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PERFIL DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE BACTERIAS ISOLADAS
DE OVOS DE GALINHAS CAIPIRAS NO SEMIARIDO BRASILEIRO E SUA
IMPLICACAO EM SAUDE UNICA

RESUMO

A criacdo de galinhas caipiras € uma atividade amplamente difundida no
Nordeste do Brasil, sobretudo em propriedades de agricultura familiar. No
entanto, a auséncia de um programa oficial no Brasil de monitoramento da
qualidade sanitaria de produtos dessa exploragao, especificamente ovos, gera
preocupacao do ponto de vista de saude publica, uma vez que agentes
bacterianos podem ser transmitidos pelo consumo de ovos bem como tais
agentes podem ser carreadores de genes de resisténcia antimicrobiana. Dessa
maneira, os objetivos deste trabalho foram isolar e identificar microrganismos
provenientes de ovos de galinha caipira comercializados em feiras livres no
semiarido brasileiro, e caracterizar o perfil e identificar genes de resisténcia
antimicrobiana dos isolados. Foram utilizados 128 ovos de galinhas caipira
comercializados no semiarido brasileiro no periodo de agosto de 2018 a abril de
2019, dos quais 40 (31,3%) apresentaram crescimento bacteriano, sendo
dezoito bactérias (45%) Gram-positivas e 22 (55%) Gram-negativas. Os
microrganismos isolados foram Staphylococcus spp. (27,5%), Bacillus spp.
(15%), Pseudomonas aeruginosa (7,5%), Klebsiella spp. (7,5%), Salmonella spp.
(7,5%), Proteus mirabilis (7,5%), Citrobacter spp. (7,5%), Escherichia coli (7,5%),
Providencia spp. (5%), Corynebacterium spp. (2,5%), Enterobacter spp. (2,5%)
e Alcaligens spp. (2,5%). Houve crescimento bacteriano em 10 (7,8%) albumens
e 38 (29,7%) gemas (P < 0,001). Os antimicrobianos que apresentaram maiores
indices de resisténcia foram amoxicilina + ac. clavulanico (77,3%), ampicilina
(95,5%), cefalexina (68,2%), cefalotina (72,7%), acido nalidixico (72,7%),
ertapinem (59,1%) e imipinem (63,3%). Dos 22 isolados de bactérias Gram-
negativas 12 foram positivas no teste fenotipico para B-lactamases de espectro
ampliado (ESBL), e genes CTX-M foram detectados em quatro isolados, com o
grupo blacTx-mz2-ike identificado em um isolado (Klebsiella spp.) € blactx-ms-ike €m
trés (Klebsiella spp., Salmonella spp. e Citrobacter spp.). Conclui-se que a
emergéncia e disseminacdo de bactérias produtoras de CTX-M em ovos de
galinhas caipiras alerta para a possivel difusdo de genes de resisténcia na
interface humana — animal — ambiental.

Palavras-chave: Enterobacterales, resisténcia antimicrobiana, ESBL, CTX-M
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ANTIMICROBIAL RESISTANCE PROFILE OF BACTERIA ISOLATED FROM
FREE-RANGE CHICKEN EGGS FROM THE BRAZILIAN SEMIARID AND ITS
IMPLICATION IN ONE HEALTH

ABSTRACT

Free-range chicken raisin is a widespread activity in the Northeast of Brazil,
especially on family farms. However, the absence of an official program in Brazil
to monitor the sanitary quality of free-range chicken products, specifically eggs,
raises public health concerns since bacterial agents can be transmitted through
the consumption of eggs as well as such agents may be carriers of antimicrobial
resistance genes. Thus, the objectives of this work were to isolate and identify
microorganisms from free-range chicken eggs from free markets in the Brazilian
semiarid region, and to characterize the profile and identify antimicrobial
resistance genes of the isolates. A total of 128 eggs from free-range chickens
sold in the Brazilian semi-arid region from August 2018 to April 2019 were used,
of which 40 (31.3%) showed bacterial growth, with 18 bacteria (45%) being Gram-
positive and 22 (55%) ) Gram-negative. The isolated microorganisms were
Staphylococcus spp. (27.5%), Bacillus spp. (15%), Pseudomonas aeruginosa
(7.5%), Klebsiella spp. (7.5%), Salmonella spp. (7.5%), Proteus mirabilis (7.5%),
Citrobacter spp. (7.5%), Escherichia coli (7.5%), Providencia spp. (5%),
Corynebacterium spp. (2.5%), Enterobacter spp. (2.5%) and Alcaligens spp.
(2.5%). There was bacterial growth in 10 (7.8%) albums and 38 (29.7%) egg yolks
(P <0.001). The antimicrobials that showed the highest resistance rates were
amoxicillin + ac. clavulanic (77.3%), ampicillin (95.5%), cephalexin (68.2%),
cephalothin (72.7%), nalidixic acid (72.7%), ertapinem (59.1%) and imipinem
(63.3%). Of the 22 Gram-negative bacteria isolates 12 were positive in the
phenotypic test for extended spectrum B-lactamases (ESBL), and CTX-M genes
were detected in four isolates, with the blacTx-mz-ike group identified in one isolate
(Klebsiella spp.) and blactx-ms-ike in three (Klebsiella spp., Salmonella spp. and
Citrobacter spp.). We conclude that the emergence and spread of CTX-M-
producing bacteria in free-range chicken eggs warns of the possible diffusion of
resistance genes at the human - animal - environmental interface.

Keywords: Enterobacterales, antimicrobial resistance, ESBL, CTX-M
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Introducao geral

A criacdo de galinhas caipiras € uma atividade cujo mercado é muito
promissor. Além disso, a sua comercializacdo pode ser efetuada de modo direto
(produtor-consumidor), ou com a existéncia de, no maximo, um intermediario,
tornando compensadores e bastante atrativos os precos dos produtos para o
produtor. Essa atividade ja se tornou uma tradigdo na agricultura familiar por ser
uma producao que requer investimentos de baixo valor, como também de facil
manejo, podendo ser realizado por homens e/ou mulheres que desejam
complementar a sua renda, melhorando assim a qualidade de vida da familia
(SAGRILO et al., 2016). Seu subproduto, 0 ovo, € uma das principais fontes para
alimentagao humana, pois consiste em um alimento completo, rico em vitaminas,
minerais, acidos graxos e proteinas, que proporcionam varios aminoacidos
essenciais de excelente valor bioldégico (MOTA et al., 2017). No entanto, a falta
de capacitacdo técnica € a maior causa de insucesso nos projetos de avicultura
alternativa. Medidas de vigilancia e defesa sanitaria sdo adotadas pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e pela industria para manter
uma boa condig&o sanitaria do produto. Apesar deste sistema de biosseguridade
aplicado as criagbes comerciais, populagdes de aves conhecidas como galinhas
caipiras encontram-se fora deste controle sanitario (MARCHESI et al., 2013).

Como descrito por Almeida et al. (2017) um dos maiores fatores de
preocupacao em relagdo ao consumo de ovos € a saude publica, pois esse
alimento quando consumido in natura, armazenado de forma errbnea, ingerido
fora do prazo de validade, entre outros fatores, pode causar intoxicacoes
gastrointestinais pela contaminacdo de agentes como Salmonella sp., por
Staphylococcus aureus, ou coliformes.

A demanda elevada por alimentos avicolas promoveu a utilizacdo de
antimicrobianos com o intuito de prevenir e tratar doengas bacterianas, diminuir
a mortalidade e atuar como promotor de crescimentos nos animais, resultando,
ao longo dos anos, no consumo exacerbado desses medicamentos, e
consequentemente selecionando bactérias resistentes (APTA; NIGERIA, 2012;
TALEBIYAN et al., 2014).

