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OCORRENCIA DE ENTEROBACTERIAS PRODUTORAS DE BETA
LACTAMASE DE ESPECTRO AMPLIADO (ESBL) EM CARCACAS DE
FRANGO COMERCIALIZADAS NO ESTADO DA PARAIBA.

RESUMO - A resisténcia antimicrobiana é crescente em bactérias de seres humanos e
animais de todo o mundo. A producédo de beta lactamases é o principal mecanismo de
resisténcia a beta lactamicos em bactérias Gram-negativas. No entanto, a ocorréncia de
patdgenos produtores de beta lactamases de espetro ampliado (ESBL) é de grande
importancia em saude publica, pois essas bactérias sdo resistentes também a drogas nao
lactdmicas, como fluoroquinolonas e aminoglicosideos, limitando as opcdes de
tratamento. Nesse sentido, 0 monitoramento de bactérias produtoras de ESBL na cadeia
de alimentos é importante para o controle das infeccdes em humanos, pois 0s genes de
resisténcia podem ser transferidos para patdgenos. O objetivo deste estudo foi investigar
a ocorréncia de enterobactérias produtoras de ESBL em carcagas de frango
comercializadas no Estado da Paraiba. Foi realizado isolamento microbioldgico, através
da técnica de lavagem com agua peptonada, em 50 carcacas de frango (congeladas,
resfriadas e in natura) adquiridas de estabelecimentos comerciais. Apo6s incubacao, 0s
lavados (20 pL) foram transferidos para caldo infusdo cérebro coracdo suplementado
com ceftriaxona (Img/L). O plagqueamento foi realizado em &agar MacConkey e 0s
microrganismos identificados através de provas fenotipicas. Apos a identificacdo, as
bactérias foram submetidas ao teste de susceptibilidade antimicrobiana in vitro pelo
método de disco-difusdo. Adicionalmente, foram realizados testes de aproximacao ao
disco de amoxicilina/acido clavulanico para identificacdo das cepas produtoras da
enzima beta lactamase de espectro ampliado, beta lactamase AmpC e carbapenemases.
Do total de 150 enterobactérias investigadas, Escherichia spp. (35,1%), Klebsiella spp.
(33,1%) e Pseudomonas spp. (21,2%) foram os generous de maior ocorréncia. Dentre as
bactérias produtoras de ESBL, foram identificadas 15 (30%) Klebsiella spp., 7 (13.2%)
E. coli, 1 (3,2%) Pseudomonas spp. and 1 Shigella spp. Os antimicrobianos cefotaxima
e ceftriaxona apresentaram associacdo significativa quanto a capacidade de identificar
cepas ESBL. A identificacdo de Pseudomonas spp. resistentes a carbapenemases,
principalmente ertapenem (17%) e meropenem (3,5%) é um achado importante e
reforca a necessidade de maiores investigacdes sobre a ocorréncia de resisténcia na

microbiota de carcacas de frango comercializadas na Paraiba.



Palavras-chave: Escherichia spp.; Klebsiella spp.; Pseudomonas spp.; resisténcia

bacteriana.
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OCCURRENCE OF EXTENDED SPECTRUM B-LACTAMASE (ESBL)-
PRODUCING ENTEROBACTERIACEAE IN CHICKEN CARCASSES
MARKETED IN PARAIBA STATE

ABSTRACT - Antimicrobial resistance has been increasingly observed in bacteria
isolated from both humans and animals. The production of beta lactamases is very
common and is considered the main mechanism of resistance against beta-lactam
antimicrobials in Gram-negative bacteria. However, the occurrence of extended-
spectrum beta-lactamases producing bacteria is of major concern, since they are also
resistant against non-lactam drugs, such as fluoroquinolones e aminoglycosides could
limit therapeutic options in humans. In this sense, the monitoring of ESBL-producing
bacteria in the food chain is important to ultimately decrease infections in humans given
the fact that resistant genes can be transferred to pathogenic bacteria. The aim of this
study was to investigate the occurrence of extended spectrum beta lactamases (ESBL) in
enterobacteria cultured from chicken carcasses marketed in Paraiba State, Brazil. A total
of 50 carcasses (fresh, frozen, or cooled) were rinsed using buffered peptone water.
After incubation, aliquots (20 pL) were transferred to Brain Heart Infusion broth
supplemented with ceftriaxone (1 mg/L). Culture was performed using MacConkey agar
plates and isolated bacteria identified by means of phenotypic tests. Antimicrobial
susceptibility test was performed using disk diffusion method (Kirby-Bauer).
Furthermore, Double Disc Synergy Tests (DDST) was performed to identify ESBL and
carbapenemases. A total of 150 isolates were cultured and Escherichia spp. (35.1%)
Klebsiella spp. (33.1%) and Pseudomonas spp. (21.2%) were the most prevalent genera.
Among confirmed ESBL-producing bacteria, 15 (30%) Klebsiella spp., 7 (13.20%) E.
coli, 1 (3,2%) Pseudomonas spp. and 1 Shigella spp. were identified. Although cefoxitin
and ceftriaxone were the most sensitive drugs to confirm ESBL by the DDST test, a
positive association between those drugs was observed. Pseudomonas isolates showing
antimicrobial resistance against carbapenems, mainly ertapenem (17%) and meropenem
(3,5%) is of great concern and reinforce the need to further investigate the occurrence of
antimicrobial resistance in bacteria from chicken carcasses marketed in Paraiba State

and their real impact in public health.

Key words: Antimicrobial resistance; Escherichia spp.; Klebsiella spp.; Pseudomonas

spp.
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1. INTRODUCAO

A criacdo de frangos de corte é uma atividade produtiva bem tecnificada no Brasil.
O pais estd ranqueado como o segundo maior produtor de carne de frangos. Em 2015, a
producdo de carne de frango totalizou 13,146 milhGes de toneladas (ABPA, 2015).
Entretanto, alguns pontos relacionados & seguranga alimentar sdo considerados decisivos,
uma vez que este alimento pode transmitir microrganismos patogénicos aos seres humanos.

Apesar de ter havido grandes avangos nos processos de producdo e nas medidas
sanitarias aplicadas as aves, o controle e a reducdo de agentes associados a doencas
transmissiveis por alimentos (DTAS) nas carcagas de frangos e produtos avicolas ainda é
um desafio. A contaminacdo das carcacas de frangos é representada por uma microbiota
originaria principalmente das aves vivas, do ambiente de criacdo ou incorporadas durante a
manipulacdo e as operacfes de abate, especialmente se o processo de abate ndo for
realizado com o devido cuidado (MANI-LOPEZ, GARCIA & LOPEZ-MALO, 2012).

Os antimicrobianos sé&o administrados comumente na criagdo de aves para o
tratamento de infecgbes, profilaxia e em baixas concentracbes para favorecer
significativamente o ganho de peso e a conversdo alimentar dos animais (SANTQOS, 2012).
A prética de utilizacdo de antimicrobianos em baixas concentragdes nas ragdes animais,
com a finalidade de promover o crescimento, é uma pratica comum (MORENO-BONDI,
2009; ZHAO, et al., 2010; MODI et al., 2011) e pode estar associada ao aparecimento e a
disseminacdo de microrganismos resistentes, um problema sério em saude publica

O maior problema na disseminacdo da resisténcia bacteriana é a aquisicao de genes
codificadores de resisténcia por microrganismos de importancia clinica. Nos ultimos anos,
tém sido crescentes as alteracfes no perfil de sensibilidade de vérias bactérias a diferentes
tipos de drogas antimicrobianas. O tipo de resisténcia em microrganismos Gram-negativos,
como Escherichia coli, Salmonella enterica e Klebsiella pneumoniae, apresenta relagédo
com o antimicrobiano de escolha em infec¢des causadas por esses patogenos (RICE, 2009;
DAVIES & DAVIES, 2010).

Segundo a Organizagdo Mundial de salde (OMS), bactérias dos géneros
Salmonella spp., Campylobacter spp., Escherichia spp. e Enterococcus spp. geralmente
sdo transferidas dos alimentos de origem animal para os consumidores (WALLINGA &
BURCH, 2013). Bactérias resistentes a antibioticos também podem contaminar o0s
alimentos destinados ao consumo humano durante etapas de abate e manipulagédo
(MARSHAL & STUART, 2013).
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Dentro da familia Enterobacteriaceae, os mecanismos de resisténcia de maior
preocupacao sdo relacionados a produgdo de p-lactamases, ou seja, enzimas sintetizadas e
que conferem resisténcia aos antibioticos B-lactamicos. Neste grupo de enzimas, as mais
conhecidas sdo as B-lactamases de espectro ampliado (ESBL-Extended Spectrum Beta-
lactamase), as AmpC p-lactamases sintetizadas pelo gene ampC e as carbapenemases
(NOYAL etal., 2009; MEYER & PICOLLI, 2011).

As ESBL tém como caracteristica principal causar resisténcia aos B-lactamicos de
terceira geracdo, quarta geracdo e aos monobactamicos. No entanto, ndo conferem
resisténcia as cefamicinas e aos carbapenémicos (GARCIA, GANDARA & GARCIA,
2010).

As B-lactamases AmpC utilizam como substrato as penicilinas, cefalosporinas e o0s
monobactamicos. Porém, o que remete a diferenca as ESBL é que as bactérias que
produzem B-lactamases através do gene AmpC tém capacidade de hidrolisar cefamicinas e
ndo sdo inibidas por inibidores de B-lactamases (JACOBY, 2009; BUSH & JACOBY,
2010).

