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RESUMO

Com o objetivo de avaliar o perfil de resisténcia a antimicrobianos e pesquisa de [-
lactamase de espectro ampliado (ESBL) em bactérias Gram-negativas isoladas de
animais domésticos, essa dissertacdo € composta por dois capitulos. O primeiro capitulo
¢ um estudo da resisténcia antimicrobiana em bactérias Gram-negativas. O segundo
trata-se de uma pesquisa para deteccao de ESBL nas espécies bacterianas, Escherichia
coli e Klebsiella pneumoniae. As bactérias tanto do primeiro como do segundo capitulo
foram isoladas de infec¢des em animais domésticos de diferentes amostras bioldgicas
(fragmentos de 6rgdos, urina, liquido uterino, fezes, swab auricular, swab nasal, swab
ocular, swab de abcesso, swab de plurido anal, swab vaginal, leite, lavado traqueal,
liquido intestinal, efusdo pleural e conteido pulmonar). No primeiro artigo 190
bactérias Gram-negativas foram isoladas e analisadas, sendo 117 amostras de animais
de companhia (cao e gato) e 73 de animais de producdo (bovino, equino, caprino, ovino
e suino) durante o periodo de margo de 2013 a agosto de 2014. Apds o isolamento estas
amostras foram avaliadas através do teste de susceptibilidade in vitro, pela técnica de
disco difusdo em Agar Miiller-Hinton (MH), frente a 19 classes de antibidticos:
gentamicina (10 pg), amicacina (30 pg), cloranfenicol (30 pg), neomicina (10 pg),
norfloxacina (10 pg), kanamicina (30 pg), tetraciclina (30 pg), amoxicilina/acido
clavulanico (10 pg), aztreonam (30 pg), ceftiofor (30 pg), cefotaxima (30 pg), cefepime
(30 pg), cefalotina (30 pg), cefalexina (30 ng), cefoxitina (30 pg), ceftazidima (30 pg),
para verificacdo da resisténcia antimicrobiana. Nos resultados obtidos varias bactérias
apresentaram multiplas resisténcias, principalmente para o antibidtico tetraciclina e para
o grupo das cefalosporinas. Na segunda pesquisa foram avaliadas 100 enterobactérias
(60 E. coli e 40 K. pneumoniae), onde foram utilizados dois testes fenotipicos,
aproximacdo em discos, com a utilizagdo dos discos dos seguintes antibioticos:
amoxicilina/dcido clavulanico (10 pg), aztreonam (30 pg), ceftazidima (30 pg),
cefotaxima (30 pg) e cefepime (30 pg) e a fita de gradiente antimicrobiano Etest de
concentragdes crescentes de ceftazidima (0,5g/ml a 32g/ml) em uma das extremidade e
concentracdes crescentes de ceftazidima (0,064g/ml a 4g/ml) associadas a uma
concentracdo fixa de acido clavulanico (4g/ml) na outra extremidade. Foi observado
que as estipes que foram produtoras de ESBL apresentaram resisténcia para mais de 4
B-lactdmicos testados simultaneamente, principalmente para as cefalosporinas e

aztreonam. Todos os testes foram realizados no Laboratério de Microbiologia da Pds-



graduacdo em Medicina Veterinaria do Hospital Veterinario (HV), do Centro de Saude
e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). Nas
trés metodologias utilizadas neste estudo, os indculos bacterianos foram preparados
individualmente em caldo MH e a turbidez ajustada a 0,5 da escala de McFarland. No
primeiro estudo, conclui-se que existe uma ampla variedade de bacterianas Gram-
negativas envolvidas nas diversas infec¢Oes de animais domésticos, onde estas bactérias
apresentaram uma ampla multipla resisténcia para diferentes classes antimicrobianas.
Na segunda pesquisa houve uma detec¢do bastante significativa de enterobactérias
produtoras de ESBL nessas infec¢des de animais domésticos, sendo visto também que

os dois testes utilizados se mostraram eficientes.

Palavras-chave: Enterobacteriaceae, multipla resisténcia, Escherichia coli e Klebsiella

pneumoniae.

ABSTRACT

In order to evaluate the antimicrobial resistance profile and P-lactamase research
extended spectrum (ESBL) in Gram-negative bacteria isolated from domestic animals,
this thesis consists of two chapters. The first chapter is a study of antimicrobial
resistance in Gram-negative bacteria. The second it is a search for the detection of
ESBL in bacterial species, Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae. Bacteria both
the first and the second section were isolated infections in domestic animals of different
biological samples (fragments organs, urine, uterine fluid, feces, ear swabs, nasal swabs,
ocular swab, swab abscess, anal swab plurido, vaginal swab, milk, tracheal aspirates,
intestinal fluid, pleural effusion and pulmonary content). In the first article 190 Gram -
negative bacteria were isolated and analyzed, and 117 samples of pet (dog and cat) and
73 of farm animals (bovine, equine, goats, sheep and pigs) during the period from
March 2013 to August 2014. After isolation these samples were evaluated by in vitro
susceptibility testing by disk agar diffusion technique Muller-Hinton (MH) compared to
19 classes of antibiotics: gentamicin (10 pg), amikacin (30 pg), chloramphenicol (30
pg), neomycin (10 pg), norfloxacin (10 pg), kanamycin (30 pg), tetracycline (30 pg),
amoxycillin/clavulanic acid (10 pg), aztreonam (30 ng) , ceftiofor (30 pg) , cefotaxime
(30 pg), cefepime (30 pg), cephalothin (30 pg), cephalexin (30 pg), cefoxitin (30 pg),
ceftazidime (30 pg) for verification of antimicrobial resistance. The results obtained
various bacteria presented multiple resistance, especially to the antibiotic tetracycline
and the group of cephalosporins. In the second study were evaluated 100 enterobacteria
(E. coli 60 and 40 K. pneumoniae), where we used two phenotypic tests, disks
approximation, using the discs of the following antibiotics: amoxicillin/clavulanic acid
(10 pg), aztreonam (30 pg), ceftazidime (30 pg), cefotaxime (30 pg) and cefepime (30
ng) and Etest antimicrobial tape gradient of increasing concentrations of ceftazidime
(0.5 g/ ml to 32g / ml) in one end and concentrations increasing ceftazidime (0,064g
/ml to 4 g/mL) associated with a fixed concentration of clavulanic acid (4g/ ml) at the



other end. It was observed that the stems that were ESBL producers were resistant to
more than 4 B-lactams tested simultaneously, particularly for cephalosporins and
aztreonam. All tests were performed at the Graduate Microbiology Laboratory of
Veterinary Medicine Veterinary Hospital (HV), the Center for Health and Rural
Technology (CSTR) at the Federal University of Campina Grande (UFCG). In the three
methods used in this study, bacterial inocula were prepared individually in MH broth
and turbidity adjusted to 0.5 on the McFarland scale. In the first study it is concluded
that there is a wide variety of gram-negative bacteria involved in many infections of
domestic animals where these bacteria showed a wide resistance to multiple
antimicrobial different classes. In the second study, there was a very significant
detection of ESBL-producing Enterobacteriaceae such domestic animal infections, and
is also seen that the two tests have proved efficient .

