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RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM Enterobacterales ISOLADAS
DE GALINHAS POEDEIRAS E CAIPIRAS EM CONDICOES SEMIARIDAS
BRASILEIRAS

RESUMO

A producéo avicola de carne e ovos no Brasil esta em crescimento e gera
emprego e renda ndo somente aos grandes produtores como também as
pequenas familias rurais, que utilizam esses produtos para subsisténcia. Para
manter a saude desses animais e aumentar a produtividade, 0 uso de
antimicrobianos de modo empirico e descontrolado se elevaram, e como
consequéncia as bactérias se tornaram reservatorios de genes de resisténcia
aos antimicrobianos, caracterizando um problema de Saude Publica global.
Dessa maneira, 0s objetivos deste trabalho foram isolar e identificar
microrganismos provenientes da cloaca de galinhas poedeiras e caipiras do
semiarido brasileiro, caracterizar o perfil de resisténcia e identificar genes de
resisténcia antimicrobiana dos isolados. Foram colhidos 330 suabes cloacais de
galinhas poedeiras e caipiras criadas em condi¢cées semiaridas brasileiras (165
suabes de galinhas poedeiras e 165 de galinhas caipiras), no periodo de
setembro de 2019 a setembro de 2020. As amostras foram submetidas a cultivo
bacteriano com posterior identificacdo bioquimica, e nos isolados foram
verificados a suscetibilidade aos antimicrobianos, teste fenotipico para producao
de ESBL e identificacdo de genes de resisténcia, blactx-m € blacmy. Foram
isoladas 152 Enterobacteriales de galinhas poedeiras e 198 de galinhas caipiras.
Os microrganismos mais frequentemente isolados de galinhas poedeiras foram
E. coli (73,7%), Klebsiella spp. (13,2%), Proteus mirabilis (5,3%) e Salmonella
spp. (3,3%), e para galinhas caipiras E. coli (68,2%), Klebsiella spp. (12,6%),
Edwardsiella spp. (10,1%) e Salmonella spp. (3,6%) foram os mais frequentes.
As bactérias isoladas de galinhas poedeiras e caipiras apresentaram maiores
susceptibilidade a tetraciclina, ampicilina, norfloxacina, amoxicilina+acido
clavulanico, ertapenem, imipenem e meropenem. Foram observados 69 (45,4%)
isolados com multirresisténcia nas galinhas poedeiras e 36 (18%) de galinhas
caipiras. Os genes detectados nas amostras de galinhas poedeiras foram CTX-
M em oito isolados com o grupo blacTx-mi-ike (Quatro E. coli e quatro Klebsiella
spp.), blactx-mz-ike identificado em seis isolados (dois E. coli, trés Klebsiella spp.
e um Salmonella spp.), blacTx-ms-ike em sete isolados (seis E. colie um Klebsiella
spp.) e o gene CMY-2 em nove E. coli e duas Klebsiella spp. Para as galinhas
caipiras foram observados gene blacTx-Mi-ike, blacTx-mz-ike € blacmy-2 em trés E.
coli. Conclui-se que a emergéncia e disseminagao de bactérias produtoras de
genes de resiténcia, em especial a producédo de CTX-M e CMY em cloacas de
galinhas poedeiras em comparagao das galinhas caipiras, alerta para a possivel
difusdo destes genes de resisténcia na interface humana, animal e nos
ecossistemas estudados.

Palavras-chaves: Galinhas, Enterobacterales, Multirresisténcia,
Antimicrobianos, CTX-M, CMY.



ANTIMICROBIAL RESISTANCE IN Enterobacterales ISOLATED
FROM LAYING HENS AND FREE-RANGE CHICKENS IN SEMI-ARID
CONDITIONS IN BRAZIL

ABSTRACT

The poultry production of meat and eggs in Brazil is growing and generates
employment and income not only for large producers but also for small rural
families, who use these products for subsistence. To maintain the health of these
animals and increase productivity, the use of antimicrobials in an empirical and
uncontrolled way has increased, and as a consequence bacteria have become
reservoirs of antimicrobial resistance genes, characterizing a global public health
problem. Thus, the objectives of this study were to isolate and identify
microorganisms from the cloaca of laying hens and free-range chickens in the
Brazilian semiarid region, characterize the resistance profile and identify
antimicrobial resistance genes of the isolates. A total of 330 cloacal swabs from
laying hens and free-range chickens raised in Brazilian semiarid conditions (165
swabs from laying hens and 165 swabs from free-range chickens) were collected
from September 2019 to September 2020. The samples were subjected to
bacterial culture with subsequent biochemical identification, and in the isolates
were checked for susceptibility to antimicrobials, phenotypic test for ESBL
production and identification of resistance genes, , blactx-w and blacwmy. A total of
152 Enterobacteriales were isolated from laying hens and 198 from free-range
hens. The microorganisms most frequently isolated from laying hens were E. coli
(73.7%), Klebsiella spp. (13.2%), Proteus mirabilis (5.3%) and Salmonella spp.
(8.3%), and E. coli (67.5%), Klebsiella spp. (12,5%), Edwardsiella spp. (10.0%)
and Salmonella spp. (3.5%) were the most frequent for free-range chickens.
Bacteria isolated from laying hens and free-range chickens showed higher
susceptibility to tetracycline, ampicillin, norfloxacin, amoxicillin+clavulanic acid,
ertapenem, imipenem and meropenem. Sixty-nine (45.4%) isolates with
multidrug resistance were observed in laying hens and 36 (18%) from free-range
chickens. The genes detected in the samples from laying hens were CTX-M in
eight isolates with the blactx-m1-ike group (four E. coli and four Klebsiella spp.),
blactx-mz-ike identified in six isolates (two E. coli, three Klebsiella spp. and one
Salmonella spp.), blacTtx-ws-ike in seven isolates (six E. coli and one Klebsiella
spp.), and the CMY-2 gene in nine E. coli and two Klebsiella spp. For free-range
chickens, blacTx-mi-ike, blacTx-m2-ike € blacmy-2 genes were observed in three E.
coli. We conclude that the emergence and dissemination of bacteria producing
resistance genes, especially the production of CTX-M and CMY in laying hen
cloacae compared to free-range hens, alerts to the possible diffusion of these
resistance genes at the human-animal interface and in the ecosystems studied.

Keywords: Chickens, Enterobacterales, Multiresistance, Antimicrobials, CTX-M,
CMY.
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INTRODUCAO GERAL

O mercado avicola se mantém em ascensdo no mundo, e entre os alimentos
mais consumidos globalmente estdao a carne de aves e ovos. A demanda por esses
produtos tem sido impulsionada pelo crescimento populacional e urbano, facil
acesso e prego baixo, pouca gordura, além de nado apresentar barreira religiosa
(FAO, 2021). Para o avanco dessa producao foram desenvolvidos tecnologia
nutricional, mudanca no manejo, abate e processamento, resultando assim em
alimentos seguros (FAO, 2021). Dentre os paises de maior producao de frango de
corte se destacam os Estados Unidos, China e Brasil, correspondendo também os
dois primeiros paises como maiores consumidores (EMBRAPA, 2021).

Na década de 1950 a produgdo avicola brasileira iniciou seu
desenvolvimento comercial a partir do sistema de producao artesanal, em que os
frangos caipiras eram comercializados abatidos ou vivos em feiras, e esse mercado
se destacava na regiao Sudeste até que se expandiu para a regido Sul na década
de 70 (ZEN et al., 2014). O desenvolvimento tecnolbgico investido na producgao de
aves como melhoramento genético e alimentar, formulagado de vacinas, sanidade
animal e equipamentos levou ao crescimento de grandes agroindustrias envolvidas
com o abastecimento de produtos avicolas no mercado, melhorando a producéo de
ovos, pintainhos e carne de frango (MARTINS et al., 2012; GALLE et al., 2020).

A base alimentar da populacéo brasileira, assim como no mundo, consiste
na proteina de origem animal avicola cujo preco atrai o consumidor devido seu
baixo custo, em média R$14,73 o Kg, diferente do preco cobrado na carne bovina
qgue custa R$ 31,94 o Kg e a carne suina R$ 22,53 o Kg, tornando-se o produto
mais consumido (BEEFPOINT, 2020).

A producdo e o abate de aves estdo presentes em todas as regides
brasileiras, mantendo a regidao Sul em alta com 64,41%, seguido das regides
Sudeste (16,02%), Centro-Oeste (15,70%), Nordeste (2,44%) e Norte (1,44%). A
maioria (68%) dos produtos elaborados € destinada para o consumo interno,
enquanto 32% sao para exportagcdo (ABPA, 2020). Os mercados estrangeiros
designados a comprar produtos avicolas brasileiros se concentram no Oriente
Médio, principal comprador com 1.581.422 toneladas, seguido da Asia com
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1.232.399 toneladas, Africa 497.537 toneladas, Unido Europeia 407.440 toneladas
e América 369.953 toneladas (TREME; SILVA, 2020).

Devido a procura dos produtos avicolas pela China e no comércio interno
brasileiro, estimava-se que a producdo de frango crescesse aproximadamente
13,975 milhdes de toneladas métricas em 2020 (MENDES, 2019). E possivel notar
a importancia dessa criagdo na pecuaria brasileira, gerando tributos, renda e
emprego a aproximadamente 4 milhdes de pessoas, de maneira direta ou indireta
(ABPA, 2020).

Além da comercializagdo dos frangos industriais, a producao de galinhas
caipiras vem ganhando espaco no mercado. Essas aves eram originalmente
destinadas ao consumo familiar ou da comunidade, onde os produtores tinham
pouca renda e com a comercializagcdo das galinhas conseguiam gerar lucro e
melhorar a qualidade de vida (ALMEIDA et al., 2013). O sistema de producao
desses animais € o semi-intensivo, onde as aves possuem abrigo, sao alimentadas
com ragoes comerciais, além de serem imunizadas contra doencas (ROCCHI et al.,
2019). Essa forma de producao atrai novos consumidores que valorizam o bem-
estar animal, e estdo preocupados com a saude, seguranca e sustentabilidade
(MIELE, 2011; MACHADO, 2018). Embora desenvolvimentos cientificos e
tecnoldgicos tenham sido propostos para os produtores elevarem sua producao
caipira, existem algumas situacdes que os criadores desconhecem quanto ao
manejo sanitario e as doencas, utilizando empiricamente medicamentos como
antimicrobianos no tratamento de doencas virais ou parasitarias (ALEGRIA-
MORAN et al., 2017).

O aumento da populacao mundial contribuiu para criacdo de animais em
funcdo da necessidade de suprir as exigéncias nutricionais do homem. Dessa
forma, a procura por esse tipo de alimento fez com que alguns paises como Brasil,
Russia, india, China e Africa do Sul modificassem seu sistema de producdo para a
pecuaria intensiva. Esse novo cenario propiciou 0 uso de antimicrobianos com
finalidade de manter a saude dos animais, com uso terapéutico ou profilatico, além
de diminuir a mortalidade e aumentar a produtividade como estimuladores de
crescimento (SILVA et al., 2013; ZHU et al., 2013), no entanto, vem favorecendo a
selecdo de microrganismos no intestino dos animais, com a eliminacado daqueles
gue produzem toxinas (MAHMOOD; GUO, 2020).
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Em 2010 o uso dos antibidticos na produgdo animal fora de 63.151
toneladas, com maiores participantes no consumo a China (23%), Estados Unidos
(13%), Brasil (9%), india (3%) e Alemanha (3%), com estimativa que esse uso
global aumente em 67% (105.596 toneladas) no ano de 2030 (VAN BOECKEL et
al., 2015). Para manter em alta a producdo da carne, o manuseio desses
antibiéticos nos animais tornou-se diario e sem controle, e como resultado
contribuiu para o aparecimento de bactérias multirresistentes (GARCIA-MIGURA et
al., 2014).

A carne de frango pode armazenar microrganismos que atuam como
reservatérios de genes de resisténcia a diversos antimicrobianos de importancia
clinica, como B-lactamicos, quinolonas, tetraciclina, entre outros (OLESEN et al.,
2005; GAROFALOQO et al., 2007; DHANJI et al., 2010; RANDALL et al., 2011; LAUBE
et al., 2013;).

As bactérias Gram-negativas, principalmente da ordem Enterobacterales
sédo reportadas como produtoras da enzima B-lactamases (SILVA; LINCOPAN,
2012). Sua classificacao varia de forma molecular, baseada na composi¢ao dos
aminoacidos e dos genes (classificacao de Ambler - A, B, C e D), ou de acordo com
as caracteristicas enzimaticas e o perfil de inibicdo dos inibidores de B-lactamases
(classificacao de Bush/Jacoby/Medeiros, entre 1 a 4) (AMBLER, 1980; BUSH,;
JACOBY; MEDEIROS,1995).