Bradford (2001) afirmou que, devido a habilidade dos microrganismos de produzir
diferentes tipos de mecanismos de resisténcia, a deteccdo de microrganismos resistentes
continua sendo um grande desafio na rotina laboratorial. Adicionalmente, os
conhecimentos sobre a presenca de enterobactérias produtoras de p-lactamases em
alimentos é muito escasso, especialmente na regidao Nordeste do Brasil.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi investigar a ocorréncia de cepas de
enterobactérias produtoras de B-lactamases isoladas de carcacas de frangos
comercializadas no Estado da Paraiba.



67
68

69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE

O grupo das enterobactérias é considerado o principal causador de infecgdes em
pacientes hospitalizados (ASENSIO et al., 2011). Os integrantes desta familia sdo Gram-
negativos com forma bacilar ou cocobacilar e seu tamanho pode variar entre 0,3 e 1,8um.
Ainda podem ser moveis devido a presenca de flagelos peritriquios, ou imoveis. Alguns
produzem capsula, toxinas e fatores de viruléncia, possuindo uma complexa estrutura
antigénica. A maioria das espécies se desenvolve bem a temperatura de 37 °C, entretanto
algumas apresentam 25 e 30°C como temperatura 6tima, sendo frequentemente mais ativas
metabolicamente a estas temperaturas (KONEMAN, 2010).

Os membros desta familia sdo ubiquos, sendo abundantemente distribuidos na
natureza, encontrados na agua, no solo, nas plantas e no trato gastrintestinal de seres
humanos e animais (HOLT et al., 1994; KONEMAN, 2010; OLIVEIRA, 2013;
TAVARES, 2014).

A maioria das infec¢des sdo causadas por Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter spp., Proteus spp., Providencia spp., Citrobacter spp. e Serratia marcescens,
com grande destaque para a trés primeiras (ASENSIO et al., 2011). Os membros desta
familia abrangem um total de 51 géneros e 279 espécies documentadas (EUZEBI, 2010).
No entanto, cerca de 20 a 25 géneros sdo causadores de patologias (BROOKS et al., 2012).
A taxonomia desta familia € complexa e vem sendo rapidamente modificada com a
introdugdo de novos métodos de tipagem, como hibridacdo e metodologias de
sequenciamento (TAVARES, 2014).

Os microrganismos pertencentes a essa familia ndo formam esporos, sdo anaerobios
facultativos, fermentam glicose com producdo de acido, reduzem nitrato a nitrito, sdo
catalase-positivos (exceto Shigella dysenteriae) e oxidase-negativos, com excecdo de
Plesiomonas, género recentemente incluido nesta familia (TILLE, 2014). As
enterobactérias sdo a principal causa de infecgdes intestinais no mundo sendo comumente

associados a infeccOes hospitalar.

2.1.1. Escherichia coli
A E. coli é a principal bactéria do género Escherichia. E um agente patogénico
muito comumente presente no ambiente em geral como em ambiente hospitalar

(EISENSTEIN & ZALEZNIK, 2000). E um bacilo curto, Gram-negativo, nio esporulado,
3
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medindo entre 1,1 a 1,5 um por 2 a 6 pm, a maioria ¢ movel, em virtude da existéncia de
flagelos peritriqueos. A temperatura Otima de duplicagdo é por volta dos 37 °C
(OLIVEIRA et al., 2004; QUINN et al., 2005). Apresenta-se produzindo colénias rosadas
(lactose positivas) em agar MacConkey. Como propriedades bioquimicas, a E. coli
fermenta lactose, produz indol a partir de triptofano, fermenta glicose pela via de acidos
mistos. Nao produz &cido sulfidrico (H2S), DNase, urease ou fenilalanina desaminase e nao
utiliza citrato como fonte de carbono (BOPP et al., 2003).

Este microrganismo faz parte do grupo de coliformes fecais, sendo considerado o
mais especifico indicador de contaminacdo fecal e eventual presenca de bactérias
patogénicas (OLIVEIRA et al., 2004). Diversos fatores contribuem para a disseminagéo e
persisténcia de E. coli no meio ambiente. Além de ser excretado em grande quantidade nas
fezes, pode sobreviver nas particulas fecais, poeira e agua por semanas ou meses, contudo
seu ambiente normal é o trato intestinal (SAVIOLLI, 2010). Também pode ser encontrado
na cama aviaria de granjas, poeira, &gua, racao e no intestino de aves sadias. Tem rapidez
na sua multiplicacdo utilizando grande variedade de materiais como nutrientes
(ANDRADE, 2005).

Vale destacar que E. coli possui importancia médica em virtude das infeccBes que
provoca e também pelo surgimento de estirpes multirresistentes aos antibiéticos utilizados
para terapéutica, profilaxia ou como promotor de crescimento em animais (MURRAY et
al., 2007).

2.1.2. Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae é um bastonete Gram-negativo aerdbio facultativo, apresentando
melhor crescimento em condicdes aerdbias, é ndo esporulado e seu tamanho varia de 0,3 a
1 um de didmetro e 0,6 a 6um de comprimento, sendo imovel. Em agar MacConkey,
produz colonias roseas, brilhantes, com aspecto elevado e de consisténcia mucoide. As
colbnias formadas sdo grandes em razdo de uma capsula mucoide polissacaridica
(Antigeno K) que protege contra a fagocitose por granuldcitos, contra a agdo de fatores
bactericidas do soro e ainda tem funcéo de auxiliar na adesdo (UMED, 2002; MARTINEZ
et al., 2004).

Como propriedades bioquimicas da Klebsiella destaca-se fermentacdo da glicose e

da lactose, com producdo exacerbada de gés, descarboxilagdo da lisina, ndo produz indol,
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ndo descaboxila a ornitina, utiliza o citrato como fonte de carbono e também hidrolisa a
ureia (GALES, 1997; KONEMAN et al., 2001).

A Klebsiella € um microrganismo resistente a maultiplas drogas, tornando-se um
problema no ambiente hospitalar (MARRA, 2011). Cerca de 2 a 5% das infeccOes
hospitalares, respiratorias e urinérias, sdo associadas a este tipo de microrganismo.
Pesquisas revelam ainda que a metade de todos os genes produtores de ESBL ocorre em
Klebsiella pneumoniae (MARTINS-LOUREIRO et al., 2001; PFALLER & SERGRETTI,
2006), estudos mais recentes revelaram a existéncia de Klebsiella pneumoniae produtoras
de carbapenemases, popularmente conhecidas como KPC, e detectada pela primeira vez
em 1996 nos EUA (FIGUEIRAL & FARIA, 2015).

Apds rapido desenvolvimento pela costa da América do Norte, muitos registros de
casos surgiram em diferentes regibes do mundo, sendo identificados em diferentes
membros das enterobactérias no Estados Unidos, Escocia, Coldmbia, China e lsrael e
transmitidas a cepas de Pseudomonas aeruginosa (VILLEGAS et al., 2006; WALTHER-
RASMUSSEN & HOIBY, 2007; VILLEGAS et al., 2007). No Brasil, foram relatados
casos de infeccdes por KPC nas cidades do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Recife
(MONTEIRO et al., 2009; PAVEZ et al., 2009).

2.1.3. Pseudomonas spp.
Sdo bacilos Gram-negativos, considerados importantes agentes de infeccGes

hospitalares e isolados frequentemente em laboratérios de microbiologia (MURRAY et al.,
2003). Pertencem a familia Pseudomonadaceae, sdo bactérias aerdbias, de 2 a 4 pm de
comprimento, mdveis devido a presenca de flagelos polares que tém um importante papel
na patogenicidade. Podem apresentar pigmentacdo, como fluorescéncia de pirocianina
(verde-azul) e pirogrina (verde-amarelo) (WILCOX, 2004).

Crescem bem em A&gar MacConkey, ndo fermentam acUcares, sdo versateis
nutricionalmente e podem, portanto, utilizar grande variedade de substratos. Sua
temperatura 6tima de crescimento é entre 30 e 37 °C; entretanto podem se multiplicar em
temperaturas baixas (KISKA et al., 1999).

Este género bacteriano € composto por bactérias bem adaptaveis, capazes de
colonizar varios nichos ambientais, entre eles o solo, habitats marinhos, plantas e animais.
Pseudomonas spp. também sdo patdégenos oportunistas de seres humanos que podem
causar infeccdo nos olhos, ouvidos, pele, uretra e trato respiratério na fibrose cistica (FC)
em pacientes queimados (TASHIRO, UCHIYAMA & NOMURA, 2012).
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No Brasil, o fenbmeno da multirresisténcia € comumente encontrado em isolados
destes microrganismos em ambiente hospitalar. A P. aeruginosa resistente a mdultiplas
drogas é um exemplo de uma das principais causas de pneumonia relacionadas a infeccfes

hospitalares nas unidades de terapia intensiva do pais (ROSSI, 2011).

2.2. MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

A descoberta acidental de uma substancia produzida naturalmente por um tipo de
fungo com capacidade de inibir o crescimento bacteriano, por Alexander Fleming em
1929, promoveu um grande avanco para a terapéutica das doencas infecciosas (FLEMING,
1929; TODAR, 2008). Esta substancia recebeu o nome de penicilina em razéo de ser
produzida pelo fungo Penicillium notatum (SOUSA, 2006; TODAR, 2008). Este evento
veio alterar fortemente o andamento dos tratamentos contra infec¢fes bacterianas, ja que a
molécula apresentava poucos efeitos nocivos para as células humanas, levando assim a
iniciar um processo de produgdo comercial de antibioticos bem como sua administracao
terapéutica (SOUSA, 2006).