Considerada um problema de saude global e comprometendo a
efetividade dos antibioticos, a resisténcia antimicrobiana inviabiliza o tratamento
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de infeccbes comuns, e esta intrinsecamente associada com a utilizagdo de
agentes antimicrobianos de forma indiscriminada. Essa resisténcia pode ocorrer
por mutacdes genéticas, em que as bactérias podem adquirir DNA por
transformacao, transducdo, conjugacado e transposicdo. Além disso, o0s
microrganismos s&o capazes de modificar o antibiotico e desencadear menor
permeabilidade da membrana impedindo sua atuacao (ALLEN et al., 2010;
CHENG et al., 2016).

A disseminagao da resisténcia bacteriana entre diferentes ecossistemas
vem sendo estudada como um conceito amplo dentro do contexto de Saude
Unica (One Health), que retrata a interagdo entre humanos, animais e meio
ambiente, e que vem crescendo como uma estratégia para a melhor
compreensao e resolugao de problemas contemporaneos de saude que surgem
como consequéncia da convergéncia humana, animal e ambiental, como por
exemplo o problema da resisténcia antimicrobiana na interface da medicina
humana e veterinaria. Neste contexto, apesar dos varios estudos conduzidos
apontarem para evidéncia substancial de difusdo de bactérias clinicamente
significantes resistentes de animais para seres humanos, estudos de
epidemiologia gendmica tem confirmado que seres humanos também podem
transmitir esses patdgenos para animais em um processo zoondtico reverso,
denominado zooantroponose (SELLERA e LINCOPAN, 2019). Um dos intuitos
propostos pela estratégia Satde Unica é a conscientizagdo sobre os riscos
associados ao uso incorreto de antibidticos tanto na criacdo de animais de
companhia quanto de producéo, o que consequentemente reflete no homem e
no meio ambiente (CONRAD et al., 2013). Segundo Silva e Lincopan (2012), as
betalactamases de espectro estendido (ESBL) em Enterobacterales € um
problema de saude publica mundial, pois apresenta importancia tanto na
medicina veterindria quanto na medicina humana. Os mesmos autores
afirmaram que mesmo estando disseminadas no territorio brasileiro, ndo ha a
notificagdo de ESBL em todas as unidades federativas. Some-se a isso o fato de
gue o pais ainda nao possui um programa nacional de vigilancia da resisténcia
microbiana.

No Nordeste brasileiro existem poucos estudos em relagao a isolamentos

microbiolégicos em ovos caipiras e nenhum com analise de seus perfis de
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resisténcia, sendo mais comuns trabalhos com ovos de producdo de granjas.
Dessa forma, considerando os fatores relacionados a importancia da qualidade
microbiolégica do ovo caipira para o consumo humano e a necessidade de
consumir esse produto integro livre de patdégenos, bem como a probleméatica da
resisténcia antimicrobiana, o objetivo deste trabalho foi identificar a presenca de
microrganismos em ovos de galinha caipira (Gallus gallus domesticus) assim
como seu perfil de resisténcia, comercializados em feiras do semiarido brasileiro.

Essa dissertacao é composta por dois capitulos: no capitulo | foi abordada
a identificacdo de microrganismos em ovos de galinha caipira (Gallus gallus
domesticus) comercializados em feiras livres na regido do semiarido do nordeste
do Brasil, demonstrando a variedade desses isolados diante de uma metodologia
adaptada, a analise da sensibilidade de alguns antibi6ticos para a observacao
do perfil de resisténcia em bactérias Gram-negativas, tomando como base a
casuistica da resisténcia bacteriana que pode causar impacto a saude publica.
No capitulo Il, o perfil de resiténcia com testes fenotipicos e genotipicos de
bactérias Gram negativas isoladas, produtoras de ESBL e carreadoras dos
genes blaCTX-M foram estudadas, discutindo o impacto causado pelo uso
indiscriminado de antibiéticos, o surgimento e a disseminacdo de cepas
resistentes diante do contexto da interface One Helth, humana-animal-ambiente.
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MICRORGANISMOS ISOLADOS EM OVOS DE GALINHAS CAIPIRAS
(Gallus gallus domesticus) NO SEMIARIDO BRASILEIRO E SUA
IMPLICACAO EM SAUDE UNICA

RESUMO

No Brasil, a escala de produgédo de ovos aumenta a cada ano, impulsionando a
necessidade de maior controle da qualidade bacteriolégica de toda a cadeia
produtiva. Além do aspecto nutricional, a produgéo de ovos, principalmente de
galinhas caipiras, tem sido uma alternativa de geracao de renda para produtores
familiares. O objetivo do trabalho foi identificar a presenga de microrganismos
em galinhas caipiras (Gallus gallus domesticus) e seu perfil de resisténcia frente
alguns antimicrobianos de interesse a Saude Unica, comercializadas em feiras
livres da microrregido Seridd, no estado do Rio Grande do Norte semiérido
brasileiro. Foram utilizadas amostras de 128 ovos. As colbnias bacterianas foram
submetidas ao exame bacterioscopico pelo método de coloracdo de Gram e
identificadas por testes bioquimicos. O crescimento bacteriano foi observado em
40 ovos (31,3%), oito no albumen e 38 na gema. Dezoito bactérias (45%) eram
Gram-positivas e 22 (55%) Gram-negativas. Os microrganismos isolados foram
Staphylococcus spp. (27,5%), Bacillus spp. (15%), Pseudomonas aeruginosa
(7,5%), Klebsiella spp. (7,5%), Salmonella spp. (7,5%), Proteus mirabilis (7,5%),
Citrobacter spp. (7,5%), Escherichia coli (7,5%), Providencia spp. (5%),
Corynebacterium spp. (2,5%), Enterobacter spp. (2,5%) e Alcaligens spp. (2,5%).
Realizou-se teste de suscetibilidade in vitro de 22 Enterobacterales pela técnica
de difusdo em disco. Foram utilizados 18 antimicrobianos de cinco classes:
aminoglicosideos; betalactamicos; quinolonas; carbapenémicos e outros.
Dezessete (77,3%) isolados apresentaram resisténcia multipla a mais de uma
classe de antimicrobianos. As maiores taxas de resisténcia foram amoxicilina
+ac. clavulanico (77,3%), ampicilina (95,5%), cefalexina (68,2%), cefalotina
(72,7%), acido nalidixico (72,7%), ertapinem (59,1%) e imipinem (63,3%.
Conclui-se que existe uma grande variedade de enterobactérias com perfil
multirresistente presente em ovos de galinha caipira, o que € importante do ponto
de vista de Saude Unica.

Palavras-chave: Enterobacterales, ovos, semiarido brasileiro, saide publica.
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MICROORGANISMS ISOLATED IN EGGS FROM CAIPIRAS CHICKENS
(Gallus gallus domesticus) IN THE BRAZILIAN SEMI-ARID AND ITS
IMPLICATION ON UNIQUE HEALTH

ABSTRACT:

In Brazil, the scale of egg production increases every year, driving the need for
greater control of bacteriological quality throughout the production chain. In
addition to the nutritional aspect, egg production, mainly of free-range chickens,
has been an alternative for generating income for family producers. The objective
of the work was to identify the presence of microorganisms in free-range chickens
(Gallus gallus domesticus) and their resistance profile against some
antimicrobials of interest to Unique Health, marketed in free markets in the Serid6
microregion, in the Brazilian semi-arid state of Rio Grande do Norte. Samples of
128 eggs were used. The bacterial colonies were subjected to bacterioscopic
examination using the Gram stain method and identified by biochemical tests.
Bacterial growth was observed in 40 eggs (31.3%), eight in aloumen and 38 in
yolk. Eighteen bacteria (45%) were Gram-positive and 22 (55%) Gram-negative.
The isolated microorganisms were Staphylococcus spp. (27.5%), Bacillus spp.
(15%), Pseudomonas aeruginosa (7.5%), Klebsiella spp. (7.5%), Salmonella spp.
(7.5%), Proteus mirabilis (7.5%), Citrobacter spp. (7.5%), Escherichia coli (7.5%),
Providencia spp. (5%), Corynebacterium spp. (2.5%), Enterobacter spp. (2.5%)
and Alcaligens spp. (2.5%). In vitro susceptibility testing of 22 Enterobacterales
was performed using the disk diffusion technique. Eighteen antimicrobials from
five classes were used: aminoglycosides; beta-lactams; quinolones;
carbapenems and others. Seventeen (77.3%) isolates showed multiple
resistance to more than one class of antimicrobials. The highest resistance rates
were amoxicillin + ac. clavulanic (77.3%), ampicillin (95.5%), cephalexin (68.2%),
cephalothin (72.7%), nalidixic acid (72.7%), ertapinem (59.1%) and imipinem
(63.3%. It is concluded that there is a wide variety of enterobacteria with a multi-
resistant profile present in free-range chicken eggs, which is important from the
point of view of Unique Health.