As B-lactamases de Especto Estendido (ESBL) compde a classe A de
Ambler e o grupo 2be de Bush-Jacoby-Medeiros (AMBLER, 1980; BUSH; JACOBY;
MEDEIROS, 1995), sdo capazes de inativar penicilinas, aztreonam e
cefalosporinas de primeira, segunda, terceira e quarta geragdes, demonstram
sensibilidade a cefamicina e séo inibidas pelo acido clavulanico (GUTKIND et al.,
2013). Varias familias de ESBL estao disseminadas pelo mundo, como a TEM,
SHV, CTX-M, SFO, BES, BEL, TLA, GES, PER e VEB, no entanto a que se destaca
é CTX-M por ser mais encontrada (BUSH; PALZKILL; JACOBY, 2015; CANTON;
GONZALEZ-ALBA; GALAN, 2012; PATERSON; BONOMO, 2005). No Reino Unido
e na Suécia ja foi isolada E. coli produtora de CTX-M 2 em peito de frango
importadas do Brasil (DHANJI et al., 2010; EGERVARN et al., 2014; WARREN et
al., 2008), preocupando a saude publica, pois essas bactérias produtoras de
enzimas estao associadas a morte em hospitais (HAWKEY, 2015).
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A administragdo dos B-lactamicos nas produgdes avicolas para o tratamento
de doencas infecciosas, resultou na selecdo de Enterobacterales produtoras de
ESBL e AmpC no trato gastrointestinal das aves (MENDES et al., 2013). Os B-
lactamicos, principalmente as cefalosporinas e os carbapenémicos, séo as classes
de antibioticos de eleigdo para o tratamento de infec¢gées graves do homem e em
alguns casos na produgao animal, com isso se mostra a importancia desses
antimicrobianos tanto para a saude humana como para medicina veterinaria
(COQUE; BAQUERO; CANTON, 2008; WHO,2012; OIE, 2014).

As AmpC sao tipos de B-lactamases pertencentes ao grupo 1 de Bush-
Jacob-Medeiros e da classe C de Ambler (AMBLER, 1980; BUSH; JACOBY;
MEDEIROS, 1995). Essas enzimas sao codificadas por genes cromossémicos, e
apresentam resisténcia a maioria das penicilinas, as cefalosporinas de 1°, 2° e 3°
geracdo e ao aztreonam, além de nado serem suscetiveis aos inibidores de [3-
lactamases (BUSH, 2001).

A CMY é uma AmpC plasmidial (pAmpC) que vem se propagando, ja tendo
sido detectada em E. coli isoladas de carne de frango fresca nos EUA e fezes de
bufalos no Parana, além de ser encontrado em Salmonella enterica nos frangos
produzidos no Rio Grande do Sul (MOLLENKOPF et al., 2011; AIZAWA et al., 2014;
MATTIELLO et al., 2015).

Os carbapenémicos compdem a subclasse dos antibidticos B-lactamicos da
classe dos Penens, sendo representados pelos antimicrobianos imipenem,
ertapenem e meropenem, dispondo de uma ampla acado conta bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, aerdbicas e anaerdbicas (ZHANEL et al., 2007). A
ineficacia dos antibidticos B-lactamicos e néo B-lactdmicos resultou no uso dos
carpapenémicos e na geracao de novos padroes de resisténcia (ANDRADE;
DARINI; 2017), que consiste na producdo de enzimas [-lactamases,
carbapenemases, com maior poder de degradar quase todos os B-lactamicos
(GNIADEK; CARROLL; SIMNER, 2016). As carbapenemases sao divididas em dois
grupos; a serina-carbapenemase pertencente a classe molecular A de Ambler e ao
grupo 2f funcional de Bush-Jacob-Medeiros, sendo encontrada pela primeira vez
em uma Klebsiella pneumoniae com resisténcia ao imipenem e meropenem,
passando a ser denominada KPC (K. pneumoniae carbapenemase) e com
consideravel importancia nas infecgdes hospitalares (JACOBY, 2006). O segundo
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grupo, metalo-carbapenemase, constitui a classe molecular B de Ambler e ao
subgrupo 3 A funcional de Bush-Jacob-Medeiros, com capacidade de hidrolisar
todos os B-lactdmicos, com excecdo dos monobactamicos (QUEENAN; BUSH,
2007). Essa B-lactamase passou a ser disseminada pelo mundo, ocasionando
infecgbes hospitalares e contaminando o ambiente, sendo a principal metalo-3-
lactamase adquirida pesente nas Enterobacterales (JOHNSON;
WOODFORD,2013; ANDRADE; DARINI, 2015).

Além dos patégenos que contém genes de ESBL ou pAmpC colaborarem na
disseminacdo da resisténcia através da carne de aves, animais vivos e
considerados saudaveis podem eliminar as bactérias ao meio ambiente, via
estercos nos casos dos bovinos, e pela cama aviaria que sao usadas como adubos,
acumulando esses microrganismos no solo que sofrem lixiviagdo e atingem os
lencdes freaticos e rios, sendo capaz de se instalar na vegetagéao (LIUBOJEVIC et
al., 2016).

Dessa forma, vem se discutindo a relacdo do uso excessivo dos
antimicrobianos na producdo animal, e suas consequéncias na selecdao de
bactérias com genes de resisténcia associados as infecgbes de dificil tratamento.
Com isso, a manutencédo desses patégenos resistentes no homem, ambiente e
animais promove a permanéncia e dispersdo desses microrganismos
(ECONOMOU; GOUSIA, 2015; JINDAL et al., 2015; VAN BOECKEL et al., 2015).

Com o intuito de controlar e prevenir os casos de bactérias resistentes ou
super-resistentes, o Ministério da Saude desenvolveu juntamente com o Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) a Instru¢do Normativa n°41-
Plano de Agao Nacional de Prevengdo e Controle da Resisténcia aos
Antimicrobianos no Ambito da Saude Unica, que tém como objetivos capacitar
profissionais com atuagédo das areas da saude humana, animal e ambiental em
casos de resisténcia, estabelecer um sistema de vigildncia ao uso de
antimicrobianos, prevencao e controle de infecgbes comunitarias, instituir medidas
de prevencéao e controle de infec¢gdes no ambito da agropecuéria (GHUNAIM; ABU-
MADI; KARIYAWASAM, 2014; MAPA, 2018). Como parte desse plano foi elaborado
o Plano de Acao Nacional para Prevencdo e Controle da Resisténcia aos
Antimicrobianos no ambito da Agropecuaria-PAN-BR AGRO (IN n°41) devendo ser
concluido o plano para o setor agropecuario em quatro anos, de 2018 a 2022, com
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o objetivo de monitorar o uso de antimicrobianos e resisténcia em frangos de corte,
industrias de produtos de origem animal e produtores de alimentagc&o para animais,
assegurando a capacidade de manter a eficacia e seguranca dos medicamentos
quando administrados (MAPA, 2018).

A existéncia de Enterobacterales critica na saude humana e o isolamento de
patégenos em frangos com resisténcia a antimicrobianos tornou-se um risco para
o homem, em vista da transferéncia de materiais genéticos resistentes dos animais
para eles. Desse modo, o presente estudo buscou isolar microrganismos com
resisténcia a antibidticos e identificar seu perfil genético a partir de galinhas
poedeiras e caipiras do semiarido nordestino, que possue condi¢des especificas,
caracterizada por clima seco e quente, com baixa precipitacdo e bioma
correspondido pela caatinga. Essa dissertacdo é composta por dois capitulos: no
capitulo | serda abordada a identificacdo de microrganismos Gram-negativos da
cloaca de galinhas poedeiras pertencentes a granjas poedeiras localizadas no
semiarido do Brasil, avaliando o perfil de susceptibilidade antimicrobiana, assim
como seus indices de resisténcia multipla as classes e as drogas, além de
caracterizar genotipicamente a produgcao de ESBL e seus genes blactx-m e a
producdo de AmpC com seus genes blacwmy, discutindo os impactos que o uso
indiscriminado de antimicrobianos causam no ambiente, na saude animal e
humana, e suas consequéncias na disseminacao de cepas resistente. No capitulo
Il, buscou-se o isolamento de bactérias Gram-negativas de galinhas caipiras de
propriedades de subsisténcia, produtoras de ovos e carne pelos produtores rurais
do semiarido brasileiro, conhecendo os isolados e os indices de multipla resisténcia
as classes e medicamentos testados, além de pesquisar a produgdo de ESBL e
seus genes blaCTX-M e AmpC com seus genes blaCMY, discutindo a presenca
desses achados e os impactos que sao promovidos na Saude Publica.

Hipotese: Existem Enterobacteriaceaes de prioridade critica em galinhas
poedeiras e caipiras, 0 isolamento desses microrganismos da cloaca das aves,
comparando a frequéncia das bactérias, a susceptibilidade antimicrobiana e os
genes de resisténcia entre esses diferentes sistemas de criagdo esta relacionada
ao contato direto que essas aves possuem com o0 homem e as doencas
transmitidas por elas, assim como o uso continuo de antimicrobianos como
estimuladores de crescimento, profilaticos e terapéuticos relacionados a casos de
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bactérias resistentes transmitidas ao homem e responsavel por danos a Saude
Publica, além da proliferacdo desses agentes entre as aves e outras espécies de
animais, dificultando o uso de antibi6ticos pela deficiéncia do seu mecanismo de

acao frente as bactérias modificadas.
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CARACTERIZACAO DE MICRORGANISMOS COM PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE
A ANTIBIOTICOS ISOLADOS DE GALINHAS DE GRANJAS POEDEIRAS (Gallus
Gallus domesticus) EM CONDICOES SEMIARIDAS

RESUMO

A producéo brasileira de ovos e carnes de frango sao voltados para o mercado
interno e externo, sendo 99,59% dos ovos e 68% da carne aviaria produzida
destinadas ao consumo interno, e 32% da carne ao mercado estrangeiro, dessa
forma o Brasil é considerado um importante fornecedor de alimento avicola para o
mundo. Visando manter a saude das aves foram inseridos antibiéticos na
alimentacdo desses animais, resultando no uso indiscriminado e na selecédo de
bactérias resistentes. Os (-lactamicos sdo os antibiéticos mais usados na clinica
veterindria, humana e na producdo animal, conduzindo seu uso na selecdo de
bactérias resistentes produtoras de B-lactamases, ja tendo sido isolados ESBL ou
AmpC em amostras de frangos e ovos no Brasil, tornando-se um risco a Saude
Publica. Os objetivos desse trabalho foram isolar e identificar microrganismos da
cloaca de galinhas poedeiras no semiarido brasileiro, caracterizar o perfil de
resisténcia e identificar os genes de resisténcia antimicrobiana dos isolados. As
amostras foram coletadas de swabs cloacais de galinhas poedeiras, em seguida
semeadas em agar MacConkey. As colbnias bacterianas foram identificadas por
provas bioquimicas tradicionais e a susceptibilidade aos antimicrobianos foi testada
pela técnica de disco-difusdo, e para deteccao dos genes blaessL € blaampc USOU-
se PCR. Foram avaliadas 165 galinhas poedeiras e obteve-se crescimento de 152
Enterobacterales. Os principais microrganismos isolados foram Escherichia coli
(73,68%), Klebsiella spp. (13,16%), Proteus mirabilis (5,26%) e Salmonella spp.
(3,29%). Apresentando os isolados bacterianos consideraveis indice de resisténcia
frente a tetraciclina (59,21%), ampicilina (56,58%), norfloxacina (42,76%),
enrofloxacina (42,11%) e ertapenem (17,76%); dos 152 isolados bacterianos 69
(45,4%) continham multirresisténcia, e 74 (48,7%) dos isolados com MCAR = 0,25.
Os genes detectados foram blactx-m, em oito isolados com o grupo blacTx-mi-like (E.
coli e Klebsiella spp.), blacTx-m2-ike identificado em seis isolados (E. coli, Klebsiella
spp € Salmonella spp.), blactx-ms-ike em sete isolados (E. coli e Klebsiella spp.) e 0
gene CMY-2 em nove E. coli e duas Klebsiellas spp. Conclui-se que as galinhas
poedeiras compdem na sua microbiota intestinal microrganismos carreadores de
genes de resisténcia, relevando a importancia desses achados tanto para a Saude
Publica como para a economia, colocando em risco esses dois campos pela falta
de recursos para geracao de medicamentos eficazes, além de gastos em hospitais
com internamento e a espera para formular novos farmacos.