Por volta dos anos 40, foi descoberta uma substancia produzida por uma cepa de
Escherichia coli que tinha o poder de inativar a acdo da penicilina (ABRAHAM &
CHAIN, 1940). Ainda nos anos 40, até a década de 60, observou-se o desenvolvimento e
disseminacdo de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a esta mesma droga em
ambiente hospitalar (MEDEIROS, 1997).

O comeco do uso dos antimicrobianos no século XX foi um grande avanco para o
tratamento de infeccdes. Apesar disso, o crescente uso dos antibidticos em humanos, em
animais e na agricultura, tem contribuido para a sele¢do e dispersdo de microrganismos
resistentes, sendo atualmente um dos mais graves problemas para a salde publica
(TODAR, 2008; CANTON & MOROSINI, 2011). Berquo et al. (2004) propdem que o
emprego crescente e indiscriminado de drogas antimicrobianas esteja associado a
emergéncia de cepas microbianas resistentes em todo o mundo.

A resisténcia antimicrobiana consiste na habilidade de um microrganismo em tolerar
a presenca, no meio, de um antimicrobiano ao qual seria sensivel anteriormente. Desta
maneira, 0s tratamentos convencionais tornam-se ineficazes, fazendo com que as infec¢oes
persistam, podendo ser disseminadas (WHO, 2015). Diante disso, pode-se dizer que a
resisténcia antimicrobiana €, em parte, consequéncia da utilizacdo negligente e
indiscriminada deste tipo de droga, promovendo a pressao seletiva e apresentando como

resultado a selecdo e predominancia de isolados bacterianos cada vez mais resistentes.
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No Brasil, ndo existem ou nédo sdo utilizados protocolos terapéuticos regulamentados.
Isso resulta em grande diferenca nos padrOes de prescricdo, originando insucesso
terapéutico e recidivas de infeccdes, situacdes frequentemente encontradas no meio animal
(DEL FIOL et al., 2011).

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 infecges mais frequentes, como também o modo de disseminacao
da resisténcia (TOSSIN, 2001).

A resisténcia pode ocorrer de dois tipos: intrinseca (natural) ou extrinseca
(adquirida). A resisténcia intrinseca € consistentemente herdada pelas células, estando
presente na maioria das estirpes que compdem um grupo, um género ou uma espécie
bacteriana particular. Ja a resisténcia extrinseca €, em geral, decorrente de mutacdes no
material genético bacteriano e selecdo ou aquisicdo de material genético codificando genes
de resisténcia, através de bacteri6fagos (transdugdo), incorporacdo do DNA
(transformacéo) ou aquisicdo de um plasmideo (conjugacao) (COAN, 2014).

As bactérias podem ser classificadas em resistentes, intermediarias e sensiveis aos
antimicrobianos. Esta classificacdo acontece com a realizacdo do antibiograma, através da
medicdo dos halos de inibicdo e comparacdo aos padrdes previamente regulamentados,
como por exemplo, no Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Para tal,
determina-se como sensivel a cepa que pode ser tratada com as doses comumente
indicadas, intermediaria ocorre quando o diametro do halo se encontra proximo ao do
resistente e resistente ocorre quando 0s microrganismos ndo sdo inibidos pelas
concentragOes usuais de antimicrobianos (SILVA, 2007).

Os microrganismos possuem alguns mecanismos que 0s tornam resistentes e, como
principais, destacam-se a modificacdo da proteina alvo, a inativacdo enzimatica, alteracao
da permeabilidade da membrana externa bacteriana e a bomba de efluxo (COSTA, 2002;
NIKAIDO, 2009).

A resisténcia advinda da modificacdo da proteina alvo surge de substituicdes dos
aminoacidos da proteina que constitui o alvo do antibi6tico. A inativacdo enzimatica se da
quando uma enzima produzida pelo microrganismo é capaz de inibir a acdo do
antimicrobiano. E o caso das p-lactamases, que conseguem inativar o antibiotico P-
lactdmico causando a clivagem do anel B-lactdmico. A reducdo da permeabilidade da

membrana externa pode ser associada frequentemente a resisténcia bacteriana,
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principalmente dos microrganismos Gram-negativos onde a diminui¢do da permeabilidade
influencia de maneira positiva para a entrada de moléculas, como antibioticos, na célula. O
mecanismo de efluxo é uma propriedade bacteriana que expulsa ativamente o
antimicrobiano para o exterior da célula (DIAS, 2009).

Antibidticos B-lactamicos sdo largamente empregados no tratamento de infecgdes por
enterobactérias. No entanto, tem sido registrado um aumento no isolamento de bactérias,
membros desta familia, com resisténcia a varias classes de antibioticos, o que tem limitado
as opcOes terapéuticas. No grupo das enterobactérias, Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae destacam-se como as espécies mais rotineiramente relacionadas com a
producdo de B-lactamases (OLIVEIRA et al., 2009).

2.3. MECANISMO DE RESISTENCIA AOS B-LACTAMICOS

Os B-lactamicos constituem um grupo numeroso de antimicrobianos que possuem
um anel B-lactdmico na sua estrutura quimica e estdo classificados em sub-grupos, entre
eles estdo as penicilinas, monobactamicos, cefalosporinas e carbapenémicos. Embora todos
possuam o anel B-lactamico, a quimica dos membros desta familia de antimicrobianos é
diferente, podendo conter tipos distintos de cadeias lineares. Como consequéncia, tais
diferengas interferem nas caracteristicas, no espectro de a¢do e no tipo de resisténcia as f3-
lactamases (SUAREZ & GUDIOL, 2009).

Presume-se que 0 mecanismo de acdo do antimicrobiano, em sintese, funcione
através da ligacdo do anel B-lactamico as proteinas da parede celular bacteriana (PBPs).
Esta ligacdo faz com que as PBPs ndo exergam seu papel, gerando o rompimento da parede
celular e morte bacteriana (SUAREZ & GUDIOL, 2009). Em contrapartida & acdo dos
antibioticos B-lactdmicos existem as B-lactamases, que s&o definidas como enzimas
capazes de clivar o anel p-lactdmico, ou seja, inativam a agdo dos antibioticos (ROSSI &
ANDREAZZI, 2005).

Ha diferentes tipos de B-lactamases e, dentre eclas, as chamadas B-lactamases de
Espectro Ampliado (ESBL), produzidas a partir de mutacdes em genes plasmideais, tém
grande relevancia clinica e epidemioldgica (MARTINS & PICOLI, 2011). A localizacéo
desse gene de resisténcia no plasmideo facilita a sua disseminacao entre bactérias Gram-
negativas, principalmente entre as enterobactérias, mediante processo de conjugacao. 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
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de ESBL de ambiente hospitalar tendem a ser multirresistentes (LAGO, FUENTEFRIA &
FUENTEFRIA, 2010).

No inicio da década de 60, as penicilinas semissintéticas e as cefalosporinas de
primeira geracdo foram introduzidas no mercado, tornando-se habitualmente utilizadas no
tratamento das infec¢cbes (MEDEIRQOS, 1997). No entanto, a producdo de B-lactamases foi
detectada ainda no ano de 1960, em um isolado de Escherichia coli de hemocultura em
uma paciente internada na Grécia. Este gene foi denominado TEM-1. Dentro de pouco
tempo, o plasmideo contendo esse gene espalhou-se pelo mundo, sendo também
encontrado em diferentes membros da familia Enterobacteriacea, como Pseudomonas
aeuruginosa, Haemophylus influenza e Neisseria gonorrhoeae. Pouco depois, outra f-
lactamase, sintetizada a partir do gene SHV-1, foi descrita em isolados de Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli, sendo mais comumente encontrada em K. pneumoniae.
Relatos da literatura apontam que mais de 90% dos isolados de E. coli resistentes a
ampicilina estdo associados ao gene TEM-1, enquanto aproximadamente 20% da
resisténcia em K. pneumoniae esta associada ao gene SHV-1 (BRADFORD, 2001).

No final da década de 70 houve um grande avanco na luta contra a resisténcia
ocasionada pelas B-lactamases. A adicdo sintética de um radical metoxiamino a molécula
de cefalosporina, capaz de proteger o anel B-lactamico do ataque das [-lactamases

cléssicas, originou as cefalosporinas de terceira geragédo (LIVERMORE, 2008).
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Figura 1: Representacdo molecular de uma cefalosporina de primeira geracdo (A) e de
uma cefalosporina de terceira geracdo (B). Fonte: LEBEDEV, 2017

As cefalosporinas de terceira geracdo foram desenvolvidas inicialmente para serem
capazes de superar a resisténcia causada pelas p-lactamases mais comuns (BRADFORD,
2001). Esta nova classe de antimicrobianos também teve seu uso frequente para o
tratamento de infecgdes graves causadas por microrganismos Gram-negativos, desde o seu
ingresso no final da década de 70 e inicio dos anos 80, haja vista que os B-lactdmicos

ceftriaxona, cefotaxima e ceftazidima apresentavam uma boa estabilidade contra f-
9
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lactamases sintetizadas pelos genes TEM-1 e SHV-1 (PATERSON & BOMOMO, 2005;
DENTON, 2007). No entanto, a cada nova classe desenvolvida, surgiram novas p-
lactamases devido ao seu uso continuo e prolongado. Estes novos tipos de B-lactamases
adquiriram a capacidade de hidrolisar as penicilinas, as cefalosporinas de pequeno e largo
espetro e 0s monobactdmicos, sendo por isso designadas de B-lactamases de espetro

ampliado (Extended Spectrum [-Lactamases — ESBL).