Keywords: Enterobacteriaceae, multidrug-resistant, Escherichia coli and Klebsiella

pneumoniae.
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INTRODUCAO GERAL

As taxas de resisténcia as drogas antimicrobianas em animais domésticos tém se
elevado ao longo dos anos, tornando-se um problema efetivo na satde publica
(Werckethin et al., 2001). O monitoramento da resisténcia bacteriana e a pesquisa de
bactérias Gram-negativas produtoras de ESBL de interesse clinico contribuem para
delinear a amplitude do problema e para definir opcdes de tratamento e medidas
adequadas para barrar este fendmeno (Luzzaro, 2006). Tendo em vista o aumento de
micro-organismos multirresistentes, a utilizacdo dos testes de sensibilidade aos
antimicrobianos sdo instrumentos muito Uteis para avaliar esses patégenos. Diante deste
fato o capitulo I deste estudo teve como objetivo avaliar o perfil de resisténcia
antimicrobiana in vitro de isolados bacterianos provenientes de animais domésticos
atendidos nas Clinicas Médicas do Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG).

Existe uma grande variedade de mecanismos de resisténcia aos antibidticos,
principalmente aos P-lactamicos, um dos mais importantes ¢ a producdo de PB-
lactamases, que sdo enzimas capazes de hidrolisar o anel B-lactimico de penicilinas,
cefalosporinas e outros antimicrobianos relacionados, os tornando inativos. Dentre estes
mecanismos destacamos a producao de B-lactamases de espectro ampliado (Extended-
Spectrum Betalactamase = ESBL) existente principalmente em algumas espécies de
bactérias Gram-negativas (Freitas et al., 2003). A deteccdo destas enzimas ja foi
observada em diversas familias, principalmente na Enterobacteriaceae, onde as
principais produtoras de ESBL sao a Escherichia coli e a Klebsiella pneumoniae.

As ESBLs representam o maior grupo de p-lactamases estudado no mundo e t€ém
sido motivo de extensivas investigacdes microbioldgicas, bioquimicas, genéticas e
epidemioldgicas em vdrios trabalhos nos dltimos anos (Bush et al., 2012; Lima et al.,
2011; Souza & Pitondo-Silva, 2008). Essa enzima tem uma varidvel expressao
fenotipica, pois enquanto uma pode ter maior capacidade para hidrolisar drogas como a
ceftazidima ou aztreonam, outra pode ter maior capacidade para hidrolisar a ceftriaxona
ou a cefotaxima. Por este motivo a deteccao laboratorial de cepas produtoras de ESBL
se torna muito desafiadora, pois sdo necessdrios multiplos substratos de deteccao
especificos (Reis et al., 1998). Diante do exposto, o capitulo II desta dissertagdo teve como
objetivo verificar a presenga de cepas produtoras de ESBL nas espécies bacterianas

Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, isoladas de amostras clinicas de animais
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domésticos atendidos em um Hospital Veterindrio de ensino, bem como verificar

também a eficiéncia dos dois testes fenotipicos utilizados para a detec¢do de ESBL.
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CAPITULO I

Perfil de resisténcia antimicrobiana em bactérias gram-negativas isoladas de
animais domésticos, em Hospital Veterinario de Ensino

Manuscrito  submetido a Revista Arquivo
Brasileiro de Medicina  Veterindria e
Zootecnia/UFMG (Brazilian Journal of Veterinary
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Perfil de resisténcia antimicrobiana em bactérias Gram-negativas isoladas de
animais domésticos, em Hospital Veterinario de Ensino

[Antimicrobial resistance profile of Gram-negative bacteria isolated from domestic
animals]|

M.M.S. Macédo,'* L. C.A. Silva'; R.M. Oliveira', R.A. T. Matos', D. A.N. Pessoa', L.
S.A. Silvaz, F. Garino Junior'

"Universidade Federal de Campina Grande — Patos, PB
? Universidade Federal de Campina Grande — Campina Grande, PB

RESUMO

Objetivou-se com este estudo avaliar a resisténcia antimicrobiana in vitro de 190
isolados clinicos de bactérias Gram-negativas provenientes de diferentes amostras
biolodgicas (fragmentos de 6rgdos, urina, liquido uterino, fezes, swab auricular, swab
nasal swab ocular, swab de abcesso swab de plurido anal, swab vaginal, leite, lavado
traqueal, liquido intestinal, efusdo pleural e conteido pulmonar) de animais atendidos
nas clinicas medicas do Hospital veterinario da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCGQG). Dos 190 isolados, 43,6% foram Escherichia coli, 24,7% Klebsiella
pneumoniae, 16,3% Pseudomonas aeruginosa, 4,7% Klebsiella oxitoca, 3,7% Serratia
liquefaciens, 2,7% Moraxella canis, 2,1% Salmonella entérica, 2,1% Proteus mirabilis.
Para o estudo do perfil de resisténcia frente a 19 classes de antibidticos: amicacina (30
ug), gentamicina (10 pg), kanamicina (30 pg), neomicina (10 pg), amoxicilina/dcido
clavulanico (10 pg), ampicilina (30 pg), ceftiofor (30 pg), cefotaxima (30 pg), cefepime
(30 pg), cefalotina (30 pg), cefalexina (30 pg), cefoxitina (30 pg), ceftazidima (30 pg),
imipenem (30 pg), enrofloxacina (30 pg), norfloxacina (10 pg), tetraciclina (30 pg),
polimixina B 300 U e cloranfenicol (30 pg), empregou-se o teste de susceptibilidade in
vitro através da técnica de difusdo em discos. Onde 88,55% dos isolados, apresentaram
multipla resisténcia para mais de uma classe de antimicrobianos. Os maiores indices de
resisténcias apresentados foram para tetraciclina (74,8%) e para maioria das

cefalosporinas: cefalotina (57,9%), cefotaxima (54,8%), cefalexina (54,2%), cefoxitina

1« . .
E-mail:meiremacedo @yahoo.com.br
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(51,5%) e ceftazidima (43,7%). Portanto, este trabalho conclui que existe uma ampla
variedade de isolados bacterianos Gram-negativos multirresistentes envolvidas em
infec¢des de animais de companhia e de producao. Um fator real de muita importancia,
uma vez que a multipla resisténcia aos antimicrobianos pode dificultar a escolha do
medicamento na terapia desses micro-organismos, além de poder ser potencialmente

transmitidas ao homem, através de alimentos e do seu contato direto com animais.