Palavras-chaves: Galinhas Poedeiras, Enterobacterales,  Antibioticos,
Multirresisténcia, CTX-M, CMY, Saulde Publica.
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CHARACTERIZATION OF MICRORGANISMS WITH SUSCEPTIBILITY PROFILE TO
ANTIBIOTICS ISOLATED FROM LAYING HENS (Gallus Gallus domesticus) UNDER
SEMI-ARID CONDITIONS

ABSTRACT

The Brazilian production of eggs and chicken meat is turned to the domestic and
foreign market, with 99.59% of the eggs and 68% of the poultry meat produced for
domestic consumption, and 32% of the meat for the foreign market, thus Brazil is
considered an important supplier of poultry food to the world. In order to maintain
the health of the birds, antibiotics were added to the food of these animals, resulting
in the indiscriminate use and selection of resistant bacteria. 3-lactams are the most
used antibiotics in veterinary, human and animal production, leading to their use in
the selection of resistant bacteria producing B-lactamases, having already been
isolated ESBL or AmpC in chicken and egg samples in Brazil, making a risk to Public
Health.The objectives of this work were to isolate and identify microorganisms from
the cloaca of laying hens in the Brazilian semiarid region, characterize the
resistance profile and identify the antimicrobial resistance genes of the isolates.
Samples were collected using cloacal swabs from laying hens, then inoculated into
MacConkey agar. Bacterial colonies were identified by biochemical tests and
antimicrobial susceptibility was tested by disk-diffusion, for detection of blaESBL
and blaAmpC genes using PCR. 165 laying hens were evaluated and 152
Enterobacteriales grew. The main microorganisms isolated were Escherichia coli
(73.68%), Klebsiella spp. (13.16%), Proteus mirabilis (5.26%) and Salmonella spp.
(3.29%). The bacterial isolates presented a considerable resistance index against
tetracycline (59.21%), ampicillin (56.58%), norfloxacin (42.76%), enrofloxacin
(42.11%) and ertapenem (17.76%); of the 152 bacterial isolates, 69 (45.4%) had
multidrug resistance, and 74 (48.7%) of the isolates with MCAR = 0.25. The genes
detected were blacTx-m, in 8 isolates with the blactx-m1-iike group (E. coliand Klebsiella
spp.), blactx-mz-ike identified in 6 isolates (E. coli, Klebsiella spp and Salmonella spp.)
, blactx-ms-ike in 7 isolates (E. coli and Klebsiella spp.) and the blacuy-2 gene in nine
E. coli and two Klebsiella spp. It is concluded that laying hens make up, in their
intestinal microbiota, microorganisms that carry resistance genes, highlighting the
importance of these findings both for Public Health and for the economy, putting
these two fields at risk due to the lack of resources to generate effective drugs, in
addition to spending on hospitals with hospitalization and waiting to formulate new
drugs.

Keywords: Laying Hen, Enterobacterales, Antibiotics, Multiresistance, CTX-M,
CMY, Public Health.
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INTRODUCAO

A producéo brasileira de ovos e carnes de frango foram, respectivamente,
de 49 bilhdes de unidades e 13,245 milhdes de toneladas, em 2019. Esses produtos
séo voltados para o mercado interno e externo, sendo 99,59% dos ovos e 68% da
carne aviaria destinados ao consumo interno (ABPA, 2020). Mesmo que o Brasil
exporte 32% da carne de frango, ainda assim é considerado um importante
fornecedor de alimentos para o mundo, devido a elevada produgéao que associa seu
crescimento ao melhoramento genético, sistema de criacdo e nutricdo (ABPA,
2020).

Para manter as aves saudaveis durante o alojamento nos galpdes e melhorar
a absorcdo de nutrientes, antibioticos séo inseridos na alimentacdo, e com a
ascensdo do mercado aviario o uso desses antimicrobianos tornou-se
indiscriminado, levando a selecao de bactérias resistentes com capacidade de
transferir os materiais genéticos modificados para os humanos pela alimentacao
(CHANTZIARAS et al., 2014). Em decorréncia desse fator, e a inter-relacao entre
saude humana, animal e ambiental, o uso de antimicrobianos como melhoradores
de desempenho em animais foram suspensos, Portaria n°171, de 13 de dezembro
de 2018 (MAPA, 2018).

Os beta-lactamicos consistem nos principais antibiéticos usados na clinica
veterinaria, humana e na producao animal, e apresentam na sua estrutura um anel
beta-lactamico responsavel pela acdo desses medicamentos (BUSH; BRADFORD,
2016; CLSI, 2016). Apesar de beneficios para produgéo avicola, o uso desordenado
de antimicrobianos resulta na selecao de bactérias resistentes produtoras de
enzimas como as [-lactamases, cefamicinases (AmpC), cefalosporinases, -
lactamases de espectro estendido (ESBL) e carbapenemases (ANDRADE;
DARINI,; 2017). As ESBL atuam na degradagédo das cefalosporinas, penicilinas e
monobactamicos, que podem estar presentes no cromossomo bacteriano ou nos
plasmideos, ja sendo descrito diversas familias de ESBL (TEM, SHV, CTX-M, SFO,
BES, BEL, TLA, GES, PER e VEB) (PFEIFER; CULLIK; WITTE, 2010; BUSH,;
PALZKILL; JACOBY, 2015; SAMPAIO; GALES, 2016). Ja as AmpC, séo
responsaveis por degradar principalmente cefamicinas e cefalosporinas de 1° e 2°
geracao (JACOBY, 2009; ANDRADE; DARINI, 2017). As enzimas sdo produzidas
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por bactérias Gram-negativas, que as codificam através dos genes com localizagao
cromossdmicos plasmidial blaampc (CMY, LAT, ACT, MIR, FOX, MOX, DHA, ACC)
(LIVERMORE; WOODFORD, 2006; JACOBY, 2009; CARATTOLI, 2009).

Nas aves, especialmente os frangos, sado portadores de Escherichia coli e
Salmonella enterica que produzem AmpC e ESBL, com diferentes variantes. No
Brasil, tem-se destacado a enzima CMY-2 para AmpC, e as CTX-M-2, CTX-M-8 e
CTX-M-15 para ESBL, ja isoladas em E. coli de carne de frango comercializada no
mercado interno, assim como produtos exportados para paises Europeus (DHANJI
et al., 2010; MOLLENKOPF et al., 2011; CASELLA et al., 2015). Do ponto de vista
da Saude Publica as ESBLs tornaram-se um dos principais problemas de saude
global, causando serias implicacdes no que diz respeito as infec¢des hospitalares
e da comunidade, o que resulta em elevados indices de mortalidade, principalmente
em casos de infecgdo por Enterobacterales, destacando-se a rapida disseminacéo
dessas enzimas e o surgimento constante de novas variantes, além de uma série
de implicagdes para o agronegécio brasileiro (HAWKEY, 2015).

O semiarido nordestino é caracterizado por clima seco e quente, com
precipitacbes baixas, vegetagdo correspondida pela caatinga, bioma
exclusivamente brasileiro que ocupa 70% da regidao nordeste e 11% o territorio
nacional e com fauna diversificada e unica (SUASSUNA, 2019; TELES et al., 2020).
Sao essas caracteristicas peculiares do semiarido que oferecem condicdes
epidemioldgicas Unicas que precisam ser estudadas de modos distintos de outros
lugares do Brasil e do mundo. Desse modo, pesquisas devem ser desenvolvidas
com diferentes espécies animais e nos seres humanos, com o objetivo de
determinar a importancia da resisténcia antimicrobiana na Saude Publica nas
condicées do semiarido. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi investigar
bactérias isoladas das cloacas de galinhas poedeiras de granjas do semiarido
brasileiro produtoras de ESBL ou AmpC.

MATERIAL E METODOS
Local de estudo, amostragem e colheita de amostras bioldgicas

Foram utilizadas uma granja de galinhas poedeiras do estado da Paraiba e
duas no estado do Rio Grande do Norte, semiarido do Nordeste do Brasil. O nimero
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minimo de animais a serem amostrados foi determinado pela férmula para
amostras simples aleatorias (Thrusfield; Christley, 2018), utilizando os seguintes
parametros: (a) nivel de confianca de 95%; (b) frequéncia esperada de animais
positivos de 50% (maximizacao da amostra) e erro amostral de 10%. Conforme
esses parametros seriam requeridos 96 animais, no entanto, foram colhidas
amostras de swab cloacal de 165 galinhas poedeiras no periodo de setembro de
2019 a fevereiro de 2020.

Os swabs cloacais foram acondicionados em tubos de ensaio contendo meio
de transporte Stuart e transportados sob refrigeracdo (2 a 8 °C) ao laboratério de
microbiologia do Hospital veterinario da UFCG, campus Patos, onde foram
imediatamente processados.

O estudo foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais/CEUA-
UFCG sob protocolo de n° 67/2020.

Isolamento e identificacao bacteriana

As amostras foram enriquecidas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) por 24
h na temperatura de 37°C e posteriormente semeadas em placas de Petri contendo
o meio agar MacConckey, com espessura de 3 a 4 mm. Apds o cultivo, as placas
foram incubadas a temperatura de 37°C em aerobiose por 24-48 horas para
verificacdo do crescimento bacteriano. As colbnias bacterianas foram submetidas
ao exame bacterioscopico pelo método de coloracdo de Gram e identificadas pelas
provas bioquimicas triplo agucar ferro (TSl), motilidade, malonato, producao de
indol, producdo de urease, producdo de gelatinase, producdo de fenilalanina
desaminase, utilizacado de citrato, reacdo de vermelho de metila (VM) e Voges-
Proskauer (VP), fermentacao da lactose, hidrélise de esculina, redugéo de nitrato,
catalase, oxidase e coagulase (MURRAY et al.,1999).

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos e teste fenotipico de [B-
lactamases

Foram submetidas ao teste de suscetibilidade aos antimicrobianos pelo
método de disco-difusdo em agar Mueller-Hinton, de acordo com a técnica de Kirby-
Bauer (Bauer et al., 1966), conforme recomendado pelo Brazilian Committee on
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Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST, 2019) e Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2019). A cepa E. coli CIP 76.24 (ATCC 25922) da
colegdo de cepas do Instituto Pasteur, foi utilizada como controle de qualidade
neste ensaio por apresentar suscetibilidade conhecida a determinados
antimicrobianos.

As seguintes classes de antibidticos foram avaliadas: Aminoglicosideo-
amicacina (30 pg), gentamicina (10 ug); Fluoroquinolonas - enrofloxacina (5 pg),
norfloxacina (10 ug); Fenicol - cloranfenicol (30 ug); Tetraciclina - tetraciclina (30
Mg); cefalosporina de terceira geragao- cefotaxima (30 pg), ceftriaxona (30 ug),
ceftazidima (30 pg), ceftiofur (30 pg); carbapenémicos - ertapenem (10 pg),
imipenem (10 ug), meropenem (10 pg); B-lactdmicos aminopenicilicos- ampicilina
(10 pg); aminopenicilina associado a inibidor de [B-lactamase -
amoxicilina/clavulanato (10 pg); cefamicina- cefoxitina (30 pg); cefalosporina de
quarta geracéao- cefepima (30 pg); Monobactamico - aztreonam (30 ug).

Para deteccdo de isolados multirresistentes aos antibiéticos foi calculado o
indice MAR (multipla resisténcia antimicrobiana), calculada pela razdo entre o
numero de bactérias com resisténcia antimicrobiana e o numero de antimicrobianos
testados, indicando multirresisténcia quando MAR= 0,2, enquanto que para avaliar
a resisténcia das classes antimicrobianas foi analisado o indice MCAR (multipla
resisténcia a classe antimicrobiana), calculado pela razdo entre o numero de
classes consideradas resistentes (a0 menos uma droga por classe) e o nimero
total de classes testadas (KRUMPERMAN, 1983). As bactérias que apresentaram
fenotipo resistente a pelo menos trés classes de antibioticos testados foram
consideradas multirresistentes (MCAR maior ou igual a 0,25) (NGOI; THONG,
2013).

Com as colbnias obtidas em agar MacConkey foi realizada suspensao
bacteriana em solugéo de NaCl estéril a 0,9%, comparando a turbidez com a escala
0,5 de McFarland para semear as bactérias no meio agar Mller-Hinton e posicionar
os discos de antibiéticos avaliados, com posterior incubacédo a 37 °C por 18-24
horas. Foi procedida a leitura dos halos com deformacdo ou aparecimento de uma
zona fantasma, formados pelos discos de aztreonam, ceftazidima, cefotaxima ou
cefepime em direcdo a amoxicilina/acido clavulanico, para identificacéo fenotipica
de amostras produtoras de ESBL (BrCAST, 2019). Para bactérias suspeitas de
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produzirem B-lactamase do tipo AmpC, foi avaliado o tamanho do halo de inibigdo
da cefoxitina, inibidores de amoxicilina+acido clavulanico (SINGH et al., 2013).