2.3.1. CLASSIFICACAO DAS B-LACTAMASES

Por muitos anos, alguns esquemas, baseados nas caracteristicas bioquimicas,
funcionais e moleculares das enzimas foram propostos na tentativa de classificar as -
lactamases (SAMAHA-KFOURY & ARAJ, 2003). Atualmente, duas das classificacfes
tornaram-se mais conhecidas e utilizadas. Sdo as propostas por Ambler (1980), baseada na
similaridade entre sequéncias de aminoacidos e a proposta por Bush, Jacoby e Medeiros
(1995), fundamentada nas caracteristicas fisicas e funcionais de cada enzima. Em 2010,
Bush & Jacoby perpetraram uma atualizacéo.

Ambler dividiu as B-lactamases em quatro classes (A, B, C e D) agrupadas de
acordo com a semelhanca entre as sequéncias de aminoacidos. As classes A, C e D
possuem o sitio de acdo composto por serinas (serina-f-lactamases), enquanto a classe B,
também chamadas metalo-beta-lactamases, utilizam o zinco (Zn) como cofator (AMBLER,
1980; DALMARCO, BLATT, CORDOVA,; 2006). A Classe C foi separada em 1981 das
demais serina-p-lactamases, ficando conhecidas como AmpC f-lactamases (JAURIN e
GRUNDSTROM, 1981). A Classe D, que incluiu as enzimas capazes de hidrolisar a
oxacilina, foi separada das demais ao final da década de 80 no século passado (HALL e
BARLOW, 2005).

A classificacdo por Bush, Jacoby e Medeiros considera o perfil do substrato, as
propriedades de inibicdo, alem de caracteristicas fisicas (peso molecular e ponto isoelétrico
das enzimas). Os autores dividiram as B-lactamases em quatro grupos. O grupo 1 é
composto pelas enzimas que nao sao inibidas pelo acido clavulanico (cefalosporinases). O
grupo 2 pelas enzimas de largo espectro inibidas pelo &cido 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 séo
inibidos pelo &cido clavulanico, entretanto, o acido etilenoaminotetracético (EDTA) que

possui acdo quelante sobre 0 zinco é capaz de inibi-los (metalo-p-lactamases). O grupo 4 é

10
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composto pelas enzimas penicilinases que sdo inibidas pelo &cido clavulanico (j-
lactamases codificadas pelo plasmideo OXA) (ROSSI & ANDREAZZI, 2005).

A atualizacdo realizada por Bush & Jacoby (2010) expBe uma classificacdo baseada
nos grupos funcionais, permitindo ao clinico correlacionar as propriedades de cada enzima
com o perfil de resisténcia observado em cada isolado clinico. A partir de entdo, as -
lactamases foram divididas em trés grupos. O grupo 1 é composto pelas enzimas da classe
C de Ambler, que sdo mais ativas contra cefalosporinas, e ndo sdo inibidas pelos inibidores
de B-lactamases (acido clavulénico e tazobactam). Ao grupo 2 pertencem as serina-p-
lactamases (classes A e D de Ambler). Este grupo representa 0 maior grupo de pB-
lactamases e, por isso, € dividido em subgrupos, conforme o espectro de acdo de cada
enzima. Alguns dos representantes sdo ESBL, CTX-M e KPC. No grupo 3, as enzimas
necessitam do ion zinco em seu sitio de acdo para produzir atividade contra o0s
antimicrobianos. Este é o grupo das metalo-beta-lactamases, que apresentam habilidade de
hidrolisar carbapenémicos e sdo inibidas por quelantes de ions zinco, como 0 EDTA.

2.3.2. AS B-LACTAMASES DE ESPECTRO AMPLIADO (ESBL)

Nas trés Ultimas décadas, diversas definigdes para as B-lactamases de espectro
ampliado tém sido utilizadas, algumas baseadas no espectro e no perfil de inibicdo, outras
na historia evolutiva. O termo ESBL, proposto em 1988, foi atribuido as enzimas derivadas
de TEM e SHV capazes de hidrolisar as cefalosporinas de terceira geracdo (BRADFORD,
2001). Entretanto, em 2006, em uma conferéncia da ESCMID (European Society of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases), o termo ESBL foi ampliado para
introduzir as enzimas com espectro semelhante ao daquelas mutantes de TEM e SHV, mas
decorrentes de outras fontes, como as CTX-M, PER e VEB; TEM e SHV mutantes e com
atividade ESBL borderline; e por fim, as varias B-lactamases que conferem maior
resisténcia que suas precursoras, mas que ndo sdo reunidas no grupo 2be (LIVERMORE,
2008).

Livermore (2008) e Garcia, Gandara & Garcia (2010) propdem que as ESBL séo
enzimas codificadas por plasmideos, que geralmente séo derivadas dos genes TEM e SHV.
Estas enzimas sdo capazes de hidrolisar B-lactamicos de espectro ampliado como
cefalosporinas de terceira geracdo (ceftazidima, ceftriaxona e cefotaxima), a cefalosporina
de quarta geracdo (cefepime), os monobactdmicos (aztreonam), ndo sendo capazes de

hidrolisar as cefamicinas (cefoxitina) e os carbapenémicos (ertapenem, imipenem e
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meropenem) e sdo inibidas pelos inibidores de B-lactamases como &cido clavulanico,
sulbactam e tazobactam.

Existem relatos de genes codificadores de ESBL que apresentam diversidade de
graus de afinidade aos diferentes substratos, ou seja, uma ESBL pode hidrolisar
especificamente ceftriaxona e cefotaxima, mas ndo hidrolisar ceftazidima e vice-versa, ou
ainda, hidrolisar todas as cefalosporinas (BRADFORD, 2001; PATERSON & BONOMO,
2005).

Bactérias produtoras de ESBL sdo, rotineiramente, resistentes também a farmacos
ndo B-lactdmicos, como as fluorquinolonas e aminoglicosideos, diminuindo ainda mais as
opcoes terapéuticas para estes casos (WEINBREN & BORTHWICK, 2005).

A primeira B-lactamase de espectro ampliado foi descrita em 1983 na Alemanha,
isolada de K. ozaenae, denominada TEM-2. Pouco tempo depois, em 1985, houve o
primeiro caso clinico, em um surto na Franca com estirpes produtoras de TEM-3 (ROSSI
& ANDREAZZI, 2005). As principais estirpes produtoras deste tipo de enzimas sdo K.
pneumoniae e E. coli, devido ndo so6 a existéncia de diversos plasmideos que contem genes
que codificam as ESBLs, mas também por serem bactérias mais adaptadas ao ambiente
hospitalar, sobrevivendo algum tempo tanto nas maos dos portadores como também nas
superficies, facilitando assim a contaminacéo cruzada dentro do hospital (PATERSON &
BOMOMO, 2005). Estas enzimas podem ser encontradas também em Proteus mirabilis,
Citroacter diversus, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes,
Serratia marcescens, Salmonella spp. e Pseudomonas aeruginosa (VARAIYA et al.,
2008).

Alguns fatores predispem a disseminacdo e infeccdo por cepas portadoras de B-
lactamases, incluindo a permanéncia prolongada de pacientes em estado grave nos
hospitais e 0 uso prolongado e constante de antibidticos, especialmente das cefalosporinas
de terceira geracao, quinolonas e aminoglicosideos. As unidades de cuidados intensivos,
inclusive as neonatais, sdo geralmente os principais locais onde podem ser encontradas
cepas resistentes a multiplas drogas (PATERSON & BOMOMO, 2005; GUPTA, 2007).
Outras ESBLs tém sido citadas, com as CTX-M, as quais sdo as ESBLs mais comumente
encontradas, superando TEM e SHV (JORGENSES et al., 2009).

Apesar de menos frequente do que a produ¢ao de ESBL, a expressdo de -

lactamases AmpC também é capaz de conferir resisténcia as cefalosporinas, sendo um
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problema principalmente nas infec¢Oes causadas por Enterobacter aerogenes e E. cloacae
(JACOBY, 2009).

2.3.3. B-LACTAMASES AmpC

As B-lactamases conhecidas como cefalosporinases cromossomais ou AmpC séo
enzimas codificadas por genes de origem cromossdmica ou plasmideal. S&o capazes de
hidrolisar penicilinas, monobactamicos e cefalosporinas de até terceira geracdo. A
resisténcia a cefoxitina, do grupo das cefamicinas, € o principal marcador da expressédo de
AmpC. Cepas produtoras de AmpC séo, habitualmente, resistentes também a drogas néo B-
lactdmicas, como aminoglicosideos, cloranfenicol, quinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas
e trimetropim. As B-lactamases AmpC também n&o sdo inibidas pelo acido clavulanico e o
tazobactam e ndo sdo capazes de hidrolisar cefalosporinas de quarta geracdo e
carbapenémicos (JACOBY, 2009; BUSH & JACOBY, 2010).