Palavras-chave: Antimicrobianos, multipla resisténcia, eficécia, isolados bacterianos.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate antimicrobial resistance in vitro of 190
clinical isolates of Gram-negative bacteria from different biological samples (organ
fragments, urine, uterine fluid, feces, ear swab, nasal swab swab eye, swab abscess
swab plurido anal, vaginal swab, milk, washed tracheal, intestinal fluid, pleural
effusion, pulmonary content) of animals treated at medical clinics veterinary Hospital of
the Federal University of Campina Grande (UFCG). Dos 190 isolated, 43,6%
Escherichia coli, 24,7% Klebsiella pneumoniae, 16,3% Pseudomonas aeruginosa, 4,7%
Klebsiella oxitoca, 3,7% Serratia liquefaciens, 2,7% Moraxella canis, 2,1% Salmonella
entérica, 2,1% Proteus mirabilis. To study the sensitivity profile assessed at 19
antimicrobials, we used the technique of in vitro diffusion disks. 88.55% of the strains
showed multiple resistance to two or more antibiotics. The highest rates of resistance
has been shown to tetracycline (74,8%) and most cephalosporins: cephalothin (57,9%),
cefotaxime (54,8%), cephalexin (54,2%), cefoxitin (51,5 %). Amikacin (58,4%) and
gentamicin (48,9%) were the antimicrobials that played better sensitivity and imipenem
had the highest intermediate sensitivity index (26,3%). This study therefore concludes
that there is a wide variety of bacterial strains multiresistant Gram-negative involved in
companion animals and production conditions. A real factor of great importance, since
the multiple antimicrobial resistance may hinder the choice of medication in the therapy
of these micro-organisms, and can potentially be transmitted to humans through food
and its direct contact with animals. Emphasizing the importance of bacterial
identification and antibiotic susceptibility of achievement to be able to make appropriate

treatment in major diseases of domestic animals.

Keywords: Antimicrobial, multiple resistance, effectiveness, bacterial strains.

22



INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana é uma preocupa¢do mundial tanto na medicina veterinaria
como na medicina humana, sendo este um problema complexo que envolve vdrias
espécies bacterianas e seus diferentes mecanismos de resisténcia, que pode muitas vezes
ser transferida de uma bactéria a outra (Guardabassi et al., 2004; Mendes et al., 2005).
Na mesma rapidez com que os novos agentes antimicrobianos sdo descobertos, as
bactérias vém demostrando uma notdvel habilidade de desenvolver resisténcia a esses
agentes (Sanchez et al., 2002). Muitas vezes pesquisas de novos antibidticos sdao
abandonadas frente a alta crise de endemicidade de bactérias resistentes, € até mesmo
alguns desses farmacos t€m fracassado antes mesmo de sua comercializacdo

(Castanheira et al., 2008).

As taxas de resisténcia aos antibidticos em animais domésticos se elevaram ao longo
dos anos (Witte, 1999; Werckethin et al., 2001), e esse aumento acompanhou a
utilizacdo dos antimicrobianos no tratamento de infec¢des nos animais, os farmacos de
amplo espectro sem conhecimento da sua real necessidade, j4 que exames para a
identificacdo bacteriana e a sua susceptibilidade aos agentes antimicrobianos muitas
vezes nao sdo realizados (Guardabassi et al., 2004; Guardabassi et al., 2008). Os
antibioticos B-lactimicos sdo amplamente utilizados na medicina veterindria,
principalmente nos tratamentos de infec¢des causadas por Escherichia coli em caes e
gatos (Okubo, 2014). O uso inadequado desses antimicrobianos no tratamento de
infeccdes em animais de companhia, como caes e gatos € alvo de diversas criticas, pois
pode esta colaborando para o desenvolvimento de resisténcia bacteriana entre humanos
e animais através do contato direto entre eles e seus proprietdrios (Pedersen et al., 2007;

Pallo-Zimmerman et al., 2010).

Tendo em vista que os testes de susceptibilidade in vitro frente aos antimicrobianos sao
instrumentos muito uteis para avaliar o desenvolvimento de resisténcia em patégenos
bacterianos infecciosos, onde muitas vezes as indicagdes terapéuticas sdo realizadas de
forma empirica (Andrade et al., 2000; Barberio et al., 2002), objetivou-se com este
estudo avaliar o perfil de resisténcia antimicrobiana in vitro de isolados bacterianos
provenientes de animais domésticos atendidos nas Clinicas Médicas do Hospital

Veterindrio da Universidade Federal de Campina Grande (UFCQG).
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MATERIAL E METODOS

Foram isoladas e analisadas 190 bactérias Gram-negativas (173 de animais de
companhia e 73 de animais de produ¢do) durante o periodo de marco de 2013 a agosto
de 2014 de diversas amostras bioldgicas (45 fragmentos de 6rgdos, 20 amostras de
urina, 19 de liquido uterino, 18 de fezes, 16 de swab auricular, 16 swab nasal, 19 swab
ocular, 10 swab de abcesso cutianeo, 3 swab de plurido anal, 3 swab vaginal, 8§ de leite,
3 lavado traqueal, 3 liquido intestinal, 3 efus@o pleural e 4 conteido pulmonar)
provenientes de animais domésticos atendidos nas Clinicas Médicas do Hospital
Veterinario (HV) do Centro de Satide e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG). O processamento deste material, como o
isolamento, identificacdo e perfil de susceptibilidade in vitro a antimicrobianos foram

realizados no Laboratdrio de Microbiologia da mesma institui¢do.

A identificacdo foi realizada através de exames microbiologicos. As amostras foram
semeadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) e em placas de Petri contendo os meios
Agar sangue ovino desfibrinado a 5% e Agar MacConckey. Apos o cultivo as placas
foram incubadas a temperatura de 37°C em aerobiose por 24-72 horas para verificagao
do crescimento bacteriano. As coldnias foram submetidas ao exame bacterioscopico
pelo método de coloragdo de Gram e identificadas através das provas bioquimicas: TSI,
Motilidade, Malonato, Producdo de Indol, Produgdo de Urease, Producdo de Gelatinase,
Producdo de fenilalanina desaminase, utilizacdo de Citrato, Reacdo de Vermelho de
Metila (VM) e Voges-Proskauer (VP), fermentacdo da Lactose, Hidrdlise de Esculina e
redu¢do de Nitrato, segundo Murray et al. (1999).

Para a avaliagcdo da susceptibilidade in vitro, foi utilizado o método de disco difusdo em
Agar Miiller-Hinton (MH), preconizado pela técnica de Bauer et al. (1966), conforme o
recomendado pelo Clinical and Laboratory Standads Institutes (CLSI) (CLSI, 2005).
Foram avaliados 19 classes de antibiéticos apresentados na Tab. 2. Como cepa controle

para o teste de difusdo dos discos foi utilizada a Escherichia coli ATCC® 25922.

A andlise estatistica foi do tipo descritiva, calculando-se as frequéncias absoluta e

relativa (Sampaio 1998).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 190 isolados de bactérias Gram-negativas, foram identificadas 43,6%
(83/190) Escherichia coli, 24, 7% (47/190) Klebsiella pneumoniae, 16,3% (31/190)
Pseudomonas aeruginosa, 4,7% (9/190) Klebsiella oxitoca, 3,7% (7/190) Serratia
liquefaciens, 2,7% (5/190) Moraxella canis, 2,1% (4/190) Salmonella entérica, 2,1%
(4/190) Proteus mirabilis. Das 117 amostras de animais de companhia 50 isolados
foram de E. coli, sendo a bactéria mais frequente, seguida por 28 isolados de K.
pneumoniae, 17 de P. aeruginosa, oito K. oxitoca, seis S. liquefaciens, cinco M. canis
e trés P.mirabilis. E das 73 amostras de animais de produc¢do, 36 isolados foram de E.
coli, sendo ela também a bactéria mais frequente, seguida de 19 K. pneumoniae, 14 P.
aeruginosa, quatro Serratia entérica, uma K. oxitoca, uma S. liquefaciens , e um P.

mirabilis, dados descritos na Tab. 1.