Keywords: Enterobacterales, eggs, Brazilian semiarid, public healt
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INTRODUCAO

Considerada um importante e crescente problema de saude publica, os
alimentos podem sofrer contamina¢des ao longo das etapas de elaboragéo,
possibilitando assim o desenvolvimento de enfermidades de origem alimentar
(FLORES; MELO 2015). Nesse contexto, assume destaque o ovo, alimento
consumido em todo mundo devido ao seu alto valor nutricional (SOUZA et al.,
2014). Entretanto, esse alimento tem sido apontado como veiculador de diversas
bactérias, principalmente do género Salmonella spp., causando surtos de
toxinfecgdes alimentares. Relatorios da Vigilancia Sanitaria no Brasil mostraram
que de 2010 a 2015 foram notificados mais de 3.900 surtos por alimentos
contaminados no Brasil, com total de 42 6bitos. No entanto, estima-se que
existam muitos casos de subnotificagdo (PORTAL SAUDE, 2015).

De acordo com os dados das pesquisas trimestrais da producao de ovos
de galinha, divulgadas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
no ano de 2017, a produgéo foi de 799,33 milhdes de duzias no quarto trimestre
de 2016, atingindo sua maior producao, considerando a série histérica iniciada
em 1987. Em 2018, as granjas brasileiras registraram a producao de 928,42
milhées de duzias de ovos no quarto trimestre. J& a produgcédo de ovo do tipo
caipira tem sido uma alternativa de geracédo de renda e dieta para produtores
familiares de baixa renda, e no Brasil, a cada ano sua escala de producéao
aumenta, sendo absorvida em grande parte pelo mercado interno,
impulsionando a necessidade de maior controle da qualidade bacteriol6gica de
toda a cadeia produtiva (IBGE, 2019).

Dentre as vias de transmissao para contaminacao de ovos, destaca-se o
contato com as fezes das aves no ato da postura, bem como também a
penetracdo de microrganismos atraves de rachaduras ou dos poros da casca
apds a lavagem, além da transmisséo transovariana. Neste caso, o conteudo
contaminado sera interno, localizado na gema, e 0s processos convencionais de
desinfeccao dos ovos nao serdo eficientes (SOUZA et al., 2012). O controle da
presenca de microrganismos patogénicos nos ovos é dificil devido a varias
formas de ocorréncia de contaminagdes, uma vez que alguns desses

microrganismos fazem parte da microbiota das aves (MENEZES, 2012).
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Bactérias patogénicas resistentes aos antimicrobianos oriundas de
humanos e animais tem sido uma questao de preocupacéao para a saude publica
devido ao risco da exposicdo humana a bactérias no consumo de ovos (SILVA
et al., 2016), destacando-se as da familia Enterobacterales, que sao agentes que
habitam o trato intestinal de seres humanos e animais (TORTORA et al., 2017).

Isolamento de Escherichia coli, Citrobacter spp., Enterobacter spp.,
Klebsiella spp., Proteus spp. e Providencia spp. também s&o relatados, seja de
ovo intacto ou rachado. Esses microrganismos patogénicos sao capazes de
causar deterioracdo de alimentos e doengas infecciosas nos consumidores
quando introduzido na cadeia alimentar, assim como Staphylococcus,
Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica e
Salmonella spp., sendo o ultimo responsavel pela maior quantidade de casos no
pais (GARCIA et al., 2010).

Dessa maneira, considerando os fatores relacionados a importancia da
qualidade microbiolégica do ovo para o consumo humano e a necessidade de
consumir um produto integro livre de patdgenos, o objetivo deste trabalho foi
identificar a presenga de microrganismos em ovos de galinha caipira (Gallus
gallus domesticus) comercializados em feiras livres na regidao do semiarido do
nordeste do Brasil e seu perfil de resisténcia frente alguns antimicrobianos de

interesse a Saude Unica.

MATERIAL E METODOS

Local de estudo e obtencao das amostras

O estudo foi realizado em pontos comerciais de feiras livres do estado do
Rio Grande do Norte, semiarido brasileiro. Os municipios contemplados foram
Acari, Caico, Carnauba dos Dantas, Currais Novos, Jardim do Seridd, Jucurutu,
Lagoa Nova, Sao José do Seridd, Sao Paulo do Potengi e Serra Negra do Norte
(Figura 1).

Os ovos foram transportados em temperatura ambiente até o Laboratério
de Microbiologia do Hospital Veterindario Dr. Ilvon Macedo Tabosa da

Universidade Federal de Campina Grande (UFCQG), campus Patos — PB, onde
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foram processados. No total, foram obtidos 128 ovos no periodo de agosto de
2018 a abril de 2019.
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Figura 1- Municipios utilizados para a colheita de ovos de galinha caipira (Gallus
gallus domesticus) no periodo de agosto de 2018 a abril de 2019.

Isolamento e identificacao bacteriana

A parte externa do ovo (casca) foi higienizada com alcool 70% e logo
apds, por visualizacdo em ovoscoOpio, uma pequena parte desta casca foi
quebrada com uma pinga estéril na porcéao inferior onde localiza-se a camara de
ar, formando um orificio de aproximadamente 1cm, sem danificar a pelicula entre
a casca e albumen para separacao do albumen e gema utilizando uma seringa
para aspiracdo. Em seguida, o material aspirado (albimen e gema separados)
foi enriquecido em caldo Brain Heart Infusion (BHI) na razao de 2 mL de conteudo
dos ovos em 3 mL de BHI por 24 h na temperatura de de 37°C e posteriormente
semeado em placas de Petri contendo os meios 4gar sangue ovino desfibrinado
a 5%, agar MacConckey, e agar agar com espessura de 9 mm. Apéds o cultivo,
as placas foram incubadas a temperatura de 37°C em aerobiose por 24-48 horas

para verificagdo do crescimento bacteriano. As col6nias bacterianas foram
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submetidas ao exame bacterioscopico pelo método de coloracao de Gram e
identificadas por provas bioquimicas: TSI, motilidade, malonato, producédo de
indol, producdo de urease, producao de gelatinase, produgédo de fenilalanina
desaminase, utilizacao de citrato, reacao de vermelho de metila (VM) e Voges-
Proskauer (VP), fermentacdo da lactose, hidrélise de esculina, redugdo de
nitrato, catalase, oxidase e coagulase (MURRAY et al.,1999).

Perfil de suscetibilidade in vitro de bactérias Gram-negativas

Para a avaliacao da susceptibilidade in vitro foi utilizado o método de disco
difusdo em Agar Miiller-Hinton (MH), conforme recomendado pelo Clinical and
Laboratory Standads Institute (CLSI, 2019) e BrCAST (2019). A concentracao
bacteriana para realizacdo do antibiograma foi correspondente a turbidez da
escala 0,5 de McFarland e a espessura da camada de agar Muller-Hinton (MH)
na placa de 4mm. Os discos de antibi6ticos foram mantidos em temperatura
ambiente por no minimo 20 minutos € no maximo 30 minutos antes do seu uso,
sendo a colocagao dos mesmos nas placas realizada em até 15 minutos. Apéds
a semeadura, as placas ficaram mantidas em temperatura de incubacao de 35-
37 °C. A interpretacao dos resultados foi realizada através da leitura de halos de
inibicdo (CLSI, 2019; BrCast, 2019). Os antimicrobianos utilizados foram:
aminoglicosideos - amicacina (30 ug), gentamicina (10 ug) e neomicina (30 ug);
beta-lactamicos - cefalexina (30 ug), ceftazidima (30 pg), cefalotina (30 pg) e
amoxicilina + acido clavulanico (30 ug); quinolonas - acido pipemidico (20ug),
acido nalidixico (30ug), enrofloxacina (5ug) e norfloxacina (10ugQ);
carbapenémicos - ertapinem (10ug), imipinema (10ug) e meropenem (10ug);

outros - cloranfenicol (30ug) e tetraciclina (30ug).