Grande parte das AmpC sdo codificadas nos cromossomos e, portanto,
denominadas constitutivas, apesar de algumas serem induziveis, ou seja, encontradas em
plasmideos (JACOBY, 2009; MATA, et al, 2012). Nos géneros da familia
Enterobacteriaceae, as [-lactamases AmpC sdo frequentemente cromossomais e
apresentam baixa taxa de expressdo; entretanto, com a exposicdo frequente aos f-
lactamicos, tornaram-se mais expressivas (BUSH, 2010).

A producdo de AmpC em baixos niveis pode invalidar a acdo antibacteriana das
cefalosporinas. Sobretudo se produzida em niveis elevados, outros B-lactamicos podem ser
inativados por estas enzimas. Nesses casos, 0 aparecimento de AmpC parece ser induzido
pela presenca de alguns agentes, como a amoxicilina ou o &cido clavulanico, ou mesmo,
pela selecdo de um mutante estavel durante o tratamento com cefalosporinas de espectro
ampliado (JACOBY, 2009; BUSH, 2010).

A producéo de B-lactamase AmpC esta associada ao gene constitutivo originado de
especies que atuaram como fonte do gene, por exemplo, as variedades de AmpC CMY-1,
CMY-8, CMY-9, CMY-10, CMY-11, e CMY-19 relacionadas com AmpC cromossémica
de Aeromonas spp. Outras variedades, incluindo a variedade mais comum (CMY-2),
derivam da AmpC cromossomica de Citrobacter freundii (JACOBY, 2009). Este mesmo
autor relata que a producdo de AmpC plasmideal ocorre especialmente de forma
constitutiva, nas espécies Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Proteus mirabilis e

Salmonella spp.
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2.3.4. CARBAPENEMASES

Com o aumento frequente da producdo de ESBL e AmpC ocorre a diminuigdo das
opcdes terapéuticas contra os isolados produtores destas enzimas. Desta forma, a ultima
alternativa para o tratamento de infec¢Bes causadas por Gram-negativos produtores destas
enzimas sdo os antibioticos carbapenémicos (WOODFORD et al., 2000).

Nordmann, Cuzzon e Naas (2009) apontam como mecanismos relacionados a
resisténcia aos carbapenémicos a modificacdo na permeabilidade de membrana e ao
aumento na regulacdo das bombas de efluxo, associados a hiperproducdo de AmpC ou
ESBL ou a producéo de enzimas carbapenemases.

Os carbapenémicos foram, inicialmente, considerados terapia de eleicdo pela sua
estabilidade, espectro de acdo, e poucos relatos de resisténcia, além de serem drogas bem
toleradas pelos pacientes, apresentando como efeitos adversos mais comuns complicagdes
no sitio da infusdo e toxicidade gastrintestinal (NICOLAU, 2008). Em contrapartida, nas
ultimas décadas, a resisténcia a essa classe de antimicrobiano tem crescido de forma
proporcional ao seu uso, em resposta adaptativa das bactérias e em algumas vezes como
consequéncia ao uso abusivo e negligente dos mesmos (NETO et al., 2007).

O grupo dos antibioticos carbapenémicos incluem o imipenem, meropenem, o
ertapenem e, mais recente descoberto, o doripenem, que combina o espectro de acdo do
imipenem e meropenem, tendo maior eficAcia no tratamento contra infeccGes por
Pseudomonas aeruginosa (ZHANEL et al., 2007). O imipenem e 0 meropenem possuem
um amplo espectro de acdo in vitro contra Gram positivos, Gram negativos e bactérias
anaerdbias (ZHANEL et al., 2007; MOHR, 2008). O ertapenem apresenta um espectro de
acao mais limitado que os outros componentes desta classe de antimicrobianos (ZHANEL
et al., 2007), ficando seu uso restrito a terapia de infec¢fes adquiridas na comunidade.

2.4. PRODUCAO DE FRANGOS DE CORTE E A DISSEMINACAO DA
RESISTENCIA BACTERIANA EM CARNE DE FRANGO NO BRASIL

Nos anos de 1950, a criacdo de aves era basicamente uma atividade desenvolvida
para subsisténcia. Entre 1960 e 1980 iniciou-se a integracao entre os criadores de frango e
as agroindustrias, de forma a aperfeicoar o processo, desde a criacdo ao abate e
comercializacdo do frango (VASCONCELOQOS et al., 2015).

Atualmente, o Brasil se destaca na exportacdo da carne de frangos, sendo ha 10
anos o maior exportador do mundo deste produto, destinando a producdo para mais de 150
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paises (PORTAL BRASIL, 2015). Em 2015, as exportacdes superaram a marca de 4,3
milhGes de toneladas. No mesmo ano, em consequéncia do aumento do prego da carne
bovina nos supermercados, a carne de frango ampliou sua lideranca como a mais consumida
pelos brasileiros, atingindo média per capita de 43,2 quilos, colocando o pais como segundo
maior produtor de carne de aves do mundo (ABPA, 2015).

No inicio da avicultura industrial, o uso de antimicrobianos era feito com a
finalidade de evitar enfermidades e, algum tempo depois, passou a ser utilizado como
promotor de crescimento. Independente da intencdo de uso (terapéutica, profilatica ou
como promotores de crescimento), a utilizacdo de antibidticos na producdo pecuaria é
motivo de grande preocupacdo, pois estimula a resisténcia da populacdo bacteriana
(MENDES et al., 2013). Todos esses fatores indicam a necessidade de maiores
conhecimentos sobre a ocorréncia de genes de resisténcia na microbiota encontrada na
carne de frango, pois, como alimento comum, alguns microrganismos presentes na carne
de frango podem atuar como reservatorios de genes de resisténcia. Algumas pesquisas
realizadas destacam a presenca de genes que codificam resisténcia a varios
antimicrobianos de importancia clinica (B-lactdmicos, Quinolonas, Tetraciclinas, entre
outros) em carne de frangos (GAROFALO et al., 2007; LAUBE et al., 2013; OLESEN et
al., 2005; DHANJI et al., 2010; RANDALL et al., 2011).

O fato de que antibi6ticos e quimioterapicos estarem sendo administrados, ha mais
de 30 anos, em baixas concentracfes na criacdo de aves para favorecer significativamente
0 ganho de peso e a conversdo alimentar dos animais, pode estar relacionado a
disseminacdo de microrganismos resistentes que impactem a saude publica (SANTOS,
2012).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) é o 6rgdo
responsavel pela regulamentacdo e fiscalizacdo dos produtos utilizados na alimentacdo
animal. Através das Instru¢cdes Normativas n° 09/2003 e n° 26/2009 (BRASIL, 2003;
BRASIL, 2009), regulamenta procedimentos técnicos para a fabricacdo, controle de
qualidade, a comercializacdo e o emprego de produtos antimicrobianos de uso veterinario.
Nestas Instru¢cbes Normativas, o uso de cloranfenicol, nitruforanos, alfenicois,
tetraciclinas, B-lactdmicos (bezilpenicilinas e cefalosporinas), quinolonas e sulfonamidas
sistémicas sdo de uso especifico na terapéutica veterinaria, sendo vedada a sua utilizagdo
como aditivos zootécnicos melhoradores de desempenho ou como conservantes de

alimentos para animais.

15



492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523

Alguns estudos foram realizados com o objetivo de levantar informagfes sobre
resisténcia antimicrobiana em bactérias encontradas em carne de frango (MAIA et al.,
2009; ABREU et al., 2010; BARROS et al, 2012). Warren et al. (2008) observaram o gene
blactx.v em amostras de carne de frango importadas do Brasil para o Reino Unido.

Pesquisas sobre a producdo de B-lactamases de espectro ampliado na criagdo de
aves para producdo sdo crescentes internacionalmente (DHANJI et al., 2010; DIERIKX et
al., 2012; LAUBE et al, 2013; BORJESSON et al, 2013; TRONGIJIT,
ANGKITTITRAKUL & CHUANCHUEN, 2016). No Brasil, as pesquisas sdo voltadas
para deteccdo de genes de resisténcia em infeccGes hospitalares (MANA et al., 2014,
KAISER et al., 2016) ficando a necessidade de realizagdo desses estudos para a criacéo
animal, principalmente para a criacdo de aves, uma vez que 0 pais esta entre 0s maiores

produtores de carne de frangos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Lavagem das carcacas de frangos
Em funcdo da disponibilidade, frangos inteiros in natura, resfriados e congelados

foram adquiridas de estabelecimentos comerciais das cidades de Jodo Pessoa, Areia e
Campina Grande, no Estado da Paraiba. As amostras foram acondicionadas em sacolas
térmicas e encaminhadas ao Laboratério de Produtos de Origem Animal (LAPOA) no
Campus Il da Universidade Federal da Paraiba, na cidade de Areia. As carcacas in natura e
resfriadas foram lavadas imediatamente a chegada no local. Carcagas congeladas, em suas
embalagens originais, foram descongeladas em temperatura média de 4°C, em refrigerador,
por 24h. A técnica de lavagem foi realizada utilizando-se metodologia recomendada pelo
Georgia Poultry Laboratory (1997) e Brasil (2003) com modificacfes. Empregou-se 400
mL de &gua peptonada tamponada (Acumedia®, EUA), vertidos em embalagem plastica
previamente esterilizadas e contendo a carcaca. Posteriormente, foi realizada agitacao
manual vigorosa por aproximadamente um minuto, para que a solucdo de dgua peptonada
percorresse todo o interior e exterior da carcaca. A partir deste procedimento, 30 mL do
lavado foram transferidos para um recipiente e incubados em estufa bacteriolégica a 37 + 2
°C, durante 8 horas.