Tabela 1. Frequéncia relativa e absoluta de bactérias Gram- negativas isoladas de
animais de companhia e animais de producdo atendidos no Hospital Veterinario da

Universidade Federal de Campina Grande, Paraiba, Brasil, 2015.

Animais de Animais de Frequéncia Frequéncia
Agentes companhia producao absoluta relativa

Escherichia coli 50 33 83 43,6%
Klebsiella pneumoniae 28 19 47 24,7%
Pseudomonas aeruginosa 17 14 31 16,3%
Klebsiella oxitoca 8 1 9 4,7%
Serratia liquefaciens 6 1 7 3,7%
Moraxella canis 5 0 5 2,6%
Salmonella enterica 0 4 4 2,2%
Proteus mirabilis 3 1 4 2.2%

Total de amostras 117 73 190 100%

Estudos tém apontado um aumento na resisténcia de bactérias Gram-negativas isoladas
de animais de producdo, principalmente as da familia Enterobacteriaceae, ocasionando
impacto no agronegécio (Medina et al., 2011; Silva & Licopan, 2012). A E. coli é uma
das bactérias responsaveis pelo maior nimero de causas de infeccoes em animais de
producdo, sendo o maior agente causador de diarreia em bezerros. Além disso este
patdgeno vém apresentando elevados indices de resisténcias, sendo esta bactéria

descrita como uma das bactérias mais produtoras de ESBL. Nos resultados encontrados
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neste estudo a E.coli foi o principal agente encontrado tanto nas amostras de animais de

producdo como em animais de companhia.

Os maiores indices de resisténcia das amostras foram apresentados para o
antimicrobiano tetraciclina (74,8%) e para maioria das cefalosporinas: cefalotina
(57,9%), cefotaxima (54,8%), cefalexina (54,2%), cefoxitina (51,5%), ambas com
valores acima de 50% de resisténcia, assim também como para ampicilina (54,7%)
resultados observados na Tab. 2. Shluter et al. (2014) também observou uma grande
variedades de bactérias isoladas de animais domésticos com a presencga de resisténcia a

tetraciclina.

Tabela 2. Avaliacdo da susceptibilidade in vitro de 190 cepas de bactérias Gram
negativas isoladas de animais domésticos atendidos no Hospital Veterindrio da UFCG,

Paraiba, Brasil, 2015.

Antimicrobianos Sensivel Intermediario Resistente
Aminoglicosideos
Amicacina (30 pg) 58,4% 17,4% 24.2%
Gentamicina (10 pg) 48,9% 11,6% 38,9%
Kanamicina (30 pg) 36,3% 14,7% 49%
Neomicina (30 pg) 35,3% 16,8% 47,9%
Placthmicos
Amoxicilina/Clavulanato (20 pg) 44.2% 12,1% 43.7%
Ampicilina (30 pg) 33,7% 11,6% 54,7%
Cefalexina (30 pg) 34,2% 11,6% 54,2%
Cefalotina (30 pg) 33,7% 8,4% 57,9%
Cefepime (30 pg) 31,1% 18,4% 50,5%
Cefotaxima (30 pg) 32,1% 13,1% 54,8%
Cefoxitina (30 pg) 33,7% 14,8% 51,5%
Ceftazidima (30 pg) 28,9% 27,4% 43,7%
Ceftiofur (30 pg) 33% 14% 53%
Imipenem (30 pg) 47,4% 26,3% 26,3%
Quinolonas
Enrofloxacina (30 ug) 35,3% 15,8% 48,9%
Norfloxacina (10 ug) 63,1% 7,9% 29%
Ouros
Clorafenicol (30 ug) 34,7% 12,3% 53%
Polimixina B 59,4% 12,6% 28%
Tetraciclina (30 pg) 18,4% 6,8% 74,8%

No trabalho realizados por Ishii et al. (2011) verificou-se uma alta porcentagem de

resisténcia aos antibioticos testados in vitro nas afecgdes do trato urinario por bactérias

26



Gram-negativas isoladas de cdes e gatos, no estado do Parana, sendo verificado uma
resisténcia de 83% para tetraciclina e 62% para ampicilina, resultados proximos aos

obtidos no presente estudo para os mesmos antimicrobianos.

A elevada prevaléncia de amostras simultdnea resisténcia a tetraciclina e aos f-
lactamicos demostrada nesta pesquisa, pode estar associado ao uso frequente ou mesmo
a subdosagens desses antimicrobianos na terapia das enfermidades tanto em animais de

companhia como em animais de producio, indices mostrados na (Fig. 3).

B Animais de companhia

B Animais de produgao

Ampicilina
Cefalexina
Cefalotina
Cefepime
Cefotaxima
Cefoxitina
Ceftazidima
Ceftiofur
Clorafenicol
Imipenem
Tetraciclina

Amox./4c. Clavulanico

B-lactamicos

Figura 1. Frequéncia absoluta da resisténcia antimicrobiana frente a tetraciclina e aos 11
B-lactamicos testados nas estirpes bacterianas Gram-negativas isoladas em animais de

companhia e animais de producdo no Hospital Veterindrio da UFCG, Paraiba, Brasil,

2015.

Karczmarczyk et al. (2011), em estudo com 74 isolados de E. coli obtidas de animais
domésticos no Hospital Veterinario da Universitario da Irlanda, verificaram a resisténcia
para tetraciclina e ampicilina com indices acima de 70%, demonstrando a alta
resisténcia para estes dois antimicrobianos. Os mesmos autores relatam a multipla
resisténcia de cinco a 15 clases antimicrobianas para esta bactéria. Um outro fator
verificado No presente estudo, um fator verificado foi a presenca de multipla resisténcia
a dois ou mais antimicrobianos, onde das 190 amostras isoladas, 179 (88,55%) foram

multirresistentes, resultados descritos na Tab. 3.
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Em trés isolados de E. coli (1,6%) foi verificado resisténcia para os 19 antimicrobianos
testados. Esse achado representa um motivo de preocupacio, pois o fato € que muitos
antimicrobianos disponiveis no mercado ndo teriam efeito sobre tais micro-organismos,
com isto pode vir acarretar enormes dificuldades nos tratamentos dos animais com
infeccdes e, consequentemente, agravar as perdas econdmicas principalmente em
animais de produg¢do, levando estes animais a morte, bem como diminuindo as chances

de cura nos animais de companhia.

Tabela 3. Resultados das 190 amostras de bactérias Gram-negativas que apresentaram

multipla resisténcia, Paraiba, Brasil, 2015.

19 Antimicrobianos 3 1,6%
18 Antimicrobianos 4 2,1%
17 Antimicrobianos 7 3,7%
16 Antimicrobianos 11 5,8%
15 Antimicrobianos 11 5,8%
14 Antimicrobianos 10 5,.3%
13 Antimicrobianos 12 6,3%
12 Antimicrobianos 8 4,2%
11 Antimicrobianos 11 5,8%
10 Antimicrobianos 12 6,3%
9 Antimicrobianos 11 5,8%
8 Antimicrobianos 11 5,8%
7 Antimicrobianos 8 4.2%
6 Antimicrobianos 7 3,7%
5 Antimicrobianos 11 5,8%
4 Antimicrobianos 8 4,2%
3 Antimicrobianos 13 6,8%
2 Antimicrobianos 21 11,05%

Dentre os isolados de K. pneumoniae sete (3,7%) foram resistentes para dezessete
antimicrobianos. Resultados semelhantes foram descritos na Itdlia por Donati et al.,
(2014) que identificou um numero considerdvel de cepas de Klebsiella spp.
multirresistentes em isolados de animais de companhia. Esta bactéria esta presente

principalmente em infec¢des relacionada a infec¢Oes do sistema respiratdrio. Onde neste
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estudo seu isolamento foi proveniente principalmente de fragmentos de 6rgaos, como o

pulmao, de swab nasal e conteido pulmonar.

