 32 isolados, em relacdo ao género de
bactérias isoladas a espécie mais encontrada nos isolados foi a Enterobacter spp
23,40% (n= 11), a Pseudomonas spp com 21,27% (n= 10) e a Escherichia coli
14,89% (n=7).
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Tabela 4. Agentes bacterianos isolados em amostras de swabs cloacais de espécies

de macaricos na llha da Restinga em Cabelo na Paraiba.

Relagdo magcaricos/ bactérias

Arenaria Calidris Charadrius Tringa
interpres pusilla semipalmatus flavipes
Relacdo de géneros e
espécie de bactérias * (n=9) * (n=32) * (n=5) * (n=1)
isoladas

n % n % n % N %
Acinetobacter parvus - - - - 1 1,40 - -
Enterobacter asburiae - - 1 1,40 - - - -
Enterobacter cloacae - - 2 2,81 2 2,81 - -
Enterobacter spp 4 5,63 6 8,45 1 1,40 - -
Escherichia coli 2 2,81 4 5,63 - - 1 1,40
Edwardsiella spp - - 1 1,40 - - - -
Hafnia spp - - 1 1,40 - - - -
Klebsiella spp 1 1,40 - 1,40 1 1,40
Salmonella spp - 1 1,40 - - - -
Shigella spp - - 4 5,63 - - - -
Providencia rettgeri - - 1 1,40
Pseudomonas aeruginosa - - 1 1,40 - - - -
Pseudomonas spp 1 1,40 9 12,67 - - -
Pseudomonas stutzeri 1 1,40 1 1,40 - - - -
Total 9 12,67 32 45,07 5 7,04 1 1,40

*Os nimeros dizem respeito ao nimero de aves capturadas.
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Tabela 5. Frequéncia absoluta do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos apresentados pelas cepas isoladas.

Antibiticos AMC AMP ATM CAZ CFO CIP CLO CTX GEN IPM SUT TET
R % R % R % R % R % R %R % R % R % R % R % R %
Acinetobacter parvus n=1 | - - - - - - 1 100 - - - - - - - - - - - - - - - -
ﬁgtfrobacter asburiae i i ) ) 1 100 - ) ) ) o i i i i i i i i i i i
Enterobacter cloacaen=4 | 3 75 3 7% - - - - 3 7% - - 1 25 2 50 - - - - 2 50 - -
Enterobacter spp n= 11 8 72,7 9 818 - - - - 10 909 - - 1 91 1 91 - - 2 18,2 - - - -
8 | Escherichia colin=7 3 428 2 285 - - - - 4 571 - - 1 142 1 142 - - - - 1 142 1 14,2
& | Edwardsiella spp n= 1 - - - - - - 1 100 - - - - - - - - - - - - - - - -
& | Hafnia spp n=1 1 100 - - - - - - 1 100 - - - - - - - - - - - - - -
& | Klebsiella spp n= 2 2 100 2 100 - - - - - - - - - - 1 50 - - - - - - - -
© | saimonella spp n= 1 1 100 - - 1 100 - - 1 100 - - - = = - ..o ..o
g Shigella spp n=4 1 25 1 25 3 75 2 50 - - - - - - 4 100 1 25 - - - - - -
S Providencia rettgeri n= 1 1 100 1 100 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 100
© Ej’el“domonas aerugmnosa | 4 400 1 1200 - - - - 1 1200 - - - - 1 100 - - - - 1 100 1 100
Pseudomonas spp n= 10 10 100 10 100 - - - - 9 90 - - - - 7 70 - - - - 7 70 3 30
E:ezudomonas stutzeri 1 50 1 50 - ) ) ) 1 50 - - - i i i o i i i i i
TOTAL n=47 32 681 30 638 5 106 4 85 30 638 - - 3 63 17 36,1 1 21 2 42 11 234 6 127

0 AMC - amoxicilina/ &cido clavulanico; AMP — ampicilina; ATM — aztreonam; CAZ — ceftazidima; CFO — cefoxitina; CIP — ciprofloxacina; CLO — cloranfenicol;
1 CTX — cefotaxima; GEN — gentamicina; IPM — imipenem; SUT — sulfametoxazol/ trimetroprim; TET — tetraciclina. R= Resistentes;
2 % = Porcentagem resistentes.
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Avaliagcao da suscetibilidade antimicrobiana in vitro das cepas isoladas.