4.2. Isolamento e identificacdo fenotipica das enterobactérias
Apobs o periodo de 8 horas de incubacdo do lavado, uma aliquota de 20 pL do

material foi transferida para um tubo contendo 3 mL de caldo infusdo cérebro coracdo
(Bacto®, EUA) suplementado com ceftriaxona (1mg/L) e incubados em estufa
bacterioldgica a 37 + 2 °C por um periodo de 12 horas.

Para o isolamento, foi realizado plaqueamento por esgotamento em A&gar
MacConkey (Difco®, EUA) e as placas colocadas em estufa bacteriologica a 37 + 2 °C
durante 24 horas. Ap6s o periodo de incubacdo, procedeu-se com o reisolamento das
colénias em placas contendo agar Triptona Soja (Himedia®, india) para identificacdo do
género através de visualizagcdo microscopica e provas bioquimicas.

As provas bioguimicas foram realizadas no Nucleo de Medicina Tropical
(NUMETROP), localizado no Campus | da Universidade Federal da Paraiba. Para a
realizacdo das mesmas foram utilizados o agar triplice agucar ferro (TSI), meio de ureia de
Christensen, mobilidade/indol/ornitina (MIO), agar lisina ferro (LIA), citrato de Simmons
e desaminacdo da fenilalanina. Os mecanismos de identificagdo de cada uma das provas
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utilizadas sdo apresentados na Tabela 1. Sabe-se que este esquema de identificagdo é capaz

de identificar 90% das enterobactérias (SANTOS FILHO, 2006).

Tabela 1: Apresentacdo dos meios utilizados nas provas bioquimicas e seu funcionamento

para identificacdo genérica de microrganismos.

Meios de . :
. Funcionamento do meio
cultivo
Producéo de gas | Formacao de bolhas
Producéo de Presenca de pigmento preto
H2S em qualquer intensidade
Base Coloracdo amarela reacdo
Fermentacdo da | positiva;
TSI Glicose Coloracéo do meio
inalterada reacdo negativa.
Coloracdo amarela reacdo
Superficie Fermentacdo da | positiva;
P Lactose Coloracéo inalterada reacgdo
negativa.
Hidrolise da Coloragéo amarelo alaranjada reagéo positiva;
UREIA ; N - .
Ureia Coloracgéo rosa avermelhada rea¢do negativa.
Turbidez do meio além da linha de inoculacéo
Motilidade | 82640 positiva; . . )
Crescimento somente na linha de inoculacao
reacdo negativa.
« Aparecimento de cor rosa — vermelha reagédo
Producdo de e
MIO . positiva,
Indol (Reativo « - <
Inalteracdo da cor original (amarela) reacdo
de Kovacs) i
negativa.
Producéo de Coloracdo amarela a partir do fundo do tubo
Ornitina reacao negativa;
Descarboxilase | Coloracdo inalterada (pUrpura) reacao positiva.
Producéo de Coloracéo inalterada (purpura) reacéo positiva,;
LIA Lisina Coloracdo amarela a partir do fundo do tubo
Descarboxilase | reagdo negativa.
. Coloracdo azul intensa na superficie reacdo positiva;
Citrato . N .
Coloracdo inalterada (verde) reacdo negativa.
Teste especifico na deteccdo dos géneros Morganella, Providencia
. . e Proteus, pois somente eles possuem enzimas capazes de
Fenilalanina . . . L L ;
desaminar a fenilalanina em &cido fenil pirtvico, que é detectada
pela adi¢ao de cloreto férrico a 10%.

Fonte: adaptado de Santos Filho, 2006.

4.3. Avaliagdo da susceptibilidade antimicrobiana in vitro

Os testes de deteccdo fenotipica de resisténcia, assim como a triagem de cepas
produtoras de ESBL, foram executados conforme as recomendacbes do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015), pelo método de Disco-difusdo (Kirby-
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Bauer). De inicio, as culturas foram semeadas em placas de &gar MacConkey, de modo que
fossem obtidas col6nias isoladas, e incubadas em estufa bacterioldgica a 37 + 2 °C. Apo6s
24h de incubacdo, 2 a 3 coldnias do cultivo foram ressuspendidas em soro fisiologico
estéril (NaCl 0,9%) em tubo, de forma a obter uma suspensdo com turvacgéo equivalente a
0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). A confirmagcéo da turbidez foi mensurada
com o auxilio de um turbidimetro. Em seguida, um suabe estéril foi imerso na suspensédo
bacteriana, eliminando-se 0 excesso do indculo por meio de uma compressdo do mesmo na
parede do tudo. Em placas de Petri, com dimensdes 140x15 mm, contendo agar Mueller
Hinton (Difco®, EUA), foram semeadas por estriamento ao longo de trés planos distintos
(rotacOes de 60°) em toda a superficie do agar de modo a obter um crescimento uniforme.
Com espera de aproximadamente 5 minutos para eficaz absor¢do do inoculo no agar,
procedeu-se a aplicacdo dos discos de antimicrobianos com distribuicdo dos mesmos a uma
distancia de 24 mm 0s mesmos.

Foram utilizados discos com 0s seguintes antimicrobianos: amoxilina + acido
Clavulanico (AMC — 30 mcg), Ampicilina (AMP — 10 mcg), Aztreonam (ATM — 30 mcg),
Cefotaxima (CTX — 30 mcg), Ceftazidima (CAZ — 30 mcg), Ceftriaxona (CRO — 30 mcg),
Ciprofloxacina (CIP — 5 mcg), Cloranfenicol (CLO — 30 mcg), Gentamicina (GEN — 10
mcg), Norfloxacina (NOR — 10 mcg), Sulfametazol + Trimetropina (SUT — 25 mcg),
Tetraciclina (TET — 30 mcg) (SENSIFAR®).

Como teste confirmatdrio para deteccdo de cepas produtoras de ESBL, foi utilizado
0 método de aproximacdo de discos com adicdo de um disco com acido clavulanico
circuncéntrico aos discos contendo aztreonam e as cefalosporinas de terceira geragéo. Foi
considerado resultado positivo ao teste quando ocorreu aumento do didmetro do halo de
inibicdo ou o aparecimento da zona fantasma (distor¢ao do halo ao redor do disco B-

lactdmico), conforme recomendacdo do CLSI (2015).
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Figura 2: Teste de aproximacdo de discos para deteccdo de ESBL. (A) combinagdo dos
discos para deteccdo de ESBL e presenca do halo fantasma; (B) combinacdo dos discos
sem a presenca do halo fantasma.

Por fim, as placas foram incubadas a 37 + 2 °C por um periodo de 24h e foram

realizadas as leituras dos halos de inibicdo formados em cada antimicrobiano avaliado e
comparados os resultados obtidos aos padrGes descritos pelo CLSI (2015), conforme
descrito na Tabela 2. Como controle positivo foi utilizada a cepa Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603 e como controle negativo a cepa Escherichia coli ATCC 25922.

Tabela 2: Padrdo para interpretacdo dos halos de inibigdo dos antimicrobianos utilizados.

Antimicrobiano Halo de inibigdo (mm)
Sensivel Intermediario  Resistente

AMC >18 14 -17 <13
AMP >17 14 - 16 <13
ATM >21 18 -20 <17
CAZ >21 18-20 <17
CIpP >21 16 - 20 <15
CLO > 18 13-17 <12
CRO >23 20 - 22 <19
CTX >26 23 -25 <22
GEN > 15 13-14 <12
NOR >17 13-16 <12
TET > 15 12 -14 <11
SUT >16 11-15 <10

Fonte: CLSI (2015).
AMC - amoxicilina-acido clavulanico; CAZ — ceftazidima; CTX — cefotaxima; CRO - ceftriaxona; CIP —
ciprofloxacina; NOR — Norfloxacina; ATM — aztreonam; SUT - sufametazol + trimetropim; TET —

tetraciclina; GEN — gentamicina; CLO — cloranfenicol; AMP — ampicilina.
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4.4. Detecgéo de carbapenemases

O teste para deteccdo de carbapenemases foi realizado com as bactérias
multirresistentes identificadas no teste de susceptibilidade antimicrobiana in vitro.

As cepas foram semeadas em placas de Petri descartaveis contendo agar Muller
Hinton (Difco®, EUA) e incubadas a 37 + 2 °C por um periodo de 20 a 24 horas. Apds o
periodo de incubagéo, 2 a 3 colbnias do cultivo foram ressuspendidas em tubos contendo
soro fisiologico estéril (NaCl 0,9%), de forma a obter uma suspensdo com turvacao
equivalente a 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 102 UFC/mL). A confirmagcéo da turbidez
foi realizada com o auxilio de um turbidimetro. Em seguida, um suabe estéril foi imerso na
suspensdo bacteriana, eliminando-se o excesso do indculo por meio de uma compressao do
mesmo na parede do tudo. Em placas de Petri, com dimensdes 90x15 mm, de agar Mueller
Hinton (Difco®, EUA), foram semeadas por estriamento ao longo de trés planos distintos
(rotacOes de 60°) em toda a superficie do agar de modo a obter um crescimento uniforme.
Ap0s espera de aproximadamente 5 minutos, para garantir a eficaz absorcéo do in6culo no
agar, procedeu-se a aplicacdo dos discos de antimicrobianos.