Identificacao de genes de resisténcia

Apoés isolamentos das Enterobacterales o DNA foi extraido pelo método de
fervura, que consistiu em suspender 2 a 5 colénias do microrganismo em 200 uL
de agua destilada estéril e submeter a 100 °C por 10 minutos. Essa suspensao foi
centrifugada a velocidade maxima por 1 minuto, e o sobrenadante foi utilizado para
os experimentos moleculares (CASELLA, 2015). Os produtos amplificados foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etilico
a 0,8%, em campo elétrico 6V/cm durante 120 minutos. Apo6s a eletroforese, os
resultados foram visualizados e fotografados sob luz ultravioleta.

A deteccao dos genes de ESBL ou AmpC foi efetuada pelo uso da técnica
de PCR e o ThermoFischer. Para a identificagdo dos genes blacwy-2 € blactx-m foi
usado uma reagao de multiplex-PCR e PCR convencional, seguindo a metodologia

descrita por Dallenne et al. (2010) e Mammeri et al. (2010).

Analise estatistica

Para comparagéao das frequéncias das bactérias isoladas das cloacas de
galinhas foi utilizado o teste de qui-quadrado de aderéncia com nivel de
significancia de 5%. As andlises foram realizadas no ambiente R (R CORE TEAM,
2018) e interface RStudio.

RESULTADOS

Das 165 aves analisadas 152 (92,12%) apresentaram crescimento de
Enterobacterales. Na Tabela 1 sdo apresentados o numero e a frequéncia de
bactérias isoladas, sendo Escherichia coli o agente mais frequentemente
encontrado (73,68%), seguido de Klebsiella spp. (13,16%), Proteus mirabilis
(5,26%), Salmonella spp. (3,29%) e Edwardsiella spp. (2,63%). As demais bactérias
isoladas apresentaram frequéncia de 0,66% (P < 0,001).
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Tabela 1- Frequéncia de bactérias isoladas de galinha poedeiras no semiarido

brasileiro, no periodo de setembro de 2019 a fevereiro de 2020.

Numero de swabs Frequéncia
Agentes
positivas (%)

Escherichia coli 112 73,68
Klebsiella spp. 20 13,16
Proteus mirabilis 8 5,26
Salmonella spp. 5 3,29
Edwardsiella spp. 4 2,63
Citrobacter spp. 1 0,66
Providencia spp. 1 0,66
Shigella spp. 1 0,66
Total 152 100,00

Foram realizados 152 testes com drogas antimicrobianas neste estudo, dos

quais 50 (32,89%) amostras foram consideradas resistentes a pelo menos um

antibiético e 5 (3,29%) com resisténcia intermediaria. Os maiores indices de

resisténcia frente aos antibidticos foram a tetraciclina (59,21%), ampicilina
(56,58%), norfloxacina (42,76%), enrofloxacina (42,11%), gentamicina (22,37%),

ceftriaxona (21,05%) e ertapenem (17,76%), sem desenvolver resisténcia ao

imipenem e meropenem (Tabela 2).

Tabela 2- Perfil de sensibilidade dos antimicrobianos isolados de galinhas

poedeiras no semiarido brasileiro (n=152), no periodo de setembro de 2019 a

fevereiro de 2020.

CLASSES ANTIMICROBIANOS SEN‘' (%) INT.2 RES.?
(%) (%)
Aminoglicosideo  Amicacina (30 pg) 2,63 0,66
Gentamicina (10 ug) 1,97 22,37
Aminopenicilinico Amoxicilina +Ac. 0 7,89
associado a Clavulanico (10 pg)

inibidor de -

lactamases



B-lactamico
aminopenicilinico
Cefalosporina 3°

geracao

Cefamicina

Cefalosporina 4°
geracao

Carbapenémicos

Monobactamico

Fluorquinolona

Fenicol

Tetraciclinas

Ampicilina (10 pg)

Cefotaxima (30 ug)

Ceftriaxona (30 pg)
Ceftazidima (30 ug)
Ceftiofur (30 ug)
Cefoxitina (30 pg)

Cefepima (30 ug)

Ertapenem (10 ug)
Imipinem (10 pg)
Meropinem (10 ug)

Aztreonam (30 ug)

Norfloxacina (10 ug)
Enrofloxacina (5 ug)

Clorafenicol (30 ug)

Tetraciclina (30 pg)

43,42

83,55

71,05
80,92
83,55
88,81

83,55

82,24
98,03
98,03

73,03

55,26
46,05

91,45

38,82

3,29

7,90
8,55
3,95

4,61

1,97
1,97

16,45

1,97
11,84

1,97

56,58

13,16

21,05
10,53
12,50
11,18

11,84

17,76

10,53

42,76
42,11

8,55

59,21

' Sen.= Sensivel;
2nt.= Intermediario;
3 Res.= Resistente.
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Os indices de resisténcia a antimicrobianos (MAR) variaram de 0 a 0,67, com
média de 0,19. Foram obtidos 69 (45,4%) isolados com indice MAR = 0,2. Com
relacdo ao indice MCAR, os valores variaram de 0 a 0,82 e média de 0,24, e 74

(48,7%) isolados apresentaram MCAR = 0,25. Na Tabela 3 sao apresentados os

numeros de bactérias com indices MAR = 0,2 e MCAR 2 0,25 com as respectivas

médias por agente isolado (Tabela 3).

Tabela 3- Bactérias com perfil de multirresisténcia determinado pelos indices MAR

e MCAR, em galinhas poedeiras do semiarido brasileiro.
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No de No de isolados
Bactérias isolados com Média (MAR) com MCAR 2= Média (MCAR)
MAR 20,2 0,25
E. coli 57 0,34 59 0,41
Klebsiella spp. 10 0,54 12 0,57
Salmonella spp. 1 0,56 2 0,46
Edwadsiella spp. 1 0,28 1 0,36

Catorze amostras de E. coli, oito Klebsiella spp. e uma Salmonella spp. foram

positivas para a expressao fenotipica de ESBL, enquanto dez E. coli e uma

Klebsiella spp. para AmpC, sendo identificado uma Klebsiella spp. positiva para

ESBL e AmpC. As bactérias foram submetidas ao teste genotipico, com

identificacdo de quatro E. coli e quatro Klebsiella spp. com o gene blactx-m-1 Like,

uma Salmonella spp., duas E. coli e trés Klebsiella spp. com blactx-m-2 Like, Seis E.

coli com blacTx-m-s Like, € NOVe E. coli e duas Klebsiella spp. com blacmy-2 (Tabela 4).

Tabela 4- Deteccado de genes blactx-m e blacmy, em PCR multiplex isoladas de

galinha poedeiras no semiarido brasileiro (n = 152), no periodo de setembro de

2019 a fevereiro de 2020.

blactx-w/cmy Agentes N° de isolados positivos
blacTtx-m1 like E. coli

Klebsiella spp.
blacTtx-m2 like E.coli

Klebsiella spp.

Salmonella spp.

blacTx-ms like E. coli
Klebsiella spp.
blacmy-2 ike E. coli

Klebsiella spp.
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DISCUSSAO

Dentre as bactérias identificadas a espécie E. coli foi a mais frequente. Esse
agente esta presente com numeros elevados em diversos estudos, como o de
Ferreira (2018) que teve como objetivo avaliar a microbiota de 200 frangos
comerciais pertencentes as granjas avicolas do interior do Estado de S&o Paulo,
com o processamento dos swabs cloacais dessas aves foram identificadas 200
bactérias, destas 184 (91,6%) eram E. coli; assim como em estudo desenvolvido
por Campelo (2018) com objetivo de identificar E. coli e seu perfil de resisténcia
antimicrobiana de 181 cloacas de galinhas poedeiras, criadas em propriedades de
trés municipios do Rio de Janeiro, conseguiu isolar 171 (94,5%) E. coli.

Diferentes fatores influenciam a dispersao dessa bactéria no ambiente, uma
vez que ela pode sobreviver por longos periodos nas fezes excretadas, em poeira
e na agua, além dos nutrientes contidos no ambiente favorecerem a sua
manutencao, dessa forma a presenca de E.coli em animais e humanos tendem a
aumentar (SAVIOLLI, 2010). Esse microrganismo apresenta relevancia a saude,
por estar associada a infec¢des primarias e secundarias, bem como nos casos de
resisténcia antimicrobiana (MACHADO et al., 2013; WEBER et al., 2015).

Além da E. coli, Klebsiella spp. também foi uma das bactérias mais isoladas.
Sao encontradas no ambiente, rios, esgotos, solo, vegetacao, trato gastrointestinais
de humanos e animais, sendo envolvidas em infeccdes sistémicas e locais (MELO
et al., 2014; PEREIRA et al., 2015; SHANKAR et al., 2018). Os achados do estudo
€ semelhnte com o trabalho realizado por Vasconcelos (2017) cujo objetivo foi
investigar cepas de enterobactérias isoladas de 50 carcacas de frango in natura,
congelada e refrigerada adquiridas dos comércios das cidades de Jodo Pessoa,
Areia e Campina Grande, no Estado da Paraiba. Independente se as galinhas sao
produtoras de ovos ou carne é comum a presenca dos mesmos agentes; elas
apresentam um sistema de criagdo similar, em que o produtor busca o bem-estar
da criagdo, mantendo normalmente as aves em galpdes, com dietas balanceadas,
além de serem imunizadas e em alguns casos sdo acompanhadas por veterinarios
e zootecnistas (WEIS; MACHADO; CAMARGO, 2021).

Cepas de Klebsiella spp. sao identificadas em amostras cecais de frango de

corte, apresentam genes de resisténcia a antibidticos B-lactamicos e estédo
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correlacionadas a riscos zoondticos, pela transmissao desse patdgeno resistente
por via alimentar (HIROI; YAMAZAK, 2012). Mesmo com possiveis problemas
sanitarios na producgéo agropecuaria causados por essas bactérias, elas ndo fazem
parte do Sistema Nacional de Monitoramento da Resisténcia Antimicrobiana para
Bactérias Entéricas (NARMS), ndo havendo um sistema de vigilancia alimentar
para esse patdgeno (CDC, 2015).

Comumente sao isolados microrganismos oportunistas em infeccoes
humanas, como Proteus spp. que além de serem encontados em ambientes
hospitalares facilmente é encontrado no solo (KOENIG, 2012). Sua acao
deteriorante nos alimentos refrigerados provoca modificagbes nos aspectos
quimicos e sensoriais dos ovos, carnes, frangos e pescado (CARVALHO, 2010).
Em pesquisa desenvolvida no Distrito Federal que tinha como objetivo delinear o
perfil microbiolégico de 60 carcagas de frango, foram identificados E. coli (22%) e
Proteus spp. (13,6%), ressaltando a importancia que esses agentes representam
nas doencas alimentares e a necessidade de um controle microbiano nos
alimentos, buscando qualidade nos produtos (SILVA, 2013). Além de Proteus ser
identificado em carcacas de aves, ja foi isolado em ovos de feiras livres, aves
silvestres, frangos de cortes e besouros encontrados na cama aviaria, enfatizando
assim as diversas formas que esse patdgeno pode apresentar no ambiente e
acometer varias espécies, perpetuando sua existéncia em diferentes locais
(SEGABINAZI et al., 2005; FILHO et al., 2014).

Diversas bactérias da ordem Enterobacterales constituem o intestino das
galinhas, atuando na digestdo e absor¢cdo dos nutrientes, além de deteriorar os
alimentos a partir do seu crescimento e multiplicacdo, modificando as condi¢cbes
fisicas e quimicas dos produtos, causando infecgdes intestinais e extraintestinais
constituindo um risco a Saude Publica, como € o caso da Salmonella
(VASCONCELOS, 2018; BERSAN et al.,, 2019). Em estudo desenvolvido por
Reboucas et al. (2020) com ovos de galinhas poedeiras comercializadas em
mercados da cidade de Mossoré e Natal, com objetivo a identificacao de Salmonella
spp. na casca e no conteudo interno dos ovos, do total de 360 ovos avaliados 60
apresentaram crescimento desse agente (4,17%), correspondendo 2,5% na casca
e 1,67% na gema, e tal fato pode ser explicado pelo comprometimento na
integridade dos ovos e estocagem desse alimento. Ainda que o trabalho tenha sido
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desenvolvido com ovos ha uma semelhanga nos achados da presente pesquisa,
sugerindo que durante a postura realizada pelas galinhas ha uma contaminacao
ambiental e dos ovos, em resultado da falta de limpeza dos galpbes que contribui
para o constante contato dos ovos e das aves com suas fezes infectadas.