ApOs a identificagdo das enterobactérias, foi realizado o teste de
suscetibilidade in vitro através do método Disco-difusédo o maior indice de resisténcia
(68,8%) foi observado para todos o0s géneros frente ao amoxicilina+acido
clavulanico, seguido por cefoxitina (63,8%) e ampiciliana (63,8%). Todos os isolados
apresentaram total (100%) sensibilidade ao antibidtico ciprofloxacina, enquanto
gentamicina (97,87%), imipinem (95,74%), cloranfenicol (93,62%) e ceftazidima
(91,49%) tiveram valores altissimos de sensibilidade, seguidos pelos antibidticos
aztreonam (42) e tetraciclina (41) que tiveram mais de 40 amostras apresentando
sensibilidade.

Observou-se que os isolados de Escherichia spp. foram sensiveis para os
antibidticos ciprofloxacina, aztreonam, ceftazidima, imipenem e gentamicina (100%),
sendo algumas amostras resistentes aos antibioticos Cefoxitina (57,14%), a
Amoxicilina/Acido clavulanico (42,86%) e a Ampicilina (28,57%), enquanto apenas
uma amostra foi resistente ao cloranfenicol, cefotaxima, sulfametoxazol/ trimetroprim
e tetraciclina (14,28%).

Para o género Klebsiella spp., s6 foram observadas duas resisténcias, os dois
isolados (100%) foram resistentes ao antibiotico ampicilina e apenas uma amostra

(50%) apresentou resisténcia a cefotaxima.

Para o género Pseudomonas spp. todos os isolados foram susceptiveis aos
antibidticos aztreonam, ceftazidima, ciprofloxacina, cloranfenicol, imipenem e
gentamicina (100%); mas, esses isolados apresentaram total eficacia para
amoxicilina+acido clavulanico e ampicilina (100%), enquanto para o0s antibioticos
cefoxitina (90%), cefotaxima (70%) e sulfametoxazol/ trimetroprim (70%) foi

observado que mais 6 amostras manifestaram resisténcia.

A Shigella spp. apresentou um perfil de sensibilidade com os antimicrobianos
cefoxitina, ciprofloxacina, clorafenicol, imipenem, sulfametoxazol/ trimetoprim,
tetraciclina, para todas as amostras (100%); foi expressado resisténcia a cefotaxima
em todos os isolados; o antibidtico aztreonam apresentou resisténcia em trés
amostras (75%); duas cepas (50%) tiveram resisténcia a ceftazidima, enquanto os
antibidticos amoxicilina/ acido clavulanico, ampicilina e gentamicina, s6 apareceram

em um isolado (25%).
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No género Enterobacter spp., foi apresentado sensibilidade para os
antibioticos aztreonam, ceftazidima, ciprofloxacina, gentamicina,
sulfametoxazol/trimetoprim, tetraciclina em todos os isolados (100%). Foi resistente
para a Cefoxitina (90,90%), ampicilina (81,81%), Amoxicilina/Acido clavulanico
(72,72%); ainda, duas amostras (18,18%) apresentaram resisténcia ao imipenem e

uma cepa (9,9%) expressou resisténcia aos antibioticos cloranfenicol e cefotaxima.

O género Edwardsiella spp. foi resistente apenas para o antimicrobiano

ceftazidima, sendo sensivel a todos os demais antibidticos testados.

Para o género Salmonella spp. os antibiéticos que o isolado mostrou
resisténcia foram a amoxicilina/ acido clavulanico, aztreonam e cefoxitina. Os demais

antibidticos foram suscetiveis a mesma.

Para o género Hafnia spp. que apresentou apenas uma cepa, observou-se
resisténcia a dois antibiéticos, a amoxicilina/acido clavulanico e cefoxitina; e todos os

outros foram sensiveis para a mesma.

Foram identificados diversos géneros bacterianos, como Acinetobacter parvus
(1) e Edwardsiella spp. (1), apresentando resisténcia apenas a ceftazidima,
Enterobacter asburiae (1), resistente ao aztreonam, Hafnia spp. (1), foi resistente a
amoxicilina/ acido clavulanico e cefoxitima, Providencia rettgeri (1), exibiu resisténcia
a amoxicilina/ acido clavulanico, ampicilina e tetraciclina, Pseudomonas aeruginosa
(1), expressou resisténcia aos betalactamicos, sulfametoxazol/ trimetroprim e a
tetraciclina; ainda foram identificados quatro Enterobacter cloacae e duas
Pseudomonas stutzeri, apresentando resisténcia a p-lactamicos, sulfametoxazol/

trimetroprim e apenas B-lactamicos respectivamente.