ANALISE ESTATISTICA

Para comparacéao das frequéncias dos agentes bacterianos isolados nos
ovos foi utilizado o teste binomial, e para comparagdo da frequéncia de
positividade entre albumen e gema foi utilizado o teste de qui-quadrado. As
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andlises foram realizadas no ambiente R (R Core Team, 2019) com nivel de

significancia de 5%.

RESULTADOS

Dos 128 ovos analisadas foi observado crescimento bacteriano em 40
(31,3%). Na Tabela 1 sdo apresentadas as frequéncias de positividade de acordo
com 0s municipios investigados. Somente em trés municipios nao foram obtidos
ovos positivos, e as frequéncias de positividade variaram de 14,4% em Caic6 a
72% em Sao José do Serido.

Tabela 1- Frequéncia de positividade em ovos de galinhas caipiras (Gallus gallus
domesticus) comercializados em feiras livres do semiarido brasileiro, no periodo
de agosto de 2018 a abril de 2019, de acordo com o municipio.

No. total de Ovos positivos

Municipio 0ovoS Total Frequéncia (%)
Acari 5 2 40
Caico 54 8 14,8
Carnauba dos 3 >

Dantas 66,7
Currais Novos 5 0 0
Jardim do Serido 7 0 0
Jucurutu 10 3 30
Lagoa Nova 5 0 0
Sao José do Seridd6 25 18 72
Sao Paulo do Potengi 10 5 50
Serra Negra do Norte 4 2 50
Total 128 40 31,3

Na Tabela 2 sdo apresentadas as frequéncias de microrganismos
isolados nos ovos positivos (n = 40). Dezoito bactérias (45%) foram do grupo das
Gram-positivas e 22 (55%) Gram-negativas. Os microrganismos isolados foram
Staphylococcus spp. (27,5%), Bacillus spp. (15%), Pseudomonas aeruginosa
(7,5%), Klebsiella spp. (7,5%), Salmonella spp. (7,5%), Proteus mirabilis (7,5%),
Citrobacter spp. (7,5%), Escherichia coli (7,5%), Providencia spp. (5%),
Corynebacterium spp. (2,5%), Enterobacter spp. (2,5%) e Alcaligens spp. (2,5%).
Foi observada diferenca significativa nas propor¢des de agentes isolados (P =
0,004).
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Tabela 2- Ovos de galinha caipira (Gallus gallus domesticus) comercializados
em feiras livres do semiarido brasileiro, positivos (n = 40) no isolamento
bacteriano de acordo com o tipo de microrganismo, no periodo de agosto de
2018 a abril de 2019.

NUmero de amostras

Agentes Frequéncia (%)

positivas
Staphylococcus spp. 11 27,5
Bacillus spp. 6 15

Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella spp.

7,5
7,5
7,5
Proteus mirabilis 7,5

3
3
Salmonella spp. 3
3
Citrobacter spp. 3 7,5
3
2
1
1
1

Escherichia coli 7,5
Providencia spp. 5
Corynebacterium spp. 2,5

2,5
Alcaligens spp. 2,5
Total 40 100

Enterobacter spp.

As amostras também foram analisadas em separado, sendo 128
albumens (claras) e 128 gemas. Houve crescimento bacteriano em 10 (7,8%)
albumens e 38 (29,7%) gemas (P < 0,001). As 48 frequéncias de agentes
isolados em albumens (n = 10) e gemas (n = 38) positivos sdo apresentados na
Tabela 3. As bactérias mais frequentemente isoladas em albumen foram
Citrobacter spp. (30%) e Staphylococcus spp. (20%), e em gemas
Staphylococcus spp. (23,7) e Bacillus spp. (15,8%).
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Tabela 3- Isolados bacterianos encontrados em albumen (n = 10) e gema (n =
38) de ovos de galinhas caipiras (Gallus gallus domesticus) comercializados em
feiras livres do semiarido brasileiro, no periodo de agosto de 2018 a abril de
2019.

Albumen Gema
Agente No. de Frequéncia No. de Frequéncia

amostras o amostras o

positivas (%) positivas (%)
Staphylococcus spp. 2 20 9 23,7
Bacillus spp. 0 0 6 15,8
Pseudomonas 0 0 3 7.9
Klebsiella spp. 1 10 3 7,9
Salmonella spp. 1 10 3 7.9
Proteus mirabilis 0 0 3 7.9
Citrobacter spp. 3 30 3 7.9
Escherichia coli 1 10 3 7.9
Providencia spp. 0 0 2 53
Corynebacteriumspp. 0 0 1 2.6
Enterobacter spp. 1 10 1 2,6
Alcaligens spp. 1 10 1 2,6
Total de amostras 10 100 38 100

Os padrbes de resisténcia de 22 isolados de bactérias Gram-negativas
em relacdo a 18 antimicrobianos s&o apresentados na Tabela 4. Os
antimicrobianos que apresentaram maiores indices de resisténcia foram
amoxicilina + ac. clavulanico (77,3%), ampicilina (95,5%), cefalexina (68,2%),
cefalotina (72,7%), &cido nalidixico (72,7%), ertapinem (59,1%) e imipinem
(63,3%).
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Tabela 4 — Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos isolados Gram
negativos de ovos de galinhas caipiras (Gallus gallus domesticus) coletados no
no periodo de agosto de 2018 a abril de 2019.

ANTIMICROBIANOS SENSIVEL INTERMEDIARIO RESISTENTE
AMINOGLICOSIDEOS

Amicacina (30 ug) 77,30% 4,50% 18,20%
Gentamicina (10 pg) 63,60% 4,50% 31,90%
Neomicina (30 pg) 45,50% 18,20% 36,40%

B-LACTAMICOS

Amoxicilina +Ac. Clavulanico (10

Mg) 18,20% 4,50% 77,30%
Ampicilina (10 pg) 4,50% 0% 95,50%
Cefalexina (30 ug) 22,70% 9,10% 68,20%
Cefotaxima (30 ug) 54,50% 9,10% 36,40%
Ceftazidima (30 ug) 95,50% 0% 4,50%
Cefalotina (30 pg) 22,70% 4,50% 72,70%
QUINOLONAS

Acido Pipemidico (20 pg) 31.8% 18,20% 45,50%
Acido Nalidixico (30 pg) 22,70% 4,50% 72,70%
Enrofloxacina (5 pg) 68,20% 4,50% 27,30%
Norfloxacina (10 pg) 59,10% 4,50% 36,40%
CARBAPENEMICOS

Ertapinem (10 pg) 41% 0% 59.1%
Imipinem (10 pg) 31,90% 4,50% 63,30%
Meropinem (10 ug) 40,90% 13,60% 45,50%
OUTROS

Clorafenicol (30 ug) 68,20% 4,50% 27,30%
Tetraciclina (30 pg) 54,50% 9,10% 36,40%
DISCUSSAO

A frequéncia de isolamentos obtidos nesse estudo a partir de 128 ovos de
galinhas caipiras (Gallus gallus domesticus) comercializados em feiras livres do
Rio Grande do Norte, semiarido brasileiro, foi elevada. Ocorreu crescimento
bacteriano em 40 unidades (31,3%), 0 que reflete elevada contaminacéo. Essas
contaminacdes podem ocorrer através da casca, sendo que os fatores como
umidade do ar, tempo e temperatura, favorecem a migracdo de bactérias da
casca para o interior do ovo (BARANCELLI et al., 2012). Sabe-se que a maioria

das toxinfeccbes alimentares ocorrem por condicdes improprias no
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processamento dos alimentos, sendo essencial garantir um manejo correto,
promovendo a qualidade sanitaria. Portanto, alguns cuidados relacionados ao
manejo sao necessarios para preservar ao maximo sua qualidade original, desde
a producgao primaria até a comercializagao, garantindo a segurancga do alimento
até os consumidores (SANTOS, 2016).