Brisse e Duijkeren (2005), em uma pesquisa com 100 estirpes de Klebsiella spp.
isoladas de animais, obtiveram os maiores indices de resisténcia para ampicilina (99%)
e cefalexina (43%), onde 30 isolados apresentaram multipla resisténcia para trés ou
mais antimicrobianos. Os valores de resisténcia da cefalexina (54,2%) do presente
trabalho s3o proximos dos obtidos pelos autores acima citado. Entretanto os valores da

ampicilina (54,7%) foram divergentes.

E importante ressaltar que o uso inadequado de antimicrobianos pode favorece a
reducgdo da sua eficécia. Por este motivo, o ideal € ser seguido um protocolo terapéutico
baseado em exames laboratoriais, como a aplicacio do antibiograma na rotina
laboratorial, para a indicacdo correta do antimicrobiano de elei¢do eficaz, para o
tratamento da infecc@o, com o proposito de sucesso terapéutico € minimizar assim a

resisténcia bacteriana.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo revelam que a presenga de isolados multirresistentes
€ um fator real de muita importincia, uma vez que a multipla resisténcia aos
antimicrobianos pode dificultar a escolha do medicamento na terapia desses micro-
organismos, podendo ser potencialmente transmitidas ao homem através de alimentos e
do seu contato direto com animais. Ressaltando a importancia da identificacdao
bacteriana e do monitoramento dos antimicrobianos e da realizagdo de antibiogramas
para poder efetuar um tratamento apropriado nas principais infec¢des dos animais

domésticos.
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CAPITULO 11

Pesquisa de pB-lactamase de espectro estendido (ESBL) em Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae isoladas de animais domésticos atendidos em Hospital
Veterinario de Ensino
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Pesquisa de 3-lactamase de espectro estendido (ESBL) em Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae isoladas de animais domésticos atendidos em Hospital Veterinario de Ensino?

M.M.S. Macédo?*, L. C.A. Silval, R.M. Oliveira?, R.A. T. Matos?, D. A.N. Pessoa?, L. S. A. Silva3, F. Garino
Junior3

ABSTRACT.- Macédo M.M.S, Silva L.C.A, Oliveira R.M., Matos R.A.T., Pessoa D.A.N, Silva L.S.A. &
Garino Junior F. 2015. [B-lactamase research extended spectrum (ESBL) in Escherichia coli
and Klebsiella pneumoniae isolates of domestic animals] Pesquisa de 3-lactamase de espectro
estendido (ESBL) em cepas de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae de isolados de animais
domésticos. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Setor de Microbiologia Veterinaria, Centro
de Saude e Tecnologia Rural, Universidade Federal de Campina Grande, Hospital Veterinario, Av.
Universitdria, s/n, Patos, PB, 58700-970, Brasil. E-mail:: meiremacedo@yahoo.com.br.

The objective of this study was to determine the presence of ESBL in isolates of Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae obtained from pets samples. 100 were selected clinical samples of domestic
animals examined at the Veterinary Hospital Health Center and Rural Technology (CSTR) of the
Federal University of Campina Grande (UFCG), from various biological materials (anal swabs, nasal,
eye and ear, uterine puncture tracheal washings, urine, feces and organs fragments). The bacteria
tested for ESBL detection Were 60 E. coli and 40 K. pneumoniae, isolated from March 2013 to March
2014. The tests used Were: microbial sensitivity, approach discs and Etest ESBL. The resistance
profile across the 100 samples had the highest percentage Studied Observed resistance to
tetracycline with 72% and 63% with aztreonam, Followed by cephalosporins 1st, 3rd and 4th
generation. In accordance with the results established in this study for detection of ESBL, the 100
samples tested in the approach test discs 71% (100/71) were classified as ESBL-producing) and
49% (100/49) in animals company and 25% (100/25) in farm animals. In Etest ESBL 64%
(100/64) were classified as ESBL-producing, with (44% (100/44) in companion animals and 20%
(100/20) animal production, 11% and 25 to non-producing % not determined (ND). All trunks
which have ESBL producers were resistant to more than 4 (3-lactams tested. The indices found ESBL
this study confirm the worldwide concern with this mechanism of resistance. Based on the results,
the two tests used to detect ESBL in E. coli and K. pneumoniae showed similar efficacy. A neces-
sidade do conhecimento do perfil de sensibilidade frente aos antimicrobianos assim como a
inclusdo do teste de produc¢ido de [-lactamase na rotina laboratorial é essencial em medicina
humana e veterinaria, uma vez que essas enzimas estdo presentes em isolados clinicos de humanos
e animais, pois a deteccdo precoce dessa enzima nas bactérias multirresistentes, é de suma
importancia para se instaurar o tratamento adequado e as medidas necessarias para assim evitar a
disseminacdo destes patégenos em animais e em surtos nosocomiais.

INDEX TERMS: B-lactamase extended spectrum, domestic animals, Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae.

RESUMO.- O objetivo deste estudo foi determinar a presenca de ESBL em isolados de Escherichia
coli e Klebsiella pneumoniae obtidas de amostras de animais domésticos. Foram selecionadas 100
amostras clinicas de animais domésticos atendidos no Hospital Veterinario do Centro de Sadde e
Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), provenientes de
materiais bioldgicos diversos (swabs anal, nasal, ocular e auricular, pun¢do uterina, lavado traqueal,
urina, fezes e fragmentos de drgaos). Foram analisadas 60 E. coli e 40 K. pneumoniae, isoladas entre
marg¢o de 2013 e margo de 2014. Os testes utilizados foram: difusdo em discos, aproximac¢do dos
discos e Etest ESBL. Das 100 amostras estudadas o maior percentual de resisténcia observado para
foi para tetraciclina com 72% e aztreonam com 63%, seguido pelas cefalosporinas de 12, 32 e 42
geragdo. De acordo com os resultados estabelecidos no presente estudo para deteccdo de ESBL, das
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100 amostras testadas no teste de aproximacdo dos discos 71 %, foram classificadas como
produtoras de ESBL), sendo 49% em animais de companhia e 25% em animais de produgdo. No
Etest ESBL 64% foram classificadas como produtoras de ESBL, sendo em animais de companhia e
20% em animais de producdo, 11% como ndo produtoras e 25% ndo determinada (ND). Todas as
estipes que foram produtoras de ESBL apresentaram resisténcia para mais de 4 [3-lactimicos
testados. Os indices encontrado de ESBL neste estudo confirmam a preocupacdo mundial com este
mecanismo de resisténcia. Com base nos resultados obtidos, os dois testes utilizados para detec¢do
de ESBL, em E. coli e K pneumoniae apresentaram eficicia semelhantes. A necessidade do
conhecimento do perfil de sensibilidade frente aos antimicrobianos assim como a inclusio do teste
de producdo de B-lactamase na rotina laboratorial é essencial em medicina humana e veterinaria,
uma vez que essas enzimas estio presentes em isolados clinicos de humanos e animais, pois a
deteccdo precoce dessa enzima nas bactérias multirresistentes, é de suma importancia para se
instaurar o tratamento adequado e as medidas necessarias para assim evitar a disseminacao destes
patégenos em animais e em surtos nosocomiais.