A tabela 6 apresenta cada um dos géneros, o numero de cepas confirmadas
para a producdo de ESBL, pelo teste de aproximacao ao disco de amoxicilina/acido
clavulanico dentre as 47 cepas isoladas, assim como as frequéncias de positividade
relativamente aos antimicrobianos utilizados nos quais foi detectado halo fantasma
em 6 (12,76%). Das cepas bacterianas que apresentaram halo fantasma, 6 (12,76%)
cepas foram resistentes ao aztreonam, 1 (2,12%) foram resistentes a ceftazidima, 1

(2,12%) para cefoxitina, e 1 (2,12%) resistentes a cefotaxima.
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Tabela 6. Cepas positivas para o teste fenotipico com possivel confirmacdo de
producéo de B-lactamase de espectro ampliado (ESBL) de acordo com o género e a
presenca de halo fantasma para cada antimicrobiano usado.

Antibi6ticos

Géneros Bacterianos Aztreonam Ceftazidima Cefoxitina Cefotaxima

Acinetobacter parvus n=1 1 1 - -
Escherichia coli n=5 2 - - -
Enterobacter spp n=2 2 - 1 1
Providencia rettgeri n=1 1 - - -

Total de cepas =6

Foram realizados testes de PCR extracao por fenol de acordo com Sambrook
et al. (1989) para identificacdo de cepas resistentes, contudo, ndo houve resisténcia

e nem producéo de ESBL para os primers utilizados de acordo com a (Tabela 3).

A multirresisténcia a trés ou mais antibidticos foi observada em 32 (68%)
cepas bacterianas, das quais a (Escherichia coli) apresentou resisténcia a sete
antimicrobianos (tetraciclina, Sulfametoxazol/trimetropim, cefoxitina, clorafenicol,
amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina e cefotaxima), (Enterobacter cloacae) se
mostrou resistente frente a seis antibiéticos (sulfametoxazol/trimetropim, cefoxitina,

clorafenicol, amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina e cefotaxima).
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DISCUSSAO

O Brasil possui uma das mais ricas avifaunas do mundo, com
aproximadamente 1700 espécies de aves distribuidas em seu territério e cerca de
160 milhdes de individuos, exercendo crescente pressdo sobre o ecossistema
naturais e, consequentemente, influenciado a fauna e flora do pais (GODOY et al.,
2010).

De acordo com Simbieda et al., (2011), as aves silvestres podem ser
relevantes fontes de microrganismos, enterobactérias capazes de estarem

associadas a zoonoses e ao crescimento de doencas infeciosas emergentes .

Bem como em nosso estudo, Foti et al., (2011), em um estudo realizado na
comunidade de Ustica, localizada na regido da Sicilia (Itdlia) com aves migratorias,
detectou enterobactérias através do cultivo de swabs fecais de 218 passaros de vida
livre, tendo isolado 183 estirpes bacterianas, sendo Enterobacter spp 73 (39,89%),

Escherichia coli 53 (28,9%), Klebsiella spp 9 (4,9%), outros géneros foram isolados.

Era esperado identificar géneros que s&o tidas como normalmente
encontrados em aves silvestres, mas igualmente no ambiente e em outros animais;
0 que foge desse parametro é a identificacdo de diferentes géneros como foi
encontrado no referido estudo, e o mais preocupante, essas bactérias mesmo que
com poucos isolados, apresentaram resisténcias importantes, como a alguns [-
lactamicos. Consequentemente o0 monitoramento de aves silvestres, se bem
utilizado, pode ser util como um parametro de avaliacdo do impacto da pressao
antropica especifica de um local, trazendo consigo um melhor entendimento da
problematica global da resisténcia aos antibioticos. Desta forma, deve se atentar
para projetos de vigilancia orientados para detectar reservatorios de bactérias

resistentes a antimicrobianos em aves selvagens (ANTILLES et al., 2014).

No estudo realizado por Pereira e Ueno., (2013), no qual foi avaliado a
resisténcia bacteriana a 5 classes de antibidticos, foi observado resisténcia a varios
antibioticos, incluindo a classe dos B-lactamicos: amoxicilina, aztreonam, cefoxitina,
cefotaxima e imipenem; aos aminoglicosideos: gentamicina; as quinolonas:
norfloxacina; trimetoprim e a tetraciclina. No referido estudo os antimicrobianos que

apresentaram maior resisténcia foram a amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina,
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cefoxitima, cefotaxima e sulfametoxazol/ trimetropim; exibindo assim um cenario
delicado, pois a resisténcia a classe dos [-lactamicos estd sendo facilmente

disseminada entre diversos géneros bacterianos.