Na realizacdo deste teste, os discos de antimicrobianos utilizados foram:
Cefotaxima (CTX — 30 mcg), Ceftazidima (CAZ — 30 mcg), Ceftriaxona (CRO — 30 mcg),
Meropenem (MER — 30 mcg), Imipenem (IPM — 10 mcg) e Ertapenem (ERT — 10 mcg)
(SENSIFAR®).

Para finalizacdo do teste e obtencdo dos resultados, as placas foram incubadas a 37
+ 2 °C por 24 horas e foi realizada a leitura dos halos de inibi¢cdo formado para cada
antimicrobiano analisado e comparando-os aos padrdes descritos pelo CLSI (2015).

Tabela 3: Padrdo para interpretacdo dos halos de inibicdo as carbapenemas.

Antimicrobiano Halo de inibigdo (mm)
S I R

CTX >26 23-25 <22
CAZ >21 18 -20 <17
CRO >23 20— 22 <19
MER >23 20— 22 <19
IPM >23 20— 22 <19
ERT >22 19-21 <18

Fonte: CLSI (2015).
CTX — cefotaxima; CAZ — ceftazidima; CRO — ceftriaxona; MER — meropenem; IPM — imipenem; ERT —

ertapenem.
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4.5. Andlise dos dados

Os resultados observados nas provas bioquimicas para identificacdo do género
foram tabulados e submetidos a distribuicdo de frequéncia em uma analise estatistica
descritiva, com o uso de planilha eletrénica (Microsoft Excel®).

As frequéncias de resisténcia para cada droga entre os géneros identificados foram
comparadas pelo teste de qui-quadrado (¥2) usando o programa SAS, versdo 9.2Um valor
de P<0,05 foi considerado significativo. Neste estudo, as cepas com suscetibilidade
intermediaria foram categorizadas como resistentes na analise estatistica.

Para avaliar possiveis associagdes na ocorréncia de resisténcia a diferentes
antibioticos, dentro de um mesmo género, foi realizado teste exato de Fisher (P<0,05) pelo
aplicativo Social Science Statistic (STANGROOM, 2017). Este teste foi realizado somente

para os géneros de maior prevaléncia (E. coli, Klebsiella e Pseudomonas).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 50 carcacas analisadas, 28 (56%) foram in natura, 20 (40%)
congeladas, e apenas 2 (4%) resfriadas. Este nimero variou devido a disponibilidade do
produto no local de aquisicdo, da diversidade de marcas comerciais disponiveis e, no caso
especifico das carcacas in natura, dos locais escolhidos, que abatiam frangos diariamente.

Nas trés classes de carcagas estudadas (in natura, resfriada e congelada) foram
encontrados membros da familia Enterobacteriaceae, sendo observado uma média de 3
bacteérias, diferentes morfologicamente, em cada placa, totalizando 151 isolados. A Tabela
4 apresenta as frequéncias absolutas e relativas dos géneros de maior ocorréncia:
Escherichia spp., Klebsiella spp., Pseudomonas spp. e Salmonella spp. Outras 12 cepas
incluiram Enterobacter spp., Hafnia spp., Proteus spp., Shigella spp., Serratia spp e

bactérias ndo identificaveis.

Tabela 4: Frequéncias absoluta e relativa de enterobactérias em carcagas de frango
comercializados no Estado da Paraiba.

Género N (%)
Escherichia spp. 53 (35,1)
Klebsiella spp. 50 (33,1)
Pseudomonas spp. 32 (21,2)
Salmonela spp. 04 (02,6)
Outros 12 (07,9)

A Tabela 5 mostra os resultados do teste de susceptibilidade in vitro pelo método
de disco-difusdo (Kirby-Bauer) utilizados para triar cepas potencialmente produtoras de
ESBL.

23



694
695

696
697
698

699
700
701
702
703
704
705
706
707

Tabela 5: Frequéncias absoluta e frequéncia relativa de bactérias resistentes a diferentes

classes de antimicrobianos pelo teste de disco-difusao.
Frequéncia absoluta (N) e frequéncia relativa (%)

Escherichia Klebisella Pseudomonas Salmonella

Outros P-valor
Spp. Spp. Spp. Spp.
Inibidor de g-lactamase
AMC 19 (35,85) 17 (34,00) 9(28,13) 4(100,00) 7 (58,33) 0,0335
B-lactdmicos
CAZ 23 (43,40) 23 (46,00) 1(3,13) 4(100,00) 6 (50,00) <0,0001
CTX 50 (94,34)  47(94,00) 24 (75,00) 1(2500) 11 (91,67) <0,0001
CRO 46 (86,79) 46 (92,000 19 (59,38) 0 (0,00) 8 (66,67) <0,0001
AMP 53 (100,00) 49 (98,00) 22 (68,75) 4(100,00) 11 (91,67) <0,0001
Fluorquinolona
CIP 26 (49,06) 25 (50,00) 4 (12,50) 0 (0,00) 7 (58,33) 0,0012
NOR 29 (54,72) 26 (52,00) 9(28,13) 0 (0,00) 7 (58,33) 0,0326
Monobactamico
ATM 16 (30,19) 18 (36,00) 18 (56,25) 0 (0,00) 4 (33,33) 0,0727
Sulfa +Trimetropim
SUT 22 (41,51) 36 (72,00) 10 (31,25) 0 (0,00) 4 (33,33) 0,0004
Tetraciclina
TET 32(60,38) 38 (76,00) 4 (12,50) 3(75,00) 6 (50,00) <0,0001
Aminoglicosideos
GEN 18(33,96) 14 (28,00) 1(3,13) 0(0,000  4(33,33) 0,0134
Fenicol
CLO 17 (32,08) 18(36,00) 15 (46,88) 0 (0,00) 6 (50,00) 0,1293
TOTAL 53 50 32 4 12

AMC — amoxicilina-acido clavulanico; CAZ — ceftazidima; CTX — cefotaxima; CRO - ceftriaxona; CIP —
ciprofloxacina; NOR — Norfloxacina; ATM - aztreonam; SUT — sufametazol + trimetropim; TET -

tetraciclina; GEN — gentamicina; CLO — cloranfenicol; AMP — ampicilina.

Para o género Escherichia spp., 0os maiores percentuais de resisténcia foram
observados para ampicilina, (100%), cefotaxima (94,34%) e ceftriaxona (86,79%). A
resisténcia a ceftazima, também pertencente ao grupo das cefalosporinas de terceira
geracdo foi mais baixa (43,40%) em comparacdo aos outros antimicrobianos. Para as
outras classes de antimicrobianos testados, com excecdo da norfloxacina e da tetraciclina,
as frequéncias de resisténcia foram inferiores a 50%.

Para o género Klebsiella spp., os resultados se apresentaram semelhantes ao do
género Escherichia spp. Maior percentual de resisténcia foi observado para ampicilina

(98%), cefotaxima (96%) e ceftriaxona (94%). Resisténcia a ceftazidima foi observada em
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46%. Frequéncias elevadas de resisténcia foram observadas para Tetraciclina (76%) e
sulfametazol/trimetropim  (72%). As fluorquinolonas testadas, norfloxacina e
ciprofloxacina, apresentaram resultado semelhante (52 e 50%, respectivamente). Os outros
antimicrobianos testados exibiram resisténcia inferior a 50% para o género em questéo.

Para 0 género Pseudomonas spp., a resisténcia aos tipos de antimicrobianos foi
semelhante ao dos géneros Escherichia spp. e Klebsiella spp. A ampicilina apresentou
maior percentual de resisténcia para o género, 68,75%. No grupo das cefalosporinas,
cefotaxima e ceftriaxona exibiram 75 e 59,38% de resisténcia respectivamente, entretanto,
a ceftazidima exibiu apenas 3,13%. O aztreonam, do grupo dos monobactamicos
apresentou resultado maior que 50% (56,25%), diferente dos outros géneros identificados
que apresentaram resultado inferior a 50% no presente estudo. Para outros agentes
antimicrobianos testados os resultados se apresentaram inferiores a 50%.

N&o foi detectada resisténcia antimicrobiana em Salmonella spp. & ceftriaxona,
ciprofloxacina, norfloxacina, aztreonam, sufametazol/trimetropim, gentamicina e
cloranfenicol. No entanto, todas as cepas de Salmonella foram resistentes a
amoxicilina/acido clavuléanico, ceftazidima e ampicilina (100%). As frequéncias de
resisténcia a tetraciclina e cefotaxima foram 75 e 25%, respectivamente.

Outras enterobactérias identificadas em menor numero, como 0s géneros Proteus
spp., Enterobacter spp., Shigella spp., entre outros, apresentaram maior resisténcia a
ampicilina (91,67%), e cefotaxima (91,67%), ceftriaxona (66,67%). Menor resisténcia foi
observada para ceftazidima (50%), Resisténcia a Ampicilina/acido clavulanico,
ciprofloxacina e norfloxacina foi observada em 58,33% das cepas, enquanto a resisténcia
ao cloranfenicol e tetraciclina foi de 50%. Percentual inferior a 50% foram resistentes a
sufametazol/trimetropim, gentamicina e aztreonam.

Houve diferenca significativa (P<0,05) na frequéncia de resisténcia entre o0s
géneros identificados para a maioria dos antimicrobianos (Tabela 5) exceto para aztreonam
e cloranfenicol.