Diferentes hospedeiros abrigam Edwardsiella spp. sendo frequente seu
isolamento em peixes, mas também esta presente em aves, répteis e mamiferos
(XU; ZHANG, 2014). Os resultados do trabalho corroboram com a pesquisa
desenvolvida no Ceara, que teve como obijetivo isolar enterobactérias de fezes de
patos domésticos, das 65 amostras foi isolado 1,9% dessa enterobactéria, assim
como no estudo com amostras fecais de frangos que objetivava identificar
patdgenos de criacao industrial no Ceara, obteve 3,3% de Edwardsiella spp.
(OLIVEIRA et al., 2004; SILVA et al.,, 2014). Estudos mostram que esse
microrganismo tem importancia para aquicultura, no entanto é possivel seu
isolamento em animais e humanos, com desenvolvimento de doencas
gastroenterites, ja diagnosticado enterocolite, abscesso hepatico, peritonite,
osteomielite, meningite e sepse em neonatos (ARYA et al., 2011; GARCIA et al.,
2012). O abastecimento de agua para as galinhas poedeiras do presente estudo
vinha de acudes da propriedade, tendo nesse local peixes e aves migratorias que
em contato com os reservatorios poderiam contaminar a agua, sugerindo dessa
forma, o isolamento da Edwardsiella.

Foram isolados também Citrobacter spp., Providencia spp. e Shigella spp.
em menor propor¢do. Essas bactérias estdo distribuidas no ambiente e em
diferentes espécies, algumas delas tem baixa viruléncia e permanecem no
hospedeiro por longos periodos, logo esses agentes podem acumular material de
resisténcia e transformar-se em patégenos perigosos, a exemplo da Citrobacter
(GUIMARAES et al., 2015; CUNHA et al., 2017).

Entre os isolados bacterianos foi verificado resisténcia para 16 antibibticos,
dentre os 18 testados na avaliagéo de susceptibilidade in vitro. Estes antibiéticos
tém seu uso permitido na medicina veterindria na forma terapéutica, no entanto,
ndo se pode manusea-lo como promotor de crescimento ou conservantes de
alimentos para animais (BRASIL, 2017). Ainda assim, sdo utilizados com esse

propésito de modo incorreto, refletindo na selecao de microrganismos resistentes
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capazes de transferir seu material genético de resisténcia para as bactérias
presentes nos animais € no homem (MENDONCGCA et al., 2016).

Ferreira et al. (2016) conduziram um estudo com 200 swabs cloacais
colhidos de frango de corte comercializado no Estado de Sao Paulo, cujo objetivo
era avaliar a populagcédo de enterobactérias e a presenca de genes que codificam
B-lactamase, na realizagdo do teste de susceptibilidade antimicrobiana com os 16
isolados produtores de ESBL, foi possivel detecta uma elevada resisténcia frente a
tetraciclina e a gentamicina. Outra pesquisa (RAU, 2019) realizada com 309
amostras de carne de aves produzidas no Brasil, buscava identificar os sorovares
mais prevalentes e a suscetibilidade de Salmonella, mostrando-se que esses
isolados possuiam altos indices de resisténcias a tetraciclina, ciprofloxacino,
ampicilina, cefotaxima e ceftazidima. Os resultados observados nos estudos
citados acima sdo semelhantes aos encontrados neste, destacando a elevada taxa
de resisténcia para tetraciclina, que pode ser explicado pelo uso desenfreado desse
medicamento nas aves do estudo, tanto por parte dos produtores como pelos
médicos veterinarios que assistem as granjas da pesquisa.

Um surto de E. colifoi responsavel pela morte de inimeras aves de uma das
granjas avaliadas e o principal medicamento usado para sanar esse problema era
a base de tetraciclina, observando alta resisténcia desse patdgeno e a ineficiéncia
do farmaco. Também foi visto no teste de susceptibilidade que algumas bactérias
apresentaram resisténcia ao ertapenem, antibiético que compde a classe dos
carbapenémicos, medicamentos de ultima escolha e de grande importancia para
saude humana e animal (SPELLBERG et al, 2011; WHO, 2011). Considerando que
a resisténcia aos antimicrobianos como ceftiofur e cefalosporinas de 1° e 2°
geracao estao em ascensao, faz-se necessario o tratamento com antibiéticos mais
potentes, no caso as classes dos carbapenémicos, ampliando assim a resisténcia
frente aos antibiéticos mais importantes para a saude (JEAN et al., 2005).

Na literatura muitos estudos apontam bactérias com multipla resisténcia a
antimicrobianos, como foi visto na presente pesquisa e no trabalho desenvolvido
por Vasconcelos (2017) em carcacas de frango adquiridas do comércio das cidades
de Jodo Pessoa, Campina Grande e Areia, no Estado da Paraiba, que obtiveram
135 bactérias multirresistentes de um total de 151 amostras, além do trabalho de
Benevides (2019) que identificou 80 Salmonella em granjas de postura do estado



40

de Sao Paulo e destas 32 isolados apresentaram padrdes de multipla resisténcia.
InUmeros relatos de multirresisténcia aos antimicrobianos sdo encontrados na
medicina veterinaria, desde animais de companhia, galinhas poedeiras e de corte
até animais silvestres de vida livre, trazendo como consequéncia o aumento de
infeccbes graves em humanos, com tratamento dificil e elevada mortalidade
(ARIAS; CARRILHO, 2012). Portanto, a existéncia de bactéria com resisténcia a
varios antimicrobianos em aves, indica a necessidade de controlar o uso desses
medicamentos seja com propdsito terapéutico ou de crescimento, minimizando a
dispersao de cepas resistentes entre os animais e no homem (GALDINO et al.,
2013; BEZERRA, 2017).

Enterobacterales produtoras de CTX-M estdo difundidas na populacao
humana, em animais e nos produtos de origem animal, sendo as enzimas mais
encontradas em aves CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-9, CTX-M-15 e TEM-52,
semelhante com os genes identificados na pesquisa (CASELLA, 2015). Os
resultados do trabalho também s&o similares aos de Conan (2014) cujo objetivo era
detectar genes de resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos em 30
amostras de peito de frango cru refrigerado e congelado, provenientes de
supermercados, agougue e feiras do municipio de S&o Paulo, das amostras
avaliadas 17 apresentaram um ou mais genes de resisténcia identificando através
do sequenciamento os genes CTX-M-1, CTX-M-2 e CTX-M-8. Em amostras clinicas
humanas o grupo CTX-M-1 e CTX-M-2 sao predominantes, e encontrados em
diferentes areas do mundo ja relatado em infec¢gées causadas por Salmonella
enterica (ROBIN et al., 2017; SANGARE et al., 2017).

Casos de E. coli e Salmonella spp. contendo CTX-M-2 e CTX-M-8 foram
encontrados em carne de frango importado da América do Sul para Suécia e Reino
Unido, a presenga de ESBL em animais de produc¢do considerados saudaveis e
destinados ao consumo humano proporciona uma difusdo desses agentes
contendo genes que codificam resisténcia, questionando os riscos a saude, em
virtude de ser um problema emergente a populacdo, além de causar danos ao
agronegdcio, em vista da importancia do Brasil na exportagéo de frangos (DHANJI
et al., 2010; SILVA et al., 2010; EGERVARN et al., 2014; CASELLA et al., 2015).

Alguns estudos relatam a presenca de Klebsiella spp. produtora de ESBL em
carnes de frango com genes e plasmideos semelhantes aos isolados em humanos,
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mostrando que alimentos contaminados com Klebsiella spp. podem ser
veiculadores de CTX-M para o homem (SMET et al., 2010; EGERVARN et al.,
2014). CTX-M-1, CTX-M-10, SHV e CTX-M-15 foram os genétipos de ESBL mais
prevalentes em Klebsiella pneumoniae no estudo realizado com frangos de cortes
na China, em 2013 e 2014, e em Gana, no periodo de 2015 (GUO et al., 2016;
EIBACH et al.,, 2018), mostrando-se que o gene blactx-m-1 € predominante em
diferentes locais do mundo e que acometem tanto aves de corte como de postura.

No estudo realizado com ovos comercializados em feiras livres de alguns
municipios do interior do Rio Grande do Norte, que tinha como objetivo relatar a
ocorréncia de isolados produtores de CTX-M, teve resultado de duas Klebsiella spp.
produtoras de blactx-m2 € blactx-ms, revelando semelhanga aos achados da
pesquisa (SOUSA,2020). Tal fato pode ser explicado pela propagacao de modo
horizontal dos mecanismos de resisténcia entre as cepas bacterianas, alcan¢cando
desde produtos do género alimenticio até o setor hospitalar de alto risco, como visto
no estudo de Tolentino (2009) realizado no Hospital de Base de Séao José do Rio
Preto, que buscava identificar de pacientes internados Klebsiella pneumoniae
produtora de ESBL e investigar genes da familia blasnv, blatem e blactx-wm,
conseguindo detectar desse microrganismo os blarem-1, blasHv-1, blasnv-2 , blasHv-2a,
blasnv-s, blasHv-11, blasHv-12, blasHv-25, blasHv-31, blasHv-ss, blasHv-e2 e blasHv-1o0s, blactx-
M-15, blactx-m2 € blactx-ms9, 0s dados mostram que a producdo de ESBL é
responsavel principalmente pelo gene CTX-M, sendo descrito essa predominancia
mundial em diferentes estudos.

Os primeiros relatos de AmpC na América do Sul, iniciou na década de 1990
com Klebsiella pneumoniae portadora do FOX-1, apés dez anos o CMY-2 foi
detectado em Klebsiella pneumoniae e Citrobacter koserii, na Argentina, com isso
novos estudos foram realizados evidenciando a disseminagdo de CMY em
diferentes paises da América do Sul, sendo identificado em Shigella flexneri,
Proteus mirabilis e E. coli (GONZALEZ et al.,, 1994; RAPOPORT et al., 2008;
MARTINEZ et al., 2012; TREVINO et al., 2012; LEAL et al., 2013; BOTELHO et al.,
2015).

No Brasil, os isolados clinicos de CMY-2 eram pouco prevalentes, dessa
forma havia necessidade de fazer vigilancia para evitar a propagacao desses genes
para bactérias de ambiente hospitalar (ROCHA et al., 2016; MATTIELLO et al.,
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2015). Em mercados brasileiros que vendiam carne de frango ja foram identificados
E. coli portadora do bla cmy-2, como mostra o trabalho desenvolvido por Ferreira
(2018) com 200 swabs cloacais de frangos de cortes, pertencentes as granjas
localizadas no interior de Sao Paulo, que tinha como objetivo de estudo determinar
as Enterobacterales que faziam parte da microbiota intestinal de frangos saudaveis
e avaliar a presenca de gene bla crtx-me bla cmy-2em E. coli; e a pesquisa de Botelho
et al. (2015) que visava determinar a contaminacéao de frangos brasileiros com CTX-
M e CMY, obtendo amostras de carcacas de frango adquiridas de mercados
varejistas do Rio de Janeiro, concluiu-se entdo a presenca desse gene e sua
capacidade de se espalhar.

Em alguns casos, bactérias multirresistentes sao capazes de produzir
multiplas B-lactamases (MARSIK; NAMBIAR, 2011), com isso pode-se explicar o
fato da Klebsiella spp. isolada no estudo conter no seu genoma dois genes bla cTx-
M-8 Type € bla cmy-2, @ coexisténcia de duas ou mais B-lactamases ndo é mais tratada
como evento incomum. Nas Filipinas, em Luzon, no periodo de 2017 foram isolados
E. coliem cortes de frangos contendo dois ou mais grupos de bla ctx-m, €sses genes
em uma mesma cepa é um cendrio normal, tendo em vista a inUmeras regides
homologas que eles possuem (HE et al., 2013; GUNDRAN et al., 2019).

Entre a p-lactamase plasmidial AmpC, o CMY-2 é frequentemente
identificado em E.coli presente em animais saudaveis, alimentos, humanos e
animais de companhia, estando presentes em quase todos 0s continentes
(BOGAERTS et al., 2015; LALAK et al., 2016). Nesse contexto, fatores de riscos
relacionados com a venda interna e exportacdo de carne com microrganismos
resistentes a cefoxitina e outros antibiéticos, agregado ao contato intimo do homem
com 0s animais, proporciona a dispersao dessa cepa, como visto na Holanda, em
que isolados de Enterobacteriaceae contidas em frango e nos manipuladores
desses produtos compartiihavam as mesmas relagdes genéticas (DIERIKX et al.,
2013).

Nesse estudo, os isolados de bactérias associados a resisténcia
antimicrobiana e seus genes encontrado nas aves sadias € preocupante para a
saude e a economia, em vista que sdo produtor alimenticios frequentemente
comercializados. A transmissdo de bactérias e seus genes de resisténcia sao
especialmente veiculados através dos alimentos de origem animal para os
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consumidores, principalmente quando n&o ha higienizagéo correta dos alimentos
durante todo o processo, havendo contaminagdo durante o preparo, transporte,
mau cozimento, entre outras formas (CAPITA; ALONSO-CALLEJA, 2012). Em
virtude desse fator, o monitoramento desses animais quanto ao uso de antibiéticos
é imprescindivel, a fim de diminuir o impacto na Saude Publica e

consequentemente a resisténcia bacteriana.