Segundo Gralha (2011), normalmente € utilizado antimicrobianos da classe
dos B-lactamicos, quando se tem infec¢Bes causadas por enterobactérias, sendo as
drogas de primeira escolha, devido a sua baixa toxicidade e eficicia terapéutica. No
entanto, o uso inadequado e em excesso de tais drogas, proporcionou o surgimento
de bactérias com diferentes mecanismos de resisténcia a essa classe de drogas. A
sintetizacdo de enzimas, denominadas [B-lactamases, possui 0 maior destaque
mundial, devido a sua eficacia na hidrolizacdo da estrutura dos anéis
betalactamicos, ocasionando a perda do funcionamento do farmaco (BRUNTON et
al., 2011; KONG et al., 2010; MARTINS; PICOLI, 2011).

Alroy & Ellis (2011) realizaram uma pesquisa com Laurus Argentatus
(Gaivota-prateada) sobre resisténcia antimicrobiana de Escherichia coli no nordeste
dos Estados Unidos, os resultados apresentados foram semelhantes ao presente
estudo, ainda que a quantidade amostral seja distinta; ambos estudos observaram
cepas resistentes a tetraciclina e ampicilina e outras susceptiveis a

sulfametoxazol/trimetoprim, gentamicina, ciprofloxacina e clorafenicol.

Em outros estudos realizados por Mesquita e kaiser junto a colaboradores
(2016) revelaram ocorrer maior frequéncia de Escherichia coli produtora de ESBL a
partir de isolados de origem hospitalar, sendo a Escherichia coli e a Klebsiella
pneumoniae como as espécies mais comumente produtoras de ESBL (COSTA,
2013; GRALHA, 2011; MANA, 2014). Nosso estudo mostrou ser provavelmente
positivo para a producédo de ESBL (23,4%), através do método fenotipico do Disco-
aproximacdo. Apesar disso, outros mecanismos de resisténcia aos B-lactamicos
podem estar presentes isoladamente ou ligados a ESBL, interferindo no resultado
desses testes (D’AZEVEDO et al., 2004; RICE & BONOMORO, 2007), sugere-se
para confirmacdo dos dados o método genotipico de Reac¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR) (D’AZEVEDO et al., 2004; STURENGURG et al., 2003).

Ainda que tenha poucos estudos para comparacao, nota-se que a producéo
de ESBL por enterobactérias em aves silvestres é alarmante e tem crescido a cada

dia; em um estudo realizado por Hernandez e colaboradores (2013) que caracterizou
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e comparou a producdo de genotipos de resisténcia a B-lactdmicos em uma
populacdo de E. coli isoladas em gaivotas Franklin e em seres humanos no Chile;
apresentou o aumento de bactérias produtoras de ESBL entre essas gaivotas e
expressaram uma preocupacdo com a propagacao de genes de resisténcia

independente do hospedeiro, 0 homem, as aves ou animais em geral.

Ramey e colaboradores (2017), em estudo realizado no Alasca, nao foi
encontrado nenhum indicio para bactérias produtoras de ESBL ou ampC entre as
amostras coletadas. E possivel que esses resultados estejam relacionados com
acOes antropogénicas do ambiente ou a falta destas (OSTERBLAD et al., 2001;
THALLER et al.,, 2010) afetando assim a prevaléncia de bactérias resistentes a

antibidticos entre os animais selvagens que habitam uma area.

Contudo, existem cada vez mais evidéncias de bactérias resistentes sendo
identificadas em locais onde nédo estdo administrando antibioticos diretamente nos
animais e humanos, presume-se que isso acontece em funcdo de insumos
antropicos (por exemplo, residuos de antibiéticos, biocidas, metais pesados) no meio
ambiente (WELLINGTON et al., 2013).

Ha uma necessidade da realizacdo de estudos mais abrangentes, envolvendo
rotas destas aves migratorias, bem como testes mais precisos para a avaliacdo da
patogenicidade destas aves e a transmissdo de doencas, no intuito de prevenir

possiveis surtos de doencas relevantes (TSIODORAS et al., 2008).
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CONCLUSOES

A resisténcia a antimicrobianos tem crescido intensamente nos ultimos anos
no Brasil e no mundo, esse cenario gera uma necessidade cada vez maior de
estudos e esclarecimentos sobre o perfil de sensibilidade das bactérias.

Faz-se necessario mudar comportamentos contemporaneos, como O
diagnéstico e a terapéutica; a ocorréncia de novos investimentos em pesquisa €
igualmente importante, a fim de evitar mecanismos de resisténcia emergentes.

Mais estudos sdo necessérios para investigar os fatores que impulsionam a
aquisicdo e disseminacao de bactérias resistentes na vida selvagem, no meio
ambiente, na produgédo animal e até mesmo dentro de hospitais no intuito de evitar

agravantes a saude publica.
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