Outro ponto que merece ser destacado diz respeito a forma de
comercializacao desse produto. Ovos de galinhas caipiras geralmente séo
comercializados em feiras livres, mantidos em temperatura ambiente desde a
producédo até a distribuicdo final, principalmente no semiarido do Nordeste do
Brasil. A temperatura, o tempo de estocagem e as caracteristicas particulares da
ave (linhagem, idade, manejo nutricional e estado sanitario) também sao fatores
que exercem influéncia direta na qualidade do ovo ofertado ao consumidor
(PIRES et al., 2015).

Ampla variedade de bactérias isoladas foi verificada nesse estudo,
destacando-se os géneros Staphylococcus spp. (27,5%) e Bacillus spp. (15%).
Essa alta frequéncia pode advir de manuseio, armazenamento e transporte
inadequados, causando a deteriorizacao desse alimento. O Staphylococcus
aureus, por exemplo, pode se multiplicar nos alimentos e produzir toxinas
acarretando o quadro de intoxicagao estafilocécica (MURRAY et al., 2014). Pode
ser responsavel por Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAs) e é
considerado o terceiro agente etiologico mais prevalente no desenvolvimento
dessas doencas com cerca de 5,7% dos casos (BRASIL, 2016).

Foram obtidos 22 (55%) isolados de bactérias Gram-negativas. Dos nove
géneros bacterianos encontrados, algumas enterobactérias responsaveis pela
deterioracdo de ovos e causadoras de doencgas zoondticas como a Salmonella
spp., se destacaram. A presenga de Salmonella spp. tem sido incriminada como
a principal responsavel por agravos a saude publica. Nao se sabe ao certo se
essa elevada contaminacao € proveniente da propria ave, do ambiente ou da
manipulacdo dos ovos, mas se sabe que 0 ovo pode se contaminar apds a
postura, ao entrar em contato com as fezes pela penetragdo do microrganismo
e durante a formacao do foliculo da gema e/ou formacgao do albumen no oviduto,
antes da formacgao da casca, propiciando a producao de ovos ja contaminados
(JONES et al., 2004). Entretanto, pesquisas microbioldgicas revelam que a
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contaminacao ocorre, para a maioria das bactérias, principalmente apés a
postura. Essa disseminagdo horizontal é caracterizada pela contaminacao
bacteriana na passagem pela cloaca ou no contato com o ambiente e na sua
manipulagéo, sendo que existe uma correlagéo direta entre a contaminacgao do
ambiente e a contaminagao dos ovos (EMBRAPA, 2004).

A presenca da bactéria Pseudomonas aeruginosa encontrada no estudo
€ um fator preocupante para a integridade dos ovos, pois este agente € um dos
principais microrganismos que possuem grande capacidade de atravessar a
casca do ovo e suas membranas. Essa bactéria € proteolitica e altera as
caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas do ovo pela producdo de
substancias, como acido e gas sulfidrico, amoniaco, aminas, indol e ureia, e pela
oxidacao de acidos graxos (MENDES et al., 2012).

Existe uma preocupagédo na fiscalizacdo e controle da qualidade de
alimentos, no entanto, o enfoque maior das pesquisas em ovos é relacionado a
presenca de Salmonella spp., e conforme a Instrugdo Normativa N° 62 de 2003
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) do Brasil, a
metodologia preconizada para avaliagdo da qualidade higiénico-sanitaria e
fiscalizagdo assim como RDC 01/2001 que trata sobre os padrbes
microbiolégicos, relacionada a esse agente, ocorre em ovos provenientes de
granja, de um sistema de galinhas poedeiras, diferentemente do sistema
considerado caipira, em que nédo ha esse controle. No entanto, neste trabalho
houve a preocupacdo em detectar patégenos, ndo somente a Salmonella spp.,
mas outros que podem comprometer a integridade desse alimento e,
consequentemente, causar danos a saude publica. Dessa forma, foi feita uma
adaptacao da metodologia preconizada pelo MAPA, demonstrando sua eficacia
em isolar bactérias Gram-positivas e Gram-negativas sem a necessidade de
estabelecer varios meios e métodos de isolamento para cada patégeno (BRASIL,
2003; AVINSA, 2001)

Com relacao a comparacao das frequéncias de isolamentos em albumen
e gema, observou-se maior proporcao de bactérias isoladas da gema (29,7%)
em comparagao com albumen (7,8%). Uma vez ocorrendo a contaminagao por
bactérias no conteddo interno de ovos, as mesmas podem causar danos ao
consumidor (STRINGHINI et al., 2009), como as Doengas Transmitidas pelos
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Alimentos (DTA’s), responsaveis por intoxicagdes. Essas doengas causadas por
esses patdgenos, podem levar o paciente ao choque séptico e a morte, além de
afetar a economia de forma geral (NEWELL et al., 2010). Para diminuir os danos,
a refrigeracédo do produto seria uma alternativa, no entanto, aumentaria o custo
de producdo, o que faz com que a maioria dos ovos que sédo vendidos no
mercado brasileiro estejam a temperatura ambiente (MOTA et al., 2017). Outras
medidas também sao cabiveis, como a forma de transportes, manuseio e criagao
das aves.

Entre os isolados de bactérias Gram-negativas, no teste de
susceptibilidade in vitro foi verificada resisténcia para os 18 antimicrobianos
testados, sendo que houve alta resisténcia em amoxicilina +ac. clavulanico
(77,3%), ampicilina (95,5%), cefalexina (68,2%), cefalotina (72,7%), é&cido
nalidixico (72,7%), ertapinem (59,1%) e imipinem (63,3%), 0 que pode estar
associado ao uso frequente ou mesmo subdosagens desses antimicrobianos na
terapia de enfermidades, ou no manejo de criacao e alimentacdo. O uso de
antimicrobianos na avicultura € uma pratica comum no semiarido, visando
aumento da produtividade animal, ou controle de patégenos. Porém, esse uso
muitas vezes é feito de forma empirica e indiscriminada, proporcionando o
surgimento cada vez maior de cepas bacterianas resistentes a estas drogas,
causando impactos econdmicos, e de saude. Dentro desse contexto, pesquisas
demonstram um aumento na resisténcia de bactérias Gram-negativas que sao
isoladas de animais de producao, principalmente as da familia Enterobacterales.
O aumento da resisténcia entre esses membros tem culminado no aparecimento
cada vez mais frequente de espécies multirresistentes, exigindo esforco
multidisciplinar para prevengéo e controle, além de uma deteccao laboratorial
eficiente (GISKE et al., 2011).

Os medicamentos veterinarios frequentemente utilizados sao os
antimicrobianos betalactamicos, aminoglicosideos e tetraciclinas (SPISSO et al.,
2007), sendo as tetraciclinas s&o utilizadas como aditivo alimentar para aves e
suinos (TORTORA et al., 2017). As quinolonas sdo extensivamente utilizadas no
tratamento de lotes de aves infectadas pela Salmonella enteritidis (CALDEIRA,
2012), no entanto, no presente estudo, além de encontrar resisténcias a classe
dos betalactamicos e quinolonas, classes de antibiéticos como carbapenémicos
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gue nao deveriam ser encontradas em ovos sendo incomum na rotina da clinica
médica veterinaria e producdo animal, foram evidenciadas. Esses
antimicrobianos sdo de maior espectro de acao, utilizados na pratica da clinica
médica, indicados nas infecgbes hospitalares graves ou em ultimo recurso
qguando outros antimicrobianos falham (JONES et al., 2005).