TERMOS DE INDEXACAO: B-lactamase de espectro estendido, animais domésticos, Escherichia coli
e Klebsiella pneumoniae.

INTRODUCAO

Em medicina veterinaria os antimicrobianos sio utilizados para tratamento de diferentes infec¢oes
bacterianas, como aditivos em animais de produ¢do e como uso profildtico na prevencio de
doengas (Mota et al. 2005). O uso indiscriminado de antibi6ticos, bem como a associacdo dessas
drogas é apontado como um fator para o aumento da resisténcia bacteriana. A resisténcia
antimicrobiana na medicina veterinaria, tem se tornado um problema crescente, pois tanto os
animais de producdo como de companhia vém sendo considerados como reservatérios de bactérias
resistentes para varios antimicrobianos, principalmente ao grupo dos $-lactdmicos.

A producido de B-lactamases de espectro ampliado (ESBL) é reportada como um dos
principais mecanismos de resisténcia em bactérias Gram-negativas, aos [(-lactamicos,
principalmente na familia de Enterobacteriaceae, com maior prevaléncia para E. coli e Klebisiella
spp (Kotapati 2005). Desde sua descoberta na década de 80, estas enzimas vem mostrando uma
grande capacidade de disseminagdo entre essas duas bactérias (Bush & Fischer 2011).

Segundo Silva & Lincopan (2012), as ESBL em enterobactérias é um problema de sadde
publica mundial, apresentando importancia tanto na medicina veterindria quanto na medicina
humana. Eles afirmam que mesmo estando disseminada no territério brasileiro, ndo ha a
notificacdo de ESBL em todas as unidades federativas. Uma vez que o pais ndo possui um programa
nacional de vigilancia da resisténcia microbiana.

Em cies e gatos, a presenca de ESBL ja foi reportada na Europa, Africa, Asia, nas Américas e
Oceania (Santos et al. 2013; Nobrega & Brocchi, 2014). Recentemente, Domingos (2010), no estado
de Sao Paulo, verificou que apenas duas cepas de Escherichia coli, isoladas de cdes apresentaram o
fenétipo para ESBL.

No Brasil, Garino Jr. (2004), avaliou fenotipicamente, a presenca de ELBL em amostras de
Escherichia coli isoladas de casos de mastite clinica e subclinica, nos estados de Sdo Paulo e Minas
Gerais, pelo método Eteste, onde foi verificada uma alta incidéncia da enzima. Aizawa et al. (2014),
reportou o isolamento de E. coli, produtora de ESBL, isoladas de fezes de Bubalinos no estado de
Sdo Paulo. A pesquisa de ESBL em medicina veterinaria no Brasil ainda é considerada escassa.

0 objetivo deste estudo foi detectar a presen¢a de ESBL nas amostras de Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae em isolados provenientes de infe¢des em animais domésticos atendidos em
um Hospital Veterinario de ensino, bem como verificar a eficiéncia dos dois testes fenotipicos
utilizados.

MATERIAL E METODOS

Foram isoladas e analisadas 100 cepas de Enterobacteriaceae (60 E. coli e 40 K. pneumoniae) de
infec¢des de animais domésticos no periodo de margo de 2013 e agosto de 2014. As enterobactérias
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foram identificadas através de provas bioquimicas: TSI, Motilidade, Malonato, Produgio de Indol,
Producdo de Urease, Producdo de Gelatinase, Producdo de fenilalanina desaminase, utilizacdo de
Citrato, Reacdo de Vermelho de Metila (VM) e Voges-Proskauer (VP), fermentacdo da Lactose,
Hidrolise de Esculina e redugdo de Nitrato, com base em Murray et al. (1999).

Para as trés metodologias utilizadas na pesquisa (antibiograma, aproximac¢ido em discos e
Etest), os in6culos bacterianos foram preparados individualmente em caldo Miieller-Hinton (MH) e
a turbidez ajustada a 0,5 da escala de McFarland e para controle de qualidade, foi utilizada
Escherichia coli ATCC® 25922 (nao produtora de ESBL).

Os antibiogramas foram realizados pelo teste de disco difusio em placas de MH,
preconizado pela técnica descrita por Bauer et al. (1966), conforme o recomendado pelo Clinical
and Laboratory Standads Institutes (CLSI) (CLSI, 2005), onde apds a secagem as placas foram
adicionados os seguintes discos de B-lactamicos: amoxicilina/acido clavulanico (10 pg), ampicilina
(30 pg), ceftiofor (30 pg), cefotaxima (30 pg), cefepime (30 pg), cefalotina (30 ug0, cefalexina (30
ug), cefoxitina (30 pg), ceftazidima (30 pg), aztreonam (30 pg), Imipinem (30 pg) - (Laborclin) em
seguida as placas foram incubados a temperatura de 372C por 24-48 horas.

Para a realizacdo da deteccdo de ESBL pelo método de aproximagio em discos, os inéculos
foram semeados em placas de MH, segundo as normas do CLSI (2008) e apds a secagem desses
inoculos foram adicionados os discos de: amoxicilina/acido clavulanico 10 pg, aztreonam 30 ug,
ceftazidima 30 pg, cefotaxima 30 pg e cefepime 30 pg (Laborclin) e incubadas a temperatura de
372C por 24-48 horas. Foi considerada produtora de ESBL, quando verificados o aumento do
diametro do halo de inibigdo de -lactdmico em dire¢do ao disco de amoxicilina/acido clavulanico
ou o aparecimento da zona fantasma.

Adicionalmente, foi realizado a avaliacio de ESBL pelo método fenotipico utilizando a fita
de gradiente antimicrobiano Etest de concentragées crescentes de ceftazidima (0,5g/ml a 32g/ml)
em uma das extremidade e concentra¢des crescentes de ceftazidima (0,064g/ml a 4g/ml)
associadas a uma concentracdo fixa (4g/ml) de &cido clavuldnico na outra extremidade
(Etest® (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France). Em placas de MH foi semeado individualmente
indculos bacterianos, ap6s a secagem destes in6culos, foi aplicada no centro destas placas uma fita
de Etest segundo a recomendac¢do do CLSI (2008) e incubadas a temperatura de 372C por 16-24
horas. Os resultados foi interpretados conforme instrucao do fabricante.

Todos os testes foram realizados no Laboratdrio de Microbiologia da Pés-graduagdo em
Medicina Veterinaria do Hospital Veterinario/HV, do Centro de Saude e Tecnologia Rural/CSTR da
Universidade Federal de Campina Grande/UFCG.