Os géneros que apresentaram maior prevaléncia entre as bactérias isoladas neste
estudo foram Escherichia spp. (35,10%) e Klebsiella spp. (33,11%). Todos as cepas
apresentaram-se resistentes a pelo menos um dos B-lactdmicos utilizados na triagem e,
portanto, foram submetidas ao teste confirmatdrio de disco aproximacéo. A suplementacao
com ceftriaxona (Img/L) no caldo utilizado no cultivo inicial contribuiu certamente para a

auséncia de cepas susceptiveis a todos os B-lactamicos utilizados no teste de disco-difusao.

25



741
742
743
744
745
746

747
748
749

750

751
752
753
754
755
756
757
758
759
760
761
762

763
764
765

A Tabela 6 apresenta, para cada um dos géneros, o nimero de cepas confirmadas
para producdo de ESBL pelo teste de aproximagdo ao disco de amoxilina/acido
clavulanico, assim como as frequéncias de positividade relativamente aos antimicrobianos
utilizados. Um total de 24 (15.9%) cepas apresentaram a formacdo de zona fantasma que as
caracteriza como produtoras de ESBL. Dentre as cepas positivas, foram identificadas 15
(30,0%) Klebsiella spp., 7 (13.20%) E. coli, 1 (3,2%) Pseudomonas spp. e 1 Shigella spp.

Tabela 6: Cepas positivas para o teste fenotipico confirmatério de produgdo de B-
lactamase de espetro ampliado de acordo com o género e presenca de halo para fantasma
para cada antimicrobiano utilizado.
Antimicrobianos utilizados como teste
confirmatoério pelo método de aproximacao ao
disco de amoxicilina/acido clavulanico

Géneros ATM CTX CRO CAZ Namero de
cepas

Escherichia 4 7 5 0 7

spp.

Klebsiella spp. 9 11 5 0 15
Pseudomonas 1 1 0 0 1

spp.

Outros 0 1 1 0 1
TOTAL 24

ATM — aztreonam; CTX — cefoxitina; CRO — ceftriaxona; CAZ — ceftazidima.

Oito cepas, sendo quatro Klebsiella spp. e quatro Escherichia spp., apresentaram
formagéo de zona fantasma para ceftriaxona, cefotaxima e aztreonam.

No presente estudo, os antimicrobianos cefotaxima (CTX) e ceftriaxona (CRO)
foram sensiveis na identificacdo de cepas produtoras de ESBL, em comparacdo ao
percentual de resisténcia a ceftazidima.

A Tabela 7 apresenta os dados do teste exato de Fisher para a associacdo de
resisténcia as cefalosporinas utilizadas no teste confirmatério de aproximacao ao disco de
ao disco de amoxilina/acido clavulanico. Para Escherichia spp., houve associagdo positiva
(P<0,05) na ocorréncia de resisténcia entre CTX — CRO; AMC — CTX e AMC - CAZ.
Para Klebsiella spp., houve associagédo positiva para CTX — CRO e AMC — CAZ. E para
Pseudomonas spp., as associa¢des que se apresentaram significativas foram CTX — CRO e
AMC - CRO.
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Tabela 7: Probabilidade de associacdo entre as cefalosporinas de terceiras geracdo e o
inibidor de B-lactamases avaliados no presente estudo (Teste Exato de Fisher).

Antimicrobianos Valor de P
Escherichia spp. Klebsiella spp. Pseudomonas spp.
CTX-CRO 0,0015 0,0002 0,0001
CAZ-CTX 0,1836 1,0000 1,0000
CAZ-CRO 0,2180 0,6507 1,0000
AMC - CTX 0,0414 0,2637 0,6808
AMC - CRO 0,0835 0,1078 0,0146
AMC - CAZ 0,0000 0,0028 1,0000

CTX — cefotaxima; CRO — ceftriaxona; CAZ — ceftazidima; AMC — amoxicilina-acido clavulanico. P<0,05.

A associacdo entre as cefalosporinas avaliadas cefotaxima e ceftriaxona (CTX —
CRO) foi significativa para os trés géneros. Apesar dos resultados do presente estudo
indicarem maior sensibilidade de CTX e CRO na deteccdo de enterobactérias produtoras
de ESBL em carcacas de frango, a utilizacdo paralela de CTX e CRO pode ser redundante,
preferindo-se 0 emprego de outras drogas para maior confiabilidade no resultado de
deteccdo de ESBL. A utilizacdo de ceftazidima e cefpodoxima é recomendada pelo CLSI
(2010)

Luzzaro et al. (2006); Asensio et al. (2011); Rodrigues & Mesquita (2016) e Kaiser
et al. (2016) relataram, em seus respectivos trabalhos, maior frequéncia de Escherichia coli
produtora de ESBL a partir de amostras de origem hospitalar. Outros autores também
apontaram que E coli e K. pneumoniae como as espécies mais comumente identificadas
como produtoras de ESBL (COSTA, 2013; GRALHA, 2011; MANA, 2014).

Queiroz et al. (2012) apontam que inumeros estudos tém identificado a producédo da
enzima ESBL como um dos mecanismos mais importantes de resisténcia bacteriana em
Gram-negativos no mundo todo. O aparecimento deste mecanismo em Varios
representantes da familia Enterobacteriaceae, principalmente em Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli, tanto em ambiente hospitalar quanto na comunidade, vem causando
graves problemas de salde publica (AMBLER & MEADWAY, 1969; FALAGAS &
KARAGEORGOPOULOS, 2009). A producdo de ESBL em bactérias Gram-negativas
ndo fermentadoras de lactose como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii
também estdo sendo relatados na literatura (JACOBY & MUNOZ-PRICE, 2005). Este
aumento de resisténcia em bactérias Gram-negativas pode ser explicado pela presenca de

genes moveis em plasmideos que se disseminam facilmente e ao uso de antimicrobianos
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(FALAGAS & KARAGEORGOPOQULOQS, 2009; LEWIS 11 et al., 2007; DRIEUX et al.,
2008, NICHOLAS-CHANOINE & JARLIER, 2008).

O fendbmeno da multirresisténcia foi observado em 135 cepas identificadas no
estudo, do total de 151 amostras. De 135 cepas que apresentaram multirresisténcia, 47
(88,68%) foram Escherichia spp., 48 (96%) Klebsiella spp., 25 (78,13%) Pseudomonas
spp. e 3 (75%) Salmonella spp. Para os outros géneros identificados, 100% das cepas
foram multirresistentes. Diferentes perfis de multiresisténcia foram encontrados, sendo 40
(32,79%) diferentes perfis para o género Escherichia, 41 (34,43%) para 0 género
Klebsiella, 26 (21,31%) para o género Pseudomonas, 3 (2,46%) para o género Salmonella
e 12 (9,84%) para os géneros de menor frequéncia no estudo em questdo, totalizando 122
(80,79%) perfis diferentes em um total de 151 isolados identificados de géneros distintos.

Para o género Escherichia spp., os perfis que apresentaram maior frequéncia foram:
AmcCazCtxCroAmp, CtxCroAmp e CtxCroAmpCipNorSutTetClo, com trés cepas cada.
Os perfis encontrados no género Klebsiella spp. foram AmcCazCtxCroAmpSutTet;
CazCtxCroAmpAtmSutTetClo, com quatro cepas cada. Para o género Pseudomonas spp.,
o perfil de maior frequéncia, observado em trés cepas, foi CtxCroAmpAtm.

A Tabela 8 revela os resultados de deteccdo de carbapenemase. O género
Pseudomonas spp. foi aquele com maior frequéncia para producdo de carbapenemases,
principalmente para o ertapenem. Isto significa que esta classe de antimicrobianos
apresenta, ainda, maior eficacia para o tratamento de infec¢bes mais graves. Por outro lado,
a deteccdo de enterobactérias resistentes a carbapenemases em carcacas de frango é

preocupante.

Tabela 8: Frequéncia absoluta e frequéncia relativa de bactérias produtoras de
carbapenemases em carcacas inteiras de frango comercializadas no Estado da Paraiba.

Resisténcia a carbapenémicos N (%)

o ) Escherichia Klebsiella Pseudomonas Salmonella  Outros
Antimicrobiano

spp. spp. spp. spp.
MER 0 (0,00) 0 (0,00) 1(3,57) 0(0,000  0(0,00)
IPM 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,000  0(0,00)
ERT 2 (3,77) 1 (2,00) 17 (60,71) 0(0,000  0(0,00)

MER — Meropenem; IPM — Imipenem; ERT — Ertapenem.
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6. CONCLUSOES

A identificacdo de enterobactérias, principalmente E. coli e Klebsiella spp,
produtoras de B-lactdmicos de espectro ampliado (ESBL) em carcacas de frango, in natura,
congeladas ou resfriadas, comercializadas em diferentes cidades do Estado da Paraiba,
justifica a necessidade de estudos amplos sobre o seu real impacto em salde publica.
Maior sensibilidade na confirmac&o fenotipica de producdo de ESBL foi observada quando
da utilizacdo dos antibidticos cefotaxima e cetriaxona no teste confirmatorio de
aproximacdo ao disco de amoxicilina/acido clavulanico. Observa-se, porém associagdo
positiva significativa entre os resultados obtidos por essas drogas, 0 que sugere a inclusao
de outros antimicrobianos nos testes confirmatorios. A contaminagdo por Pseudomonas
spp resistentes as carbapenémicos, principalmente ertapenem, é preocupante e reforca a
necessidade de investigar os fatores associados a ocorréncia e o impacto dessas bactérias

em carcagas de frango comercializadas na Paraiba.
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