A presenca de bactérias resistentes em alimentos é fator preocupante e
de impacto mundial diante do potencial de transferéncia de agentes patogénicos
resistentes aos antimicrobianos para os seres humanos, animais e ambiente
(PAVLICKOVA et al., 2017). Apesar do fendmeno de resisténcia ser inegavel,
nao existe, até o presente momento, um modelo de analise de risco proposto
para o estudo da resisténcia bacteriana em nivel de campo, isto €, que avalie a
real contribuicdo do uso de antimicrobianos em animais de producgéo e produtos
de origem animal como os ovos de galinha caipira para a magnitude do
problema. Portanto, estudos como esse norteiam medidas de controle higiénico-
sanitarias, de prevencao e controle de disseminacao da resisténcia bacteriana,

como a implementacao de precaugdes do uso correto de antibioticos.

CONCLUSAO

Foi detectado a presenca elevada de bactérias em ovos de galinha caipira
(Gallus gallus domesticus), comercializados na regidao do semiarido do nordeste
do Brasil, tanto Gram positivas, como Gram negativas, demonstrando a eficacia
da metodologia adaptada e utilizada no estudo. Os resultados obtidos nesta
pesquisa podem servir como alerta sanitario, pois foi constatado a contaminagao
do conteddo interno, o que deixa o produto impréprio para alimentagéo, podendo
trazer sérios riscos gerando grande impactos a saude publica. Vale ainda
ressaltar que foi demonstrada a presenca de resisténcia bacteriana em relacao
a diversas classes de antibioéticos, enfatizando a importancia da utilizacao correta
desses antimicrobianos na avicultura, no intuito de evitar disseminacao de
patégenos carreadores de resisténcia, minimizando impactos econémicos, de

salude e ambientais.
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KLEBSIELLA spp., SALMONELLA spp. E CITROBACTER spp.
PRODUTORA DE CTX-M ISOLADO DE GEMAS DE OVOS DE GALINHA
CAIPIRA (Gallus gallus domesticus) NO BRASIL

RESUMO

A emergéncia e a disseminacao de bactérias produtoras de betalactamases de
espectro estendido (ESBL) tém sido retratadas como grande problema de salde
publica. No Brasil, embora as ESBL estejam amplamente disseminadas entre os
membros da familia Enterobacterales e sejam descritas como enzimas do tipo
TEM, SHV, CTX-M, VEB, BES e GES em diferentes estados, as enzimas dos
grupos CTX-M-2, CTX-M-8 e CTX-M-9 sao as mais prevalentes em territorio
brasileiro. O objetivo desse trabalho, foi verificar o perfil de resisténcia dos
microrganismos isolados em gemas de ovos de galinha caipira (Gallus gallus
domesticus) comercializados em feiras livres no semiarido do nordeste brasileiro,
Foram analisados 128 ovos. As amostras de ovos, do conteudo interno, foram
analisadas separadamente, utilizando uma metodologia adaptada. De um total
de 22 amostras positivas para bactérias Gram negativas, foram realizados testes
de sensibilidade a antibidticos, assim como testes fenotipicos e genotipicos.
Doze enterobactérias foram positivas no teste fenotipico de aproximagéo de
disco, consideradas bactérias betalactamases de espectro estendido (ESBL). No
teste genotipico, quatro isolados eram carreadores de genes CTX-M, sendo que
o grupo blaCTX-M2 like foi identificado em um isolado (Klebsiella spp.) € o grupo
blaCTX-M8 like em trés isolados (Klebsiella spp., Salmonella spp. e Citrobacter
spp.) Conclui-se que os ovos comercializados em feiras livres no nordeste do
semiarido Dbrasileiro, contém microrganismos que podem resultar em
deterioragcdo microbiana e alterar as propriedades nutritivas, disseminar cepas
resistentes, representando potencial comprometimento para a saude publica.

Palavras-chave: resisténcia antimicrobiana, antimicrobianos, saude uUnica,
enterobactérias.
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KLEBSIELLA spp., SALMONELLA spp. AND CITROBACTER spp.
PRODUCER OF CTX-M ISOLATED FROM GEMS OF THE CAIPIRA
CHICKEN (Gallus gallus domesticus) EGGS IN BRAZIL

ABSTRACT

The emergence and spread of bacteria producing extended-spectrum beta-
lactamases (ESBL) have been portrayed as a major public health problem. In
Brazil, although ESBL are widely disseminated among members of the
Enterobacterales family and are described as enzymes of the type TEM, SHV,
CTX-M, VEB, BES and GES in different states, the enzymes of the CTX-M-2,
CTX groups -M-8 and CTX-M-9 are the most prevalent in Brazilian territory. The
objective of this work was to verify the resistance profile of the microorganisms
isolated in egg yolks of free-range chicken (Gallus gallus domesticus) sold in
open markets in the semiarid region of northeastern Brazil, 128 eggs were
analyzed. The egg samples, of the internal content, were analyzed separately,
using an adapted methodology. From a total of 22 positive samples for Gram
negative bacteria, antibiotic sensitivity tests were performed, as well as
phenotypic and genotypic tests. Twelve enterobacteria were positive in the
phenotypic disk approximation test, considered extended-spectrum beta-
lactamase bacteria (ESBL). In the genotypic test, four isolates were carriers of
CTX-M genes, with the blaCTX-M2 like group being identified in one isolate
(Klebsiella spp.) And the blaCTX-M8 like group in three isolates (Klebsiella spp.,
Salmonella spp. and Citrobacter spp.) It is concluded that eggs sold in open
markets in the northeast of the Brazilian semiarid region, contain microorganisms
that can result in microbial deterioration and alter nutritional properties,
disseminating resistant strains, representing a potential compromise for public
health.

Keywords: antimicrobial resistance, antimicrobials, unique health,
enterobacteria.
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INTRODUCAO

A criacao de galinhas caipiras € uma atividade habitual e exerce
importante funcao social sobretudo em propriedades rurais de agricultura familiar
no Brasil. O ovo € uma das principais fontes para alimentagdo humana, porém,
apresenta grande suscetibilidade a contaminacdo microbiolégica, pois possui
diversos nutrientes que auxiliam no desenvolvimento de microrganismos. Um
dos maiores fatores de preocupagédo em relacao ao consumo de ovos € a saude
publica, pois esse alimento quando consumido in natura, armazenado de forma
errdnea, ingerido fora do prazo de validade, entre outros fatores, pode causar
intoxicacbes gastrointestinais pela contaminacdo de agentes como Salmonella
sp., por Staphylococcus aureus, ou Coliformes (ALMEIDA et al., 2017).

A demanda elevada por alimentos avicolas promoveu a utilizacdo de
antimicrobianos com o intuito de prevenir e tratar doengas bacterianas, diminuir
a mortalidade e atuar como promotores de crescimentos resultando, ao longo
dos anos, no consumo exacerbado desses medicamentos, e consequentemente
selecionando bactérias resistentes (TALEBIYAN et al., 2014). Considerada um
problema de saude global e comprometendo a efetividade dos antibiéticos, a
resisténcia antimicrobiana ¢ um problema de Saude Unica e inviabiliza o
tratamento de infecgbes comuns, na qual estd intrinsecamente associada com a
utilizacdo de agentes antimicrobianos de forma indiscriminada (TALEBIYAN et
al., 2014). Estima-se que o niumero de mortes relacionadas a essa resisténcia
aumentem de 700.000 para 10 milhées por ano até 2050 (O’'NEILL, 2015).