A andlise estatistica foi do tipo descritiva, calculando-se as frequéncias absoluta e relativa
das amostras de E. coli e K. pneumoniae (Sampaio 1998). A comparacdo entre os testes de
aproximacdo dos discos e Etest para detec¢do de ESBL nas amostras de E. coli e K. pneumoniae em
relacdo aos isolados de animais de companhia e animais de produgao foi analisada estatisticamente
pelo teste Qui-quadrado (Zar 1999). A realizacdo desses testes se deu mediante auxilio do
programa R 3.0.3 com nivel de significancia p < 0,05.

RESULTADOS

O perfil de resisténcia das 100 amostras avaliadas frente aos 11 -lactamicos, obteve percentual de
resisténcia observado nas 40 estirpes de K. pneumoniae para aztreonam com 75% e 95%, seguido
da ceftazidima 60% e 80%, cefipime 65% e 70%, ampicilina 60% e 60%, cefalexina 65% e 60%,
cefotaxima 60% e 70%, cefalotina 55% e 70%, cefoxitina 60% e 70%, ceftiofor 55% e 75%,
imipenem 35% e 40%, nas amostras de animais de companhia e animais de producdo
respectivamente (Fig. 1). Ja para as 60 estirpes de E. coli os indices de resisténcias apresentados
foram, aztreonam com 83% e 67%, seguido da ceftazidima 70% e 60%, cefipime 60% e 60%,
ampicilina 70% e 60%, cefalexina 60% e 57%, cefotaxima 57% e 57%, cefalotina 57% e 57%,
cefoxitina 64% e 47%, ceftiofor 57% e 47%, imipenem 60% e 47%, nas amostras de animais de
companhia e animais de producio respectivamente (Fig. 2).

Em relacdo a pesquisa de produtoras de ESB, no teste de aproximacao dos discos 71,%
(71/100) foram classificadas como produtoras de ESBL, 62% (44/100) em animais de companhia e
38% (27/100) em animais de producgdo e apenas 29% foram classificadas como ndo-produtoras.
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No Etest, 64% (64/100) dos isolados foram classificadas como produtoras de ESBL, sendo
44% (44/100) em animais de companhia e 20% (20/100) em animais de produgdo. Apenas 11%
foram nao-produtoras e 25% nao determinada (ND) (Quadro 1).

Dos isolados em animais de companhia no teste de aproximagio dos discos 100% (30/30)
e 85% (20/14) foram positivos para ESBL em E. coli e K. pneumoniae respectivamente. Ja nos
isolados de animais de producao a detecgdo ESBL foi de 53,3% (16/30) para E. coli e 55% (11/20)
para K. pneumoniae.

No Etest ESBL observou-se uma deteccdo de ESBL de 100% (30/30) e 70% (14/20) em
isolados de animais de companhia para E. coli e K. pneumoniae respectivamente, e para os isolados
de animais de produgdo houve uma detecgio de ESBL de 46,7% (14/30) e 30% (6/20) para E. coli
e K. pneumoniae respectivamente (Quadro 1).

A ESBL apresentou maior indice de producio nos isolados de animais de companhia do que
nos animais de producdo (p=0,0001). Em relacdo aos dois testes fenotipicos aplicados, os
resultados foram semelhante, ndo diferindo significativamente (p>0,05) (Fig. 2).

Todas as estipes que foram produtoras de ESBL apresentaram resisténcia para mais de 4 -
lactamicos simultaneamente, principalmente para o aztreonam e ceftazidima.

DISCUSSAO

Métodos fenotipicos para a avaliacdo de resisténcia aos antimicrobianos em bactérias isoladas de
animais domésticos sdo comumente utilizados na rotina de laboratério. Entretanto, o diagnostico
de enterobactérias produtoras de ESBLs em medicina veterindria ainda é pouco reportado. Com a
alta incidéncia das bactérias E. coli e K. pneumoniae produtoras de ESBL descrita em varios paises,
se torna necessario o monitoramento deste mecanismo de resisténcia em isolados de animais
domésticos. No presente estudo a resisténcia in vitro apresentada frente aos antimicrobianos
testados, teve um indice alto observado para o aztreonam, sendo o [-lactimico com maior
resisténcia, seguido da Ceftazidima e ampicilina. Deve-se ressaltar que as classes de
antimicrobianos mais utilizados na rotina veterindria além das penicilinas, incluem as
cefalosporinas (IFAH 2002). Este fato provavelmente pode explicar o alto nimero de amostras
resistentes a esta classe em nossa pesquisa.

Os resultados desse estudo sdo semelhantes aos encontrados por Domingues (2010) em
seu trabalho realizado com isolados de E. coli em cies, onde apresentou os maiores indices de
resisténcias para ampicilina com 82%.

Entre os isolados analisados para detec¢do de ESBL, foi observada uma maior incidéncia da
enzima para E. coli do para K. pneumoniae nos isolados de animais de companhia. Resultados estes
que foram maiores do que os encontrados em caes na Italia e Portugal, que detectaram a presenca
de ESBL de 6,7% e 6,6%, respectivamente (Costa et al. 2004; Caratolli et al. 2005). Ja em estudo
realizado no Canad4, com 102 caes saudaveis utilizados para visitacdo, verificou apenas 3% de E.
coli produtora de ESBL (Lefebvrea et al 2006). Os autores atribuem esta baixa incidéncia, ao fato
desses animais nao terem sido expostos a hospitais veterindrios e ao uso de antimicrobianos.
Contrariamente, em nosso estudo a taxa de incidéncia de ESBL foi alta tanto em animais de
companhia como para animais de producio e, provavelmente a exposicio aos fatores de risco como
uso indiscriminado de antibiéticos, exposicdo e contato com outros animais doentes em hospital
veterinario pode ter contribuido para as taxas observadas.

Garino Jr. (2004), avaliando o fenétipo ESBL em E. coli isoladas de mastite bovina, detectou
a presenca de 50% das amostras positivas para ESBL pelo método Eteste, onde neste estudo ele
alertar sobre a miultipla resisténcia existente e ao risco de disseminacdo dessas bactérias
produtoras de ESBL através do leite e derivados. Em nosso estudo todas as amostras que
apresentaram multipla resisténcia a mais de quatro f-lactdmicos simultaneamente testados, foram
produtoras de ESBL, principalmente ao monobactam (aztreonam) onde foi o antimicrobiano que
apresentou maior resisténcia, seguido das cefalosporinas de 12, 32 e 42 geracdo, e das penicilinas
(ampicilina). Fato este, que pode esta, correlacionado com uma disseminagao através de alimentos
de origem animal, como leite e seus derivados, bem como de produtos carneos. Porém os estudos
realizados na medicina veterindria ainda ndo se faz esta correlagio de disseminagdo entre as
espécies humanas e animais. Para tanto sdo necessarios mais estudos para verificar esta relagio
entre espécies.
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A ocorréncia de ESBL em amostras isoladas de animais de companhia sinaliza para a
necessidade de um melhor controle na utilizacdo de antimicrobianos, pois esses animais estdo em
contato préximo diariamente com seus proprietarios, podendo possibilitar a transmissdo cruzada
de bactérias multirresistentes. Outro fator de importancia, é a possibilidade de transferéncia de
genes de resisténcia para as bactérias da microbiota normal do novo hospedeiro, seja do animal
para o homem ou vice-versa.