CONCLUSAO

e Foi possivel detectar Enterobacterales da cloaca das galinhas poedeiras,
levando em consideragao a rica flora bacteriana presente no intestino das
aves;

e O perfil de susceptibilidade antimicrobiana mostrou elevados indices de
resisténcia das bactérias frente a diferentes classes de antibioticos,
mostrando uma preocupagdo quanto ao ertapenem, tendo em vista a
importancia desse farmaco no tratamento de infec¢des bacterianas graves;

e O isolamento de E. coli, Klebsiella spp. e Salmonella spp., produtoras de
blacTx-m-1 Like, blacTx-m-2 Like, blacTx-m-g Like € blacmy-2 em galinhas poedeiras do
semiarido brasileiro aponta para o impacto desses microrganismos em
saude publica e alerta para a necessidade de acdes integradas no sentido

de encorajar 0 uso correto de antibiéticos na producéo desses animais.
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Caracterizacao de Enterobacterales multirresistentes isolados de
galinhas caipiras (Gallus gallus domesticus) criadas em condicoes
semiaridas e seu impacto na Saude Unica

RESUMO

No semiarido a falta de recursos hidricos faz com que as familias que moram no
campo retirem sua renda e alimentacao através da produgédo de animais. Sendo
comum o uso de antimicrobianos em galinhas caipiras sem uma orientagao
profissional e de modo empirico, para diminuir a mortalidade e prevenir doencas.
Com isso a selecao de bactérias resistentes vem avangando e com elas a producéo
de ESBL e AmpC. Os objetivos desse trabalho foram isolar e identificar
microrganismos da cloaca de galinhas caipiras no semiarido brasileiro, e
caracterizar o perfil de resisténcia e identificar os genes de resisténcia
antimicrobiana dos isolados. As amostras foram coletadas através de swabs
cloacais de galinhas caipiras, em seguida inoculada em agar MacConkey. As
bactérias foram identificadas pelas provas bioquimicas e a susceptibilidade aos
antimicrobianos foi testada pelo disco-difusédo, para detecgdo dos genes blaessL €
blaampc uso-se PCR. Foram avaliadas 165 galinhas caipiras e obteve-se
crescimento de 198 Enterobacteriales, tendo 37 galinhas expressado crescimento
de duas ou mais coldnias bacterianas. Os principais microrganismos isolados foram
E. coli (68,2%), Klebsiella spp. (12,6%) e Edwardsiella spp. (10,1%). Apesentando
consideraveis indice de resisténcia para a tetraciclina (44,4%), ampicilina (28%),
amox.+ ac. Clavulanico (21%), cefepima (20,5%), ertapenem (16,5%), meropenem
(3,50%) e imipenem (3%); dos 200 isolados bacterianos 36 (18%) continham
multirresisténcia e 50 (25%) isolados apresentaram MCAR = 0,25. Os genes
detectados foram blacTx-m1-ike, blactx-mz-ike € blacmy-2 em trés diferentes E. coli.
Conclui-se que as galinhas caipiras sao reservatorios de genes resistentes,
implicando em sérios problemas a Saude Unica, uma vez que os alimentos sao
originados de um sistema simples de produgdo que nao deveriam utilizar
antibiéticos, mas que os produtores manuseiam de forma constantemente.

Palavras-chave: Galinhas Caipiras, Antimicrobianos, Multirresisténcia, ESBL,
AmpC, Enterobacteriales, Saude Unica.
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Characterization of multiresistant Enterobacterales isolated from free-
range chickens (Gallus gallus domesticus) reared in semiarid conditions and
their impact on One Health

ABSTRACT

In the semiarid region, the lack of water resources makes families who live in the
countryside withdraw their income and food through the production of animals. It is
common to use antimicrobials in free-range chickens without professional guidance
and empirically, to reduce mortality and prevent diseases. With this, the selection of
resistant bacteria has been advancing and with them the production of ESBL and
AmpC. The objectives of this work were to isolate and identify microorganisms from
the cloaca of free-range chickens in the Brazilian semiarid region, and to
characterize the resistance profile and identify the antimicrobial resistance genes of
the isolates. Samples were collected using free-range chicken cloacal swabs, then
inoculated into MacConkey agar. Bacteria were identified by biochemical tests and
antimicrobial susceptibility was tested by disk-diffusion, to detect the blaESBL and
blaAmpC genes using PCR. A total of 165 free-range chickens were evaluated and
200 Enterobacteriales grew, with 37 chickens expressing the growth of two or more
bacterial colonies. The main microorganisms isolated were E. coli (67.50%),
Klebsiella spp. (12.50%) and Edwardsiella spp. (10.00%). Showing considerable
resistance index to tetracycline (44.40%), ampicillin (28.00%), amox.+ &c.
Clavulanic (21.00%), cefepime (20.50%), ertapenem (16.50%), meropenem
(3.50%) and imipenem (3.0%); of the 200 bacterial isolates 36 (18%) contained
multidrug resistance and 50 (25%) isolates had MCAR = 0.25. The genes detected
were blactx-mi-ike, blactx-m2-ike and blacmy-2 in three different E. coli. It is concluded
that free-range chickens are reservoirs of resistant genes, implying serious One
Health problems, since the food originates from a simple production system that
should not use antibiotics, but that producers handle constantly.

Keywords: Free-range Chickens, Antimicrobials, Multiresistance, ESBL, AmpC,
Enterobacteriales, Unique Health.
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INTRODUCAO

No semiarido, a falta de recursos hidricos dificulta a producao agricola,
dessa forma a alternativa para gerar renda e alimentos as familias rurais
correspondem a producdo de animais. Assim, a criacdo de galinhas, suinos,
cabras, ovelhas e vacas se elevaram, estando seus produtos e subprodutos
direcionados para o consumo familiar e na comercializagao dos excedentes (MELO;
VOLTOLINI, 2020).

A criacao de galinhas caipiras se concentra em quintais, com exigéncia de
longos prazos para produzirem carne e ovos. Seus alimentos sdo apreciados no
mercado, uma vez que 0s consumidores consideram como saudavel, rico em
nutriente, com sabor incomparavel e criadas de modo natural (VIVAS et al., 2013;
MELO; VOLTOLINI, 2020). Algumas produ¢des ndao contém instalagdes e manejos
adequados para produg¢ao desses animais, ndo atendendo aos requisitos sanitarios
necessarios para controlar os patégenos no ambiente e possivelmente nas aves,
de maneira que esses animais podem atuar como reservatérios de diferentes
microrganismos (ALCANTARA, 2015).

O uso de antimicrobianos na produgdo de galinha caipira é comum no
semiarido, e geralmente sdo administrados sem orientacéo profissional, de modo
empirico e indiscriminado, cujo objetivo € promover crescimento, diminuir a
mortalidade e prevenir doencas (GISKE et al., 2011). Com isso, este procedimento
fortalece a selecao de bactérias, como exemplo, as Enterobacterales resistentes a
antibioticos e possivelmente sdo transmissiveis para humanos, através do contato
direto com esses animais ou a partir da cadeia alimentar, resultando em problemas
emergentes que afetam a saude humana e animal, além de acarretar prejuizos
econdmico, social e ambiental, de modo que tal situagdo deve ser encarada como
um problema de Satde Unica (NGUYEN-VIET et al., 2017; CARDOZO, 2019).

Dentre as bactérias que apresentam um crescimento continuo e de
importancia epidemiolégica para a medicina humana e veterinaria, destacam-se as
Enterobacterales (ALVIM; COUTO; GAZZINELLI, 2019). Essas bactérias produzem
enzimas B-lactamases capazes de degradar o anel B-lactamico dos antibiéticos [3-
lactdmicos, sendo as principais enzimas as cefamicinases (AmpC), B-lactamases
de espectro estendido (ESBL) e carbapenemases (ANDRADE; DARINI, 2017).
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Patégenos do trato gastrintestinal das aves produzem ESBL com maior frequéncia
ao longo dos anos, com aumento de 3% em 2003 para 15% em 2008, sendo as
aves 0s principais reservatorios de bactérias produtoras de ESBL (LEVERSTEIN-
VAN et al., 2011).

A ESBL compreende o principal mecanismo de resisténcia aos 3-lactamicos
em isolados de E. coli, capazes de inativar as penicilinas, monobactamicos e
cefalosporinas de 2°, 3° e 4° geracao, sendo encontrados nos cromossomos ou
plasmideos bacterianos enzimas da familia TEM, SHV e CTX-M, dentre familias
existentes (GUTKIND et al.,, 2013). Além das E. coli, klebsiella e Salmonella
também sao produtoras de ESBL, sendo capazes ainda de desenvolver enzimas
AmpC, que promovem resisténcia as cefalosporinas, penicilinas, cefamicinas,
monobactamicos, contendo as AmpC enzimas da familia CMY (CARATTOLI, 2013;
SAMPAIO; GALES, 2016). No Brasil, estudos apontam que animais de produgao
como frangos de corte, suinos e bufalos apresentam bactérias carreadoras de
Enterobacteriales produtoras de CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-15 e CMY-2 (AIZAWA
et al., 2014; DA SILVA et al., 2017).

Dessa maneira, o objetivo do presente trabalho foi investigar a presenca de
Enterobacterales produtores de ESBL e AmpC em bactérias isoladas de cloacas

de galinhas caipiras localizadas em propriedades rurais do semiarido brasileiro.

MATERIAL E METODOS

Local de estudo, amostragem e colheita de amostras bioldgicas

Foram utilizadas cinco propriedades rurais localizadas no Estado da Paraiba
e no Estado do Rio Grande do Norte, semiarido do Nordeste do Brasil. As galinhas
eram criadas soltas em quintais e mantinham contato com outros animais como
patos (Anas platyrhynchos domesticus) e galinha D"Angola (Numida meleagris). A
alimentacéo era a base de milho e restos de alimentos humanos, enquanto a agua
era originada dos acudes locais. Essas propriedades nédo apresentavam
tecnificacao para producao, que era destinada para suprir a familia e os excedentes
eram vendidos no mercado local. O numero minimo de animais a serem
amostrados foi determinado pela férmula para amostras simples aleatérias
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(Thrusfield; Christley, 2018), utilizando os seguintes parametros: (a) nivel de
confianca de 95%; (b) frequéncia esperada de animais positivos de 50%
(maximizacdo da amostra) e erro amostral de 10%. Conforme esses parametros
seriam requeridos 96 animais, no entanto, foram colhidas amostras de swab cloacal
de 165 galinhas caipiras no periodo de fevereiro a agosto de 2020.

Os swabs cloacais foram acondicionados em tubos de ensaio contendo meio
de transporte Stuart e transportadas sob refrigeracéo (2 a 8 °C) ao laboratério de
microbiologia do Hospitl Veterinrio da UFCG, onde foram imediatamente
processadas.

O estudo foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais/CEUA-
UFCG sob protocolo de n° 67/2020.

Isolamento e identificacao bacteriana

As amostras foram enriquecidas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) por 24
h na temperatura de 37°C e posteriormente semeadas em placas de Petri contendo
o meio agar MacConckey, com espessura de 3 a 4 mm. Apds 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 submetidas
ao exame bacterioscopico pelo método de coloracdao de Gram e identificadas pelas
provas bioquimicas de triplo acucar ferro (TSI), motilidade, malonato, producao de
indol, producdo de urease, producdo de gelatinase, produgcdo de fenilalanina
desaminase, utilizacdo de citrato, reagdo de vermelho de metila (VM) e Voges-
Proskauer (VP), fermentagéo da lactose, hidrélise de esculina, redugéo de nitrato,
catalase, oxidase e coagulase (MURRAY et al.,1999).

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos e teste fenotipico de B-

lactamases

As cepas isoladas foram submetidas ao teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos pelo método de disco-difusdo em agar Mueller-Hinton, de acordo
com a técnica de Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966), conforme recomendado pelo
Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST, 2019) e
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Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019). A cepa E. coli CIP 76.24
(ATCC 25922) da colecao de cepas do Instituto Pasteur, foi utilizada como controle
de qualidade neste ensaio por apresentar suscetibilidade conhecida a
determinados antimicrobianos.

As seguintes classes de antibidticos foram avaliadas: Aminoglicosideo-
amicacina (30 ug), gentamicina (10 ug); Fluoroquinolonas - enrofloxacina (5 pg),
norfloxacina (10 ug); Fenicol - cloranfenicol (30 ug); Tetraciclina - tetraciclina (30
Mg); cefalosporina de terceira geragédo- cefotaxima (30 pg), ceftriaxona (30 ug),
ceftazidima (30 pg), ceftiofur (30 pg); carbapenémicos - ertapenem (10 ug),
imipenem (10 pg), meropenem (10 pg); B-lactdmicos aminopenicilicos- ampicilina
(10  ug); aminopenicilina associado a inibidor de B-lactamase -
amoxicilina/clavulanato (10 pg); cefamicina- cefoxitina (30 pg); cefalosporina de
quarta geracao- cefepima (30 pg); Monobactamico - aztreonam (30 ug).