Neste contexto, a emergéncia e rapida disseminac¢do de enterobactérias
produtoras de CTX-M em animais e seres humanos é um ponto critico de
importancia em Saude Unica. A producdo de B-lactamases de espectro
estendido (ESBL) é um dos principais mecanismos de resisténcia em bactérias
Gram-negativas aos betalactamicos, principalmente na familia Enterobacterales,
e com maior prevaléncia em Eschericia coli e Klebisiella pneumoniae (LICOPAN;
SILVA, 2012). O surgimento e a disseminacdo de patégenos resistentes e
produtores de CTX-M em ovos de galinhas caipiras cria importantes limitagoes

terapéuticas na medicina veterinaria.
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Dessa forma, considerando os fatores relacionados a importancia da
qualidade microbiolégica e resisténcia antimicrobiana do ovo caipira 0 objetivo
desse trabalho € relatar a ocorréncia de isolados de Klebsiella spp., Salmonella
spp. e Citrobacter spp. produtoras de CTX-M a partir de ovos de galinha caipira

comercializados no nordeste do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Local de estudo e obtencao das amostras

O estudo foi realizado em pontos comerciais de feiras livres do estado do
Rio Grande do Norte, semiarido brasileiro. Os municipios contemplados foram
Acari, Caico, Carnauba dos Dantas, Currais Novos, Jardim do Serid6, Jucurutu,
Lagoa Nova, Sao José do Seridd, Sao Paulo do Potengi e Serra Negra do Norte.
Os ovos foram transportados em temperatura ambiente até o Laboratorio de
Microbiologia do Hospital Veterinario Dr. Ivon Macedo Tabosa da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG), campus Patos — PB, onde foram
processados e analisados. No total, no periodo de agosto de 2018 a abril de
2019.

Isolamento e identificacao bacteriana

A parte externa do ovo (casca) foi higienizada com alcool 70% e logo
apds, por visualizacdo em ovoscoOpio, uma pequena parte desta casca foi
quebrada com uma pinga estéril na porcao inferior onde localiza-se a camara de
ar, formando um orificio de aproximadamente 1cm, sem danificar a pelicula entre
a casca e albumen para separacao do albumen e gema utilizando uma seringa
para aspiracdo. Em seguida, o material aspirado (albimen e gema separados)
foi enriquecido em caldo Brain Heart Infusion (BHI) na razao de 2 mL de conteudo
dos ovos em 3 mL de BHI por 24 h na temperatura de de 37°C e posteriormente
semeado em placas de Petri contendo os meios dgar sangue ovino desfibrinado
a 5%, agar MacConckey, e agar agar com espessura de 9 mm. Apéds o cultivo,
as placas foram incubadas a temperatura de 37°C em aerobiose por 24-48 horas
para verificacdo do crescimento bacteriano. As colénias bacterianas foram
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submetidas ao exame bacterioscopico pelo método de coloracdo de Gram e
identificadas por provas bioquimicas: TSI, motilidade, malonato, producédo de
indol, producdo de urease, producao de gelatinase, produgédo de fenilalanina
desaminase, utilizacao de citrato, reacado de vermelho de metila (VM) e Voges-
Proskauer (VP), fermentacdo da lactose, hidrélise de esculina, redugdo de
nitrato, catalase, oxidase e coagulase (MURRAY et al.,1999).

Teste de susceptibilidade in vitro

Para a avaliagdo da susceptibilidade in vitro, foi utilizado o método de
disco difusdo em Agar Miller-Hinton (MH), preconizado pela técnica de Kirby-
Bauer (Bauer et al., 1966), conforme recomendado pelo Clinical and Laboratory
Standads Institutes (CLSI) (CLSI, 2019). Foram avaliados as seguintes classes
de antibiéticos: Aminoglicosideos- Amicacina (30 pg), Gentamicina (10 ug),
Kanamicina (30 pg), Neomicina (30 ug); B-lactdmicos- Amoxicilina/Clavulanato
(20 pg), Ampicilina (30 pg), Cefalexina (30 pg), Cefalotina (30 ug), Cefepime (30
Mg), Cefotaxima (30 pg), Cefoxitina (30 ug), Ceftazidima (30ug), Ceftiofur (30 ug),
Imipenem (30 pg); Quinolonas- Enrofloxacina (30 ug), Norfloxacina (10 pg);
Outros- Clorafenicol (30 pg), Polimixina B e Tetraciclina (30 pg).

Deteccao de B-lactamases de espectro ampliado (ESBL)

Para a deteccao fenotipica de ESBL foi utilizado o método de aproximacéao
em discos. Os inéculos foram semeados em placas de Mduller-Hinton (MH)
segundo as normas do CLSI (2019), e apds a secagem foram adicionados 0s
discos de amoxicilina/acido clavulanico 10 ug, aztreonam 30 ug, ceftazidima 30
Mg, cefotaxima 30 ug e cefepime 30 ug (Laborclin), e em seguida incubados a
temperatura de 37°C por 24-48 horas. Foi considerada produtora de ESBL a
bactéria para a qual houve aumento do didmetro do halo de inibigdo de B-
lactamico em dire¢do ao disco de amoxicilina/acido clavulanico ou o

aparecimento da zona fantasma.
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Deteccao de genes blaCTX-M e subtipagem em grupos RFLP

A amplificacdo de blaCTX-M foi realizada por PCR utilizando-se os
primers e metodologia descritos previamente (EDELSTEIN et al., 2003). A
analise de RFLP — “Restriction Fragment Lenght Polimorfism” foi realizada para
agrupar os genes blaCTX-M identificados entre os grupos previamente descritos
(BONNET, 2004). As endonucleases de restricao utilizadas foram selecionadas
de acordo com metodologia ja descrita (EDELSTEIN et al., 2003).

RESULTADOS

Os isolados analisadas neste estudo incluiram 22 bactérias Gram-
negativas (Tabela 1). Essas bactérias foram submetidas ao teste de
susceptibilidade, no qual, os padroes de resisténcia em relacdo a 18
antimicrobianos sédo apresentados na Tabela 2.

Testes fenotipicos foram realizados. Dos 22 isolados, 12 foram positivos
no para ESBL, sendo um E. coli, um Enterobacter spp., trés Citrobacter spp.,
dois Klebsiella spp., um Alcaligenes spp., dois Proteus spp., e dois Salmonella
spp. Apos teste genotipico, quatro isolados foram detectados com genes CTX-
M (Tabela 3), sendo que o grupo blactx-mz iike fOi identificado em um isolado
(Klebsiella spp.) e o grupo blactxwvs ke em trés isolados (Klebsiella spp.,
Salmonella spp. e Citrobacter spp.).

Tabela 1- Frequéncia de bactérias isoladas de ovos de galinha caipira (Gallus
gallus domesticus) comercializados em feiras livres do semiarido brasileiro (n =
22), no periodo de agosto de 2018 a abril de 2019.

NUmero de amostras

Agentes positivas Frequéncia (%)
Pseudomonas 3 13,6

Klebsiella spp. 3 13,6
Salmonella spp. 3 13,6

Proteus mirabilis 3 13,6
Citrobacter spp. 3 13,6
Escherichia coli 3 13,6
Providencia spp. 2 9,1
Enterobacter spp. 1 45

Alcaligens spp. 1 4,5
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Tabela 2- Suscetibilidade aos antimicrobianos de 22 isolados Gram negativos
de ovos de galinhas caipiras (Gallus gallus domesticus)

ANTIMICROBIANOS SENSIVEL INTERMEDIARIO RESISTENTE
AMINOGLICOSIDEOS

Amicacina (30 ug) 77,30% 4,50% 18,20%
Gentamicina (10 pg) 63,60% 4,50% 31,90%
Neomicina (30 pg) 45,50% 18,20% 36,40%
B-LACTAMICOS

Amoxicilina +Ac. Clavulanico (10 pyg) 18,20% 4,50% 77,30%
Ampicilina (10 pg) 4,50% 0% 95,50%
Cefalexina (30 ug) 22,70% 9,10% 68,20%
Cefotaxima (30 ug) 54,50% 9,10% 36,40%
Ceftazidima (30 pg) 95,50% 0% 4,50%
Cefalotina (30 pg) 22,70% 4,50% 72,70%
QUINOLONAS

Acido Pipemidico (20 pg) 31.8% 18,20% 45,50%
Acido Nalidixico (30 pg) 22,70% 4,50% 72,70%
Enrofloxacina (5 ug) 68,20% 4.50% 27,30%
Norfloxacina (10 pg) 59,10% 4,50% 36,40%
CARBAPENEMICOS

Ertapinem (10 ug) 41% 0% 59.1%
Imipinem (10 pg) 31,90% 4,50% 63,30%
Meropinem (10 ug) 40,90% 13,60% 45,50%
OUTROS

Clorafenicol (30 pg) 68,20% 4,50% 27,30%
Tetraciclina (30 ug) 54,50% 9,10% 36,40%

Tabela 3: Deteccao de genes blactx-m e subtipagem em grupos RFLP.