Como esperado, a espécie E. coli foi a principal produtora de ESBL entre as duas
enterobactérias avaliadas, representando uma média total de 75% e K. pneumoniae com 60% em
relacao aos dois testes utilizados. A K. pneumoniae nas amostras isoladas de animais de companhia
(caes e gatos) foram mais produtoras de ESBL comparada com as amostras isoladas de animais de
producdo (bovinos, equinos, caprino, ovinos e suinos) em ambos os testes. Um nuUmero
considerdvel de amostras de Klebsiella spp. multirresistentes, apresentando um gendtipo
confirmatério para ESBL, em amostras de cdes e gatos necropsiados que foram a 6bito por
infeccdes desconhecidas também foi relatado em estudo realizado por Donati et al. (2014).

A detec¢do de ESBL no Brasil em enterobactérias ja é considerada alarmante, pois genes
variantes foram descritos nos dltimos anos, tanto em animais como em humanos, principalmente
em pacientes com infec¢des hospitalares (Nogueira et al. 2013, Queiroz et al. 2012).

Okubo et al. (2014) em seu estudo, afirma que a presenca da ESBL em infec¢des tanto em
animais como em humanos, esta proporcionando um crescente aumento da resisténcia aos B-
lactdmicos e se tornando um problema mundial de sadde. Este é um fato preocupante,
principalmente quando se baseia nos estudos com animais de companhia que esta diariamente em
contato com seus donos. Visto que nesta pesquisa os maiores indices de producdo de ESBL foram
das bactérias isoladas de cdes e gatos, e este aumento da resisténcia antimicrobiana entre varias
espécies pode esta realmente acontecendo.

O teste de aproximagdo dos discos utilizando cefotaxima, cefpodoxima, cefipime,
aztreonam e amoxicilina/acido clavulanico, apresentou excelente desempenho com 74% de
deteccio de ESBL nos isolados de E. coli e 64% nos isolados de K. pneumoniae. E importante
ressaltar que as amostras ndo detectadas ESBL pelo teste de aproximagdo dos discos, no Etest
foram as mesmas que tiveram resultados ND. Isto pode sugerir a presenca de inibidor resistente
TEM (IRT) ou AmpC. As cepas com resultados ND devem ser investigadas para outros mecanismos
de resisténcia com o método de referéncia do (CLSI, 2008).

Pereira et al. (2003) avaliando a acuracia de testes laboratoriais para detec¢do de amostras
de Klebsiella pneumoniae produtora ESBL, obtidas de isolados em hemocultura de pacientes
internados no Hospital Sdo Paulo utilizou o teste de adigao de acido clavulanico comercializados
pela Oxoid® (Basingstoke, Inglaterra) e do Etest ESBL, onde o primeiro teste citado apresentou
excelente desempenho e pode ser facilmente implementado na rotina laboratorial por ser de alta
acuracia e de fAcil realizagdo. Assim como o teste de aproximacdo dos discos utilizado neste estudo
se mostrou eficaz na deteccao de ESBL, é importante levar em consideracdo para sua utilizacdo na
rotina laboratorial, por sua eficiéncia e seu baixo custo.

Ambos os testes avaliados (aproximagao dos discos 71% e Etest ESBL 64%) apresentaram
resultados confiaveis. Das 100 bactérias testadas, o teste de aproximacdo dos discos apresentou
uma maior deteccdo, comparado com o Etest, porém, ndo diferindo significativamente com o valor
de p>0,05.

A alta deteccdo de ESBLs encontrada demonstra a importincia de realizar a pesquisa
fenotipicamente dessas enzimas na rotina laboratorial, ndo sé nas espécies de E. coli e K
pneumoniae, mas em todas as bactérias Gram-negativas causadoras de infecgdes. Porém, estudos
moleculares sdo necessarios para identificagio dos genes das ESBLs detectadas para poder
comparar com os tipos mais prevalentes relatados no Brasil, tanto em humanos como em animais e
assim poder iniciar um perfil epidemiol6gico dessas infec¢des bacterianas na regido estudada. Pois
estudo realizado por Domingos (2010) no Brasil, em 158 amostras de E. coli isoladas de infeccdes
em cdes, verificou que apenas dois isolados apresentaram o fenétipo para ESBL. Entretanto, nos
testes genotipicos foram verificados a presenca de genes de ESBL blaTEM, (98,5%), ampC (95,5%),
blaCTX-M (35,8%), blaSHV (6%) e cmy (2,9%). O que ressalta a necessidade de estudos sobre a
epidemiologia molecular em enterobactérias isoladas de animais.

Com base nos resultados obtidos, os dois testes utilizados para deteccdo de ESBL,
mostraram que as amostras de E. coli e K. pneumoniae apresentaram a presenc¢a da enzima,
apresentando ambos os testes uma eficacia semelhante. A necessidade do conhecimento do perfil
de resisténcia multipla frente aos -lactamicos assim como a inclusdo do teste de produgio de -
lactamases na rotina de laboratdério é essencial em medicina veterinaria, uma vez que essas
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enzimas estdo presentes em isolados clinicos de humanos e animais, e sua detec¢do precoce é de
suma importancia para se instaurar o tratamento adequado e as medidas necessarias para assim
evitar a disseminacdo destes patdgenos em animais e em surtos nosocomiais.
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Legendas das Figuras

Figura 1: Analise quantitativa do perfil de resisténcia das 60 estirpes de Escherichia coli isoladas de
animais de produgio e animais de companbhia.

Figura 1: Andlise quantitativa do perfil de resisténcia das 40 estirpes de Klebsiella pneumoniae
isoladas de animais de produgio e animais de companhia.
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0 Quadro

Quadro 1: Resultado da producdo de ESBL em isolados de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae
em animais de companhia e animais de produ¢do, mediante a utilizacdo dos testes de Disco
aproximacao e Etest para ESBL.

Aproximagdo dos discos Fita Etest positivo para ESBL

positivo para ESBL
Animais de Animais de Animais de Animais de
Cepas companhia producdo companhia producdo

FA P FR FA P FR FA P FR FA P FR

Escherichia. coli
(n=60)

30 30 100% 30 16 53,3% 30 30 100% 30 14 46,7%

Klebsiella pneumoniae
20 14 8% 20 11 55% 20 14 70% 20 6 30%

(n=40)
Total (n = 100) 44 27 44 20

Total de positivas por
testes
FR = Frequéncia relativa
P = Positivo
FA = Frequéncia absoluta

71 64

43



CONCLUSOES GERAIS

L4 O monitoramento constante da utilizacdo de antimicrobiano eficaz para cada
enfermidade e o seu uso adequado € uma forma de reduzir o alto indice de resisténcia

bacteriana em animais domésticos.

i A utiliza¢do do antibiograma na rotina laboratorial juntamente com um teste de
deteccdo de ESBL eficiente com baixo custo é de fundamental importancia para
acompanhar e estabelecer métodos de controle para a redugcdo dessas bactérias

multirresistentes e produtoras de ESBL.

° Em bactérias produtoras de ESBL € importante realizar a identificacdo dos genes
através de testes moleculares, para poder tracar um perfil epidemioldgico das infec¢des

bacterianas de cada regido estudada.
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