Para deteccéo de isolados multirresistentes aos antibiéticos foi calculado o
indice MAR (multipla resisténcia antimicrobiana), calculada pela razdo entre o
numero de antimicrobianos resistentes e o numero de antimicrobianos testados,
indicando multirresisténcia quando MAR= 0,2, enquanto que para avaliar a
resisténcia das classes antimicrobianas foi analisado o indice MCAR (multipla
resisténcia a classe antimicrobiana), calculado pela razdo entre o nimero de
classes consideradas resistentes (a0 menos uma droga por classe) e 0 numero
total de classes testadas (KRUMPERMAN, 1983). As bactérias que apresentaram
fendtipo resistente a pelo menos trés classes de antibidticos testados foram
consideradas multirresistentes (MCAR maior ou igual a 0,25) (NGOI; THONG,
2013).

Com as colbnias obtidas em agar MacConkey foi realizada suspensao
bacteriana em solucao de NaCl estéril a 0,9%, comparando a turbidez com a escala
0,5 de McFarland para semear as bactérias no meio agar Mller-Hinton e posicionar
os discos de antibidticos avaliados, com posterior incubagéo a 37 °C por 18-24
horas. Foi procedida a leitura dos halos com deformacdo ou aparecimento de uma
zona fantasma, formados pelos discos de aztreonam 30 pg, ceftazidima 30 ug,
cefotaxima 30 pg ou cefepime 30 ug em diregao a amoxicilina/acido clavulanico 10
Mg (inibidor B-lactamico), para identificagdo fenotipica de amostras produtoras de

B-lactamase (BrCAST, 2019). Para bactérias suspeitas de produzirem B-lactamase



58

do tipo AmpC, foi avaliado o tamanho do halo de inibicado da cefoxitina (30 ug)
(SINGH et al., 2013).

Identificacdao dos genes de resisténcia

Apoés isolamentos das Enterobacterales o DNA foi extraido pelo método de
fervura, que consistiu em suspender 2 a 5 colénias do microrganismo em 200 pL
de agua destilada estéril e submeter a 100 °C por 10 minutos. Essa suspensao foi
centrifugada a velocidade maxima por 1 minuto, e o sobrenadante foi utilizado para
os experimentos moleculares (CASELLA, 2015). Os produtos amplificados foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etilico
a 0,8%, em campo elétrico 6V/cm durante 120 minutos. Apo6s a eletroforese, os
resultados foram visualizados e fotografados sob luz ultravioleta.

A deteccao dos genes de ESBL ou AmpC foi efetuada pelo uso da técnica
de PCR e o ThermoFischer. Para a identificacdo dos genes blacmy-2 € blactx-m foi
usado uma reagao de multiplex-PCR e PCR convencional, seguindo a metodologia
descrita por Dallenne et al. (2010) e Mammeri et al. (2010).

Analise estatistica

Para comparacao das frequéncias das bactérias isoladas das cloacas de
galinhas foi utilizado o teste de qui-quadrado de aderéncia com nivel de
significancia de 5%. As andlises foram realizadas no ambiente R (R CORE TEAM,
2018) e interface RStudio.

RESULTADOS

Das 165 aves analisadas 100% apresentaram crescimento de
Enterobacterales, tendo 37 galinhas expressando crescimento de duas ou mais
colénias em uma amostra totalizando 198 isolados. Escherichia coli foi a bactéria
mais frequentemente encontrada (Tabela 1), ocorrendo em 135 amostras (68,2%),
seguido de Klebsiella spp. em 25 (12,6%) e Edwardsiella spp. em 20 (10,1%). As
demais bactérias identificadas apresentaram menor frequéncia (P < 0,001).
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Tabela 1- Frequéncia de isolados bacterianos (n = 198) de galinhas caipiras no

semiarido brasileiro, no periodo de fevereiro a agosto de 2020.

Numero de amostras

Agentes positivas Frequéncia (%)
Escherichia coli 135 68,2

Klebsiella spp. 25 12,6
Edwardsiella spp 20 10,1
Salmonella spp. 7 3,6
Citrobacter spp. 6 3
Enterobacter spp. 4 2

Proteus mirabilis 1 0,5

Total 198 100

No teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, as bactérias apresentaram

maiores indices de resisténcia a tetraciclina (44,4%), ampicilina (28%), amoxicilina+

ac. Clavulanico (21%), cefepima (20,5%), ertapenem (16,5%) e ceftriaxona (14,5%)

(Tabela 2).

Tabela 2- Perfil de sensibilidade dos antimicrobianos dos isoladas de galinha
caipiras no semiarido brasileiro (n = 198), periodo de julho de 2020 a setembro de

2é):lz.?-\-SSES ANTIMICROBIANOS SEN." (%) INT.2 RES.?
(%) (%)
Aminoglicosideo  Amicacina (30 pg) 85,5 10,5 4
Gentamicina (10 ug) 90 5 5
Aminopenicilinico Amoxicilina +Ac. 79 0 21
associado a Clavulanico (10 pg)
inibidor de -
lactamases
B-lactamico Ampicilina (10 ug) 72 0 28
aminopenicilinico
Cefalosporina de Cefotaxima (30 pg) 90,5 4.5 5
3°geracao
Ceftriaxona (30 pg) 75 10,5 14,5
Ceftazidima (30 pg) 73,5 15 11,5
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Ceftiofur (30 ug) 91 4.5 4.5
Cefamicina Cefoxitina (30 ug) 87,5 0 12,5
Cefalosporina de Cefepima (30 ug) 62 17,5 20,5
4° geracao
Carbapenémicos Ertapenem (10 pg) 83,5 0 16,5
Imipinem (10 pg) 95 2 3
Meropinem (10 ug) 93 3,5 3,5
Monobactamico Aztreonam (30 ug) 71 19 10
Fluorquinolona Norfloxacina (10 ug) 89 5 6
Enrofloxacina (5 pg) 83,5 13 3,5
Fenicol Clorafenicol (30 ug) 95,5 0 4.5
Tetraciclinas Tetraciclina (30 pg) 52,5 3 445

1Sen.= Sensivel;
2nt.= Intermediario;
3 Res.= Resistente.

Os indices de resisténcia a antimicrobianos (MAR) variaram de 0 a 0,94, com
média de 0,12. Foram obtidos 36 (18%) isolados com indice MAR = 0,2. Com
relacdo ao indice MCAR, os valores variaram de 0 a 1 e média de 0,16, e 50 (25%)
isolados apresentaram MCAR = 0,25. Na Tabela 3 s&o apresentados os numeros
de bactérias com indices MAR = 0,2 e MCAR = 0,25 com as respectivas médias

por agente isolado (Tabela 3).

Tabela 3- Bactérias com perfil de multirresisténcia determinado pelos indices MAR
e MCAR, em galinhas caipiras do semiarido brasileiro.

No de isolados No de isolados

Bactérias com MAR 2 0.2 Média (MAR) com MCAR 2 0.25 Média (MCAR)
E. coli 22 0,43 31 0,45
Klebsiella spp. 3 0,30 4 0,41
Edwadsiella spp. 6 0,48 8 0,47
Salmonella spp. 2 0,28 3 0,33

Citrobacter spp. 1 0,28 2 0,36
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Enterobacter spp. 1 0,22 1 0,36

Aeromonas hydrophyla 1 0,28 1 0,27

Dos isolados de E. coli e Klebsiella spp., 13 e 1 respectiamente, foram
positivas para a expressao fenotipica de ESBL, enquanto seis E. coli, uma
Klebsiella spp. e uma Salmonella spp. para AmpC. Os gene blactx-m-1 Like, blacTx-m-
2 Like € blacmy-2 foram isolados de trés E. coli (Tabela 4).

Tabela 4- Deteccado de genes blactx-m e blacmy, em PCR multiplex isoladas de
galinha caipiras (Gallus gallus domesticus) no semiarido brasileiro (n = 198), no
periodo de julho de 2020 a setembro de 2020.

blactx-m/cmy Agentes N° de isolados positivos

blacTtx-m1 like E. coli 1

blactx-m2 like E.coli 1

blacmy-2 like E. coli 1
DISCUSSAO

Oito géneros e espécies de diferentes Enterobacterales foram identificados,
destacando a E. coli, Klebsiella spp., Edwardsiella spp. € Salmonella spp.,
consistindo alguns desses agentes como parte principal da microbiota do trato
intestinal das aves e que desempenham um papel relevante para a saude, nos
casos de contaminacao ambiental e na transmissdo desses agentes responsaveis
por doengas (SHOAIB et al.,, 2016). Os resultados do presente trabalho séo
semelhantes aos do estudo de Ojo et al. (2012), que teve como objetivo averiguar
a suscetibilidade antimicrobiana de Enterobacterales presente em fezes de
galinhas caipiras criadas ao ar livre em fazendas de Abeocuta, na Nigéria, com
identificacdo de Escherichia coli, Klebsiella spp., Salmonella spp. e Enterobacter,

bem como o estudo de Shoaib et al. (2016), no Paquistdo , que isolaram E. coli,
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Salmonella spp, Klebsiella spp., Proteus spp. € Enterobacter spp. de figados de
frango de corte e de galinhas caipiras.

A criacao de galinhas caipiras do presente estudo compartilhava o espaco
com patos e galinhas d"angola, além de terem contato com animais silvestres,
como o teil, e aves migratorias que passavam pelas propriedades a procura de
alimentos, esse contato entre espécies pode favorecer a dispersado de bactérias
entre os animais e o ambiente, podendo contribuir no aumento das infec¢des
ocasionada pela Enterobacterales. Pesquisas apontam que frangos de cortes
compde uma maior quantidade de bactérias no intestino, diferente da microbiota
intestinal de galinhas caipiras, a explicagdo para esse achado consiste na
alimentacdo que os frangos apresentam, tendo em vista que é uma dieta
enriquecida de nutrientes e que auxiliam a proliferacdo dos microrganismos,
enquanto que as galinhas de quintal colhem os alimentos livre do ambiente,
podendo ingerir substancias com acgao anti-inflamatéria e antimicrobiano reduzindo
a quantidade de bactérias (SALAH-ELDIN et al., 2015; KAMBOQY et al., 2015).

Muitos casos de Enterobacterales sao relatados em doencas transmissiveis
por alimentos, com énfase para E. coli, Salmonella, Proteus e Klebsiella que
contribuem para os problemas ligados a Saude Publica e a economia dos paises
em desenvolvimento, em virtude das constantes perdas na produgéo (YULISTIANI
et al.,, 2019). Estima-se que anualmente cerca de 48 milhdes de pessoas sao
acometidas por infeccbes alimentares, correspondendo desse total 128.000
hospitalizados e 3.000 mortes (CDC, 2018).

Patégenos como a E. coli podem contaminar alimentos e causar doengas
intestinais, além de infeccbes extra intestinais, envolvendo o trato urinario e
infeccbes graves, como meningite, endocardite, septicemia, diarreia em adultos e
criangas (FARUQUE et al., 2019). Outro agente de perigo para a Saude Publica é
a Salmonella spp., facilmente ela é dispersa no ambiente, e o controle desse
patégeno consiste na identificacdo e eliminacdo dos fatores relacionados a sua
multiplicacdo (MENDONCA, 2016).

As aves sdo os principais reservatérios da Salmonella e estao envolvidas no
comprometimento da seguranga alimentar e humana, tendo em vista o
envolvimento dessa bactéria nos surtos de infeccoes alimentares. A epidemiologia
da Salmonella na produgéo de aves é complexa, uma vez que esse microranismo
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pode ser encontrada no ambiente aviario, em particulas de poeiras, cama e fezes,
outro ponto que contribui a sua dispersao € a falha higiénica no processamento ou
armazenamento do alimento, comprometendo a qualidade microbioldgica da carne
e dos seus subprodutos (SURESH et al., 2011; BONI; CARRIJO; FASCINA, 2011;
HOWARD et al., 2012).

O conhecimento da resisténcia frente as bactérias que integram o intestino
das galinhas se faz necessario, tendo em vista a possibilidade desses
microrganismos serem reservatorios de genes de resisténcia, como apontam
pesquisas que isolaram Enterobacterales resistentes a varios antimicrobianos de
importancia clinica, a exemplo do estudo com galinhas de fundo de quintal no Nepal
que teve como objetivo investigar a presenca de Enterobacterales produtora de
ESBL e cabapenemase da cloaca de aves saudaveis, dentre as bactérias isoladas
foi realizado o teste de suscetibilidade antimicrobiana, avaliando elevada
resisténcia a amoxicilina, cefoxitina e gentamicina (KOGA et al., 2015).