Agentes N® de isolados positivos  blacTx-m
Klebsiella spp. 1 blactx-mz2 like
Klebsiella spp. 1 blactx-ms iike
Salmonella spp. 1 blacTtx-ms like
Citrobacter spp. 1 blacTx-vs like
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DISCUSSAO

Ampla variedade de enterobactérias em ovos foram encontradas nesse
estudo. Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp., Salmonella spp., Proteus
mirabilis, Citrobacter spp., Escherichia coli, Providencia spp., Enterobacter spp.
e Alcaligens spp. foram isoladas. Por se tratar de um alimento bastante
consumido, com pouca ou nenhuma fiscalizagao higiénico-sanitaria, bem como
suas formas de armazenamento, transporte e temperaturas elevadas, os ovos
de galinhas caipiras comercializados em feiras livres no semiarido brasileiro
estdo susceptiveis a contaminacbes por bactérias por diversas vias de
transmissdo, o que explica o aparecimento desses agentes microbianos. Essa
contaminacgao no interior dos ovos, ocasionada pela presenca de bactérias Gram
negativas, é responsavel pela sua deterioragao, visto que, esses microrganismos
proteoliticos produzem odor e sabor desagradavel (PIRES et al.,2015).

Com o isolamento e identificacdo das bactérias encontradas, procedeu-se
o teste de sensibilidade, no qual foi possivel observar alta frequéncia de
resisténcia por parte desses patdégenos para mais de uma classe de antibiético,
destacando altos indices de resisténcia aos batalactamicos: amoxicilina +ac.
clavulanico (77,3%), ampicilina (95,5%), cefalexina (68,2%), cefalotina (72,7%),
que pode ser um indicador de producdo de enzimas betalactamases por parte
dessas bactérias. A producéao de betalactamases constitui o principal mecanismo
associado a resisténcia aos antibidticos betalactamicos, como penicilinas,
cefamicinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenens (LICOPAN;
SILVA, 2012). O aumento da resisténcia aos antimicrobianos, gera a
necessidade do conhecimento do perfil de sensibilidade das bactérias que mais
causam infec¢des e no modo de disseminagao da resisténcia (MARTINS, 2011).

Apesar de existir uma preocupagdo em relacdo ao uso e distribuicdo
correta de antibiéticos para humanos, na medicina veterinaria ndo existe esse
controle, utilizando-se muitas vezes de forma errbnea esses farmacos. O uso
inapropriado dos antibiéticos na avicultura pode estar relacionado a diversos
fatores, tais como: dose subterapéutica, altas doses, promotores de crescimento,
infecgdes ndo diagnosticadas entre outros, contribuindo assim para o surgimento

de cepas resistentes que podem ser transmitidas aos ovos e disseminadas para
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o ambiente e humanos. Se tratando de resisténcia bacteriana, essas cepas
geram um problema complexo que envolve varias espécies de bactérias e seus
diferentes mecanismos de resisténcia (CHANTZIARAS et al., 2014)

Apbs a realizacdo do método do teste de aproximagado de discos,
constatou-se que 12 enterobactérias eram positivas para ESBL, havendo
sinergismo entre os substratos e o inibidor, comumente denominada zona
fantasma. Nesse caso, cepas resistentes a classes de antibi6ticos podem ser
disseminadas através desse alimento, um problema complexo que envolve a
saude humana, animal e ambiental. Isso ocorre, porque muitas vezes essa
resisténcia é transferida de uma bactéria a outra ocasionando desequilibrio em
varios ecossistemas existentes. O uso empirico de antimicrobianos na mesma
rapidez que sdo descobertos, as bactérias vém demostrando uma notavel
habilidade de desenvolver resisténcia a esses agentes (BEZERRA et al., 2017).

Depois da realizacdo da Detecgéo de B-lactamases de espectro ampliado
(ESBL), realizou-se a Deteccao de genes blaCTX-M e subtipagem em grupos
RFLP, pelo método de diagnostico Proteina C- Reativa (PCR), revelando a
presenca de quatro bactérias carreadoras dos genes CTX-M, sendo que o grupo
blactx-m2 ike foi identificado em um isolado (Klebsiella spp.) € o grupo blactx-ms like
em trés isolados (Klebsiella spp., Salmonella spp. e Citrobacter spp.).

Essas enzimas sao divididas em seis grupos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-
M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 e KLUC. No Brasil, a producédo de enzimas CTX-M
tornou-se o mecanismo mais comum de resisténcia adquirida as cefalosporinas
de amplo espectro em bactérias Gram-negativas, a partir de amostras clinicas
humanas e animais, bem como em ambientes aquaticos (CASELLA et al., 2015).
Isso demonstra um fator muito preocupante, uma vez que, esse tipo de
resisténcia embora ja tenha sido reportado no Brasil em animais e ambientes
hospitalares, ndo deveria ser encontradas em alimentos.

Detectar esses agentes em ovos de galinhas caipiras, demonstra perigo
a saude pela rapida mutacdo e disseminacdo dessas bactérias. As
betalactamases, frequentemente encontradas em territério brasileiro, incluem os
grupos CTX-M-2, CTX-M-8 e CTX-M-9, o que se verifica nesse estudo ao
encontrar as variantes CTX-M2, CTX-M8. O surgimento de novas variantes e a

prevaléncia de betalactamases em isolados de origem comunitaria, ambiental e
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em alimentos tém demonstrado a complexidade em se estabelecer a origem da
resisténcia (LINCOPAN; SILVA, 2012). Dessa maneira, tomando como base a
importancia desse estudo em ovos de galinhas caipiras no semiarido brasileiro,
sa0 necessarios medidas que estabelecam o uso adequado de antibidticos na
clinica médica e no agronegocio, a fim de diminuir os impactos na saude publica

e evitar o aumento da resisténcia bacteriana.

CONCLUSAO

A presenca de quatro bactérias carreadoras dos genes CTX-M, do grupos
blactx-m2 iike fOi identificado em um isolado (Klebsiella spp.) € 0 grupo blacTtx-ms like
em trés isolados (Klebsiella spp., Salmonella spp. e Citrobacter spp.). O
surgimento e a disseminacao de bactérias produtoras de CTX-M em ovos de
galinha caipira cria importantes limitagdes terapéuticas na medicina veterinaria,
e considerando que a abordagem One Health foi incentivada a unificar a saude
humano-animal-ambiente em um Unico padréo , a rapida disseminacgéo de genes
relevantes de resisténcia antimicrobiana em produtos de origem animal, como
ovos de galinha caipira, é preocupante em uma perspectiva mais ampla da saude
publica, uma vez que galinhas portadoras de bactérias produtoras de ESBL
podem contribuir para a disseminacao desses patdgenos na interface humano-

animal .
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos neste estudo revelam a presenca de isolados em
ovos de galinha caipira (Gallus gallus domesticus) comercializados em feiras
livres do nordeste do semiarido do Brasil, apresentando resisténcia em bactérias
gram positivas e gram negativas como exemplo das Enterobacterales,
demonstrando um fator preocupante e de muita importancia, uma vez que, a
resisténcia e presenca de microrganismos resitentes aos antimicrobianos,
dificulta a escolha do medicamento na terapia desses microrganismos, podendo
ser potencialmente transmitidas ao homem através de alimentos e do seu
contato direto com animais. A presenca de betalactames de espectro ampliado
e as variantes CTX-M entre esses isoladas é uma questao de saude publica,
visto que, bactérias desses ovos consequentemente podem disseminar esses
patégenos para humanos, animais e ambientes. Assim, é de exirema
importancia monitorar a presenca dessas bactérias, seus perfis € mecanismos

de resisténcia, ressaltando a importancia do uso correto dos antimicrobianos.
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