Outra pesquisa realizada no Parana buscou avaliar o perfil de suscetibilidade
antimicrobiana e os genes de ESBL/AmpC de Escherichia coli isolados de 15
carcagas de aves caipiras, obtendo altos niveis de resisténcia a tetraciclina,
sulfametoxazol+trimetoprima, ampicilina, cloranfenicol, gentamicina e cefazolina, e
no estudo com frangos de aldeias localizadas na Maldsia cujo objetivo era
descrever a resisténcia antimicrobiana de isolados de Salmonella, tendo como
resultado niveis considerados de resisténcia a tetraciclina, ampicilina, clindamicina
e ciprofloxacina (JAJERE et al., 2020; SUBRAMANYA et al., 2020). Esses achados
sdo semelhantes com o da presente pesquisa que obtiveram altos indices de
resisténcia a tetraciclina, ampicilina, amoxicilina com acido clavulanico e cefepima.
A alta frequéncia de resisténcia a esses antibiéticos pode ser explicada pelo custo
relativamente baixo e pelo facil acesso, como pode-se observar nos medicamentos
a base de tetraciclina, sendo um dos farmacos de elei¢cao utilizados pelas familias
rurais para prevenir ou tratar doengas em galinhas caipiras.

Quando os antibidticos sao administrados de modo incorreto nas aves, com
dose e tempo inapropriado, algumas bactérias tornam-se resistentes e capazes de
transferir o material genético modificado para outras bactérias e para o homem,
outros fatores relacionados na difusao da resisténcia é a alimentacéo e o modo de
administrar os medicamentos, vez que os proprietarios utilizam agua como meio de
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fornecer o farmaco, dessa forma ha o acesso dos antibioticos tanto pelas galinhas
doentes e sadias, como pelos animais que compartiiham o mesmo espaco,
contribuindo para o aumento dos casos de bactérias multirresistentes (FIELDING
et al., 2012; MELO; VOLTOLINI, 2020).

O isolamento das bactérias presentes nas galinhas caipiras do estudo com
elevados niveis de resisténcia a classe dos cabapenémicos € preocupante, por se
tratar de um alimento de subsisténcia, além desses medicamentos serem utilizados
como um dos ultimos recursos para o tratamento de infec¢des graves. Como os
criadores nao relataram uso desses antibidticos na producdo, a presenga dos
genes de resisténcia frente ao ertapenem, meropenem e imipenem pode ser
justificado pelo contato dessas galinhas com o produtor que faca uso desses
antimicrobianos resisténcias cruzadas, consequentemente leando a resisténcia a
outro antimicobiano, e/ou pelo fato das aves terem acesso aos dejetos
contaminados por bactérias resistentes.

A presencga de microrganismos isolados em galinhas de fundo de quintal com
multipla resisténcia antimicrobiana € um indicador que suas cepas sofrem
processos seletivos e mutacao genética, tonando-se uma ameaca aos patégenos
de origem animal e humano, como visto em E. coliisoladas de aves com resisténcia
a mais de um antimicrobiano (MELLATA, 2013). Esse fendmeno prejudica a
resposta clinica pela dificuldade de antimicrobianos eficazes, tendendo a
comprometer a economia pelos custos na producao de novos medicamentos, além
dos gastos hospitalares em virtude dos periodos prolongados de internacao
(CLARDY et al., 2009; HUGHES, 2014).

Na década de 60 foi registrada a primeira Salmonella com multirresisténcia,
apos esse achado no Reino Unido diversos casos envolvendo animais de producao
e humanos com infecgdes promovidas por Salmonella com resisténcia a ampicilina,
estreptomicina, sulfonamidas, tetraciclina e furazolidona foi exposto (CARDOZO,
2019). Algumas pesquisas mostram que swabs cloacais, carcagas de frangos e
seus subprodutos carregam genes multirresistentes, como visto na presente
pesquisa e em trabalhos com galinhas do centro-sul da Peninsula da Malasia, no
Egito e na China (ABDEL-MAKSOUD et al., 2015; ZHANG et al., 2018; JAJERE et
al., 2020).
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A multirresisténcia as classes de antimicrobianos avaliados nas galinhas
caipiras no presente estudo se contrap6s a um estudo desenvolvido com frangos
de subsisténcia em propriedades localizadas no Parana, cujo objetivo era
determinar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana de E. coli isolados de frangos
de corte de criagao intensiva e frangos de subsisténcia, verificando que as aves de
subsisténcia ndo apresentaram resisténcia a trés ou mais classes dos antibiéticos
testados, enquanto que as criagdes intensivas desenvolveram (KORB et al., 2015).
Nota-se que nas producdes caipiras desse estudo ha uma similaridade da
resisténcia com as criagdes industriais de frango, que utilizam em demasia
antibiéticos na sua producéo, observando assim a evolugéo rotineira dos pequenos
produtores com a manipulacdo desses medicamentos nas diferentes formas de
criagao.

A descoberta desses agentes contendo multipla resisténcia aos antibidticos
€ preocupante, mostrando o frequente uso desses medicamentos pelos produtores,
juntamente com a pratica agricola ao ar livre que permite o contato e a
contaminacdo desses animais a agua e solo nao tratado pelo homem, e que
abrigam patdgenos resistentes a antibiéticos (LEE et al., 2018; TYRRELL et al.,
2019). E possivel considerar também, que o fornecimento dos restos de comida do
homem para as galinhas seja um veiculador de bactérias com genes de resisténcia
para esses animais, sendo essa resisténcia aos antibiéticos retornada ao homem
quando estes utilizam as aves na alimentacao, mantendo-se um circulo de infecgéao
(JAJERE et al., 2020).

Enterobacterales como a E. coli sdo capazes de abrigar enzimas de [3-
lactamases de espectro estendido (ESBL) e B-lactamases plasmidicas de classe C
encontrados nos animais e humanos, representando um importante reservatério de
resisténcia (SILVA; LINCOPAN, 2012). Alguns surtos de infeccbes nosocomiais
acometidos por K. pneumoniae, E. coli e Proteus mirabilis estao relacionados no
aumento dos grupos de CTX-M que predominam na América do Sul, Espanha e
Leste Europeu (CORTES et al., 2010; HIROI et al., 2011; DE JONG et al., 2014).

ESBL do tipo CTX-M esta dispersa em hospitais e clinicas humanas, como
também em comunidades, animais de companhia e de producéao, avaliando que as
bactérias e 0os genes sao capazes de propagar-se no mundo e se potencializar
(CARATTOLI, 2008; SEIFFERT et al., 2013). A presenca de cepas de Escherichia
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coli contendo CTX-M-1 e CTX-M-2 foi observado no estudo desenvolvido por
Cunha (2017), cujo objetivo era detectar cepas de E. coli multirresistentes e genes
de resisténcia em carcacas de frangos produzidas em assentamentos rurais no
norte do Parana concordando com a presente pesquisa, mas diferencia dos achado
do trabalho feito por Borzi et al. (2018), com 56 swabs cloacais de galinhas d"angola
pertencentes a pequenas propriedades do interior de Sao Paulo, que tinha como
objetivo detectar e caracterizar E.coli resistentes a drogas com genes de viruléncia,
e obteve resultados de blarem e blasnv. Outra pesquisa desenvolvida com frangos
caipiras, frango de corte e comercializado em mercados locais da Colémbia, com
objetivo de caracterizar os genes, plasmideos e cepas de E. coliprodutora de ESBL
e AmpC, conseguiu identificar blactx-m-2, blactx-m-8, blactx-m-1s, bla suv-5, blasHv-12 €
bla cmy-2 (CASTELLANOS et al., 2017), com similaridade para alguns achados da
pesquisa.

Observa-se notoriamente que os grupos CTX-M, CMY e SHV sao isolados
em cloacas de galinhas criadas de forma alternativa, frangos de corte e amostras
hospitalares no Brasil e no mundo, considerando o CMY e SHV prevalente nas
cepas através da transmissdo horizontal dos plasmideos (KOGA et al., 2015;
FERREIRA et al., 2016; ROBIN et al., 2016; CASTELLANOS et al., 2017).

Os achados de CMY-2 em humanos originados de alimentos avicolas eram
raramente identificados, logo apresentavam baixa transmissibilidade. No entanto,
com a evolucdo das pesquisas modificaram-se esse conhecimento, assim sendo
visto que na Unido Europeia E. coli excedeu a presenga de ESBL das carnes
avicolas, suinas e bovinas, mostrando a distribuicdo do CMY-2 em humanos,
animais de producao e seus alimentos (VALENZA et al., 2014; EFSA; ECDC, 2017).

Nesse estudo, os isolados de bactérias associados a resisténcia
antimicrobiana e seus genes encontrados nas galinhas caipiras € preocupante para
a saude, em vista que sdo produtos destinados a alimentacdo e que deveriam
conter menores casos de microrganismos resistentes, considerando que a
producdo é familiar e relativamente pequena, ndo necessitando do uso de
antibiéticos com maior frequéncia em comparacao as grandes industriais avicolas.
Esses fatores mostram a necessidade de avaliar esse tipo de criagcdo quanto as
bactérias e ao uso dos antibiéticos, a fim de diminuir o impacto na Saude Publica
e, consequentemente, a resisténcia bacteriana.
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Tendo em vista o risco que a Saude Publica enfrenta com a falta de cuidados
na seguranga alimentar e a interagdo do homem com a interface animal-ambiente,
estando os agricultores, médicos veterinarios, manipuladores de alimentos e
consumidores expostos ao risco de infeccdo de bactérias resistentes através da
cadeia alimentar, a iniciativa Satde Unica (One Health) busca implementar
medidas visando o combate das infeccées de bactérias com tratamento ineficaz,
controle da resisténcia antimicrobiana, seguranca dos alimentos e preservagao dos
antibiéticos para as futuras geracgoes, instigando os paises em desenvolvimento e
agricultores a seguir as orientacdes da Organizagdo Mundial da Saude,
Organizacao Mundial para Saude Animal e Organizacdo para Alimentacdo e
Agricultura das Nacbes Unidas, construindo assim uma relacdo equilibrada e
preservando a saude entre a comunicagcdo humana, animal e ambiental (WHO,
2015).

CONCLUSAO

o Foi possivel detectar Enterobacterales como E. coli, Klebsiella spp. e
Edwardsiella spp. em galinhas caipiras no semiarido brasileiro;

e Essas bactérias apresentaram variados perfis de resisténcia antimicrobiana,
com susceptibilidade ao ertapenem, meropenem e imipinem, preocupando
esses achados, uma vez que esses antibioticos sdo utilizados como de
Ultima escolha em tratamentos, além de terem sido encontrados em animais
de subsisténcia;

e Conseguiu-se caracterizar genotipicamente a producdo de ESBL e AmpC,
isolando E.coli produtoras de blactx-m1 iike, blactx-m2 like € blacmy-2 ike;

e Essas bactérias apresentaram variados perfis de resisténcia, e para reduzir
a frequéncia desses agentes e seus impactos a Saude Publica sugere-se
medidas ligadas a sensibilizacdo dos produtores frente a importancia dos
antibiéticos, desmistificando a cultura e crescas da utilizagcdo desses

medicamentos de forma empirica.
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CONCLUSAO GERAL

e Ainda que o sistema de criacdo das galinhas poedeiras e caipiras sejam
diferentes, foi possivel observar alguns resultados semelhantes. Tal fato
pode ser justificado pelas mutacdes bacterianas com a troca de material
genético entre elas, somado ainda ao contato dos produtores com
antibiéticos e sua utilizacao indiscriminada;

e Foram isoladas Enterobacterales de galinhas poedeiras e galinhas caipiras
no semiarido brasileiro, sendo observado um numero elevado dessas
bactérias nas amostras de galinhas caipiras;

¢ Quando realizado o teste de susceptibilidade, ambos estudos apresentaram
resisténcia as cefalosporinas, carbapenémicos, tetraciclina, quinolonas, e
em menor propor¢ao as outras classes antimicrobianas estudada;

e (Casos de multirresisténcia a antimicrobianos foram avaliados nos dois
estudos, mostrando-se diferengca entre os indices MCAR das galinhas
caipiras frente as galinhas poedeiras, obsevando a primeira um baixo indice
de resisténcia as classes de antibibticos;

e As variantes CTX-M foram as mais prevalentes, principalmente nos isolados
de galinhas poedeiras que apresentaram maiores numeros de bactérias com
esses genes;

e Conseguiu-se identificar também amostras contendo CMY, tornando esses
achados uma questéo relevante e de risco para Saude Publica, visto que
esses achados se originam de alimentos destinados ao homem, causando

riscos a saude, a economia e ao agronegaocio.



