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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A pesquisa investiga o desenvolvimento da resisténcia a antibidticos em
bactérias presentes em frangos de corte, tanto em sistemas convencionais
quanto livres de antibidticos. Os resultados poderdo contribuir para praticas
agricolas mais seguras, promovendo a saude publica e garantindo alimentos de

melhor qualidade para a populagéo.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The research investigates the development of antibiotic resistance in bacteria
found in broiler chickens, in both conventional and antibiotic-free systems. The
findings may contribute to safer agricultural practices, promoting public health

and ensuring higher quality food for the population.
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completo como ferramenta para determinacéo do papel das cadeias de producéo
convencional e alternativa de carne de frango na promocéao de resisténcia aos
antibiéticos em Salmonella spp., Escherichia coli e Enterococcus spp. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), 92
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Resumo

O presente estudo se propds a investigar os perfis fenotipico e genotipico de
resisténcia a antimicrobianos de Salmonella spp., Escherichia coli e
Enterococcus spp. em cortes de frango provenientes de cadeias convencionais
e antibiotic-free, adquiridos em estabelecimentos comerciais na regidao de
Botucatu, S&o Paulo, Brasil. Ao total, 284 amostras de cortes de frangos foram
coletados, sendo 141 de cadeia convencional e 143 de cadeia antibiotic-free,
foram submetidos a andlises diagnosticas para detectar a presenca dos trés
microrganismos mencionados, seguindo protocolos especificos para cada. Para
Salmonella spp., 10,9% das amostras foram positivas, sendo 26 (18,18%)
provenientes do sistema convencional e 5 (3,5%) do sistema antibiotic-free.
Quanto a Escherichia coli, foram encontradas 63 (22,1%) amostras positivas,
com 29 (20,28%) originarias do sistema convencional e 34 (24,11%) do sistema
antibiotic-free. Para Enterococcus spp., 154 (93,9%) amostras foram positivas,
sendo 76 provenientes do sistema convencional e 78 do sistema antibiotic-free.
Além das andlises de resisténcia, o estudo revelou que 90% dos 210 isolados
analisados apresentaram genes de resisténcia antimicrobiana. Na cadeia livre
de antibidticos, 94% dos isolados carregavam genes de resisténcia, em
comparacao com 84,9% na cadeia convencional. Entre os isolados de E. coli,
foram identificados 41 genes de resisténcia, dos quais 61% foram
compartilhados entre as cadeias. Salmonella spp. apresentou 20 genes de
resisténcia na cadeia convencional e apenas 8 na cadeia livre de antibioticos.
Enterococcus spp. apresentou 28 genes de resisténcia, com 22 na cadeia
convencional e 19 na cadeia livre de antibidticos. Os mecanismos de resisténcia
predominantes foram as bombas de efluxo em Salmonella spp. e E. coli, e as

alteracdes no local de agdo em Enterococcus spp. O compartilhamento de genes



entre E. coli e Salmonella spp., especialmente na cadeia convencional, destaca
o risco de transferéncia horizontal de genes. Estes resultados evidenciam que a
simples adocdo de sistemas de producdo livre de antibidticos pode nédo ser
suficiente para conter a resisténcia antimicrobiana, sublinhando a necessidade

de estratégias multifacetadas para enfrentar esse problema crescente.

Palavras-chave: Resisténcia antimicrobiana; Agricultura alternativa; Salmonella

spp.; E. coli; Enterococcus spp.



CERQUEIRA-CEZAR, CAMILA KOUTSODONTIS. Whole genome sequencing
as a tool for determining the role of conventional and antibiotic-free broiler
industries regarding the promotion of bacterial resistance of Salmonella spp.,
Escherichia coli, and Enterococcus spp. Ph.D. Thesis— Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” (UNESP), 92 p.

Abstract

The present study aimed to investigate the phenotypic and genotypic
antimicrobial resistance profiles of Salmonella spp., Escherichia coli, and
Enterococcus spp. in chicken cuts from conventional and antibiotic-free
production chains, purchased from retail stores in the Botucatu region, S&o
Paulo, Brazil. A total of 284 chicken samples were collected, with 141 from the
conventional chain and 143 from the antibiotic-free chain, and were subjected to
diagnostic analyses to detect the presence of the three mentioned
microorganisms, following specific protocols for each. For Salmonella spp.,
10.9% of the samples were positive, with 26 (18.18%) from the conventional
system and 5 (3.5%) from the antibiotic-free system. For Escherichia coli, 63
(22.1%) samples were positive, with 29 (20.28%) from the conventional system
and 34 (24.11%) from the antibiotic-free system. For Enterococcus spp., 154
(93.9%) samples were positive, with 76 from the conventional system and 78 from
the antibiotic-free system. In addition to resistance analyses, the study revealed
that 90% of the 210 isolates analyzed harbored antimicrobial resistance genes.
In the antibiotic-free chain, 94% of the isolates carried resistance genes,
compared to 84.9% in the conventional chain. Among E. coli isolates, 41
resistance genes were identified, 61% of which were shared between the chains.
Salmonella spp. displayed 20 resistance genes in the conventional chain and only
8 in the antibiotic-free chain. Enterococcus spp. presented 28 resistance genes,
with 22 in the conventional chain and 19 in the antibiotic-free chain. The
predominant resistance mechanisms were efflux pumps in Salmonella spp. and
E. coli, and target site alterations in Enterococcus spp. The sharing of genes
between E. coli and Salmonella spp., especially in the conventional chain,
highlights the risk of horizontal gene transfer. These results underscore that

simply adopting antibiotic-free production systems may not be sufficient to



contain antimicrobial resistance, emphasizing the need for multifaceted

strategies to address this growing issue.

Keywords: Antimicrobial resistance; Antibiotic-free agriculture; Salmonella spp.;

E. coli; Enterococcus spp.
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1 INTRODUCAO

Os agentes antimicrobianos, que incluem os antibidticos, sdo drogas de
extrema importancia utilizadas para tratar, controlar e prevenir infecgdes bacterianas.
Os antibidticos tém a capacidade de agir de forma especifica contra as bactérias
causadoras de doencas. Sua utilizacdo desempenha um papel fundamental na
protecdo da saude e do bem-estar humana e animal.

Contudo, é crucial ressaltar que o uso inadequado dessas substancias pode
trazer consequéncias como o surgimento de bactérias resistentes, as quais néo
respondem aos tratamentos com antibidticos convencionais. Por essa razao, é
imprescindivel que sejam utilizados de forma responséavel e criteriosa, com base em
orientacdes e prescricdes meédicas apropriadas. Somente assim, poderemos
assegurar a eficacia continua dessas importantes ferramentas no combate as
infeccbes bacterianas, tanto no ambito veterinario quanto na saude publica.

De acordo com relatérios da OMS, estima-se que a resisténcia antimicrobiana
seja responsavel por mais de 700.000 mortes anuais em todo o mundo. As projecdes
sdo de que, em 2050, 10 milhdes de pessoas sejam vitimas de doencas causadas
por patégenos resistentes (Murray et al., 2022; US-FDA, 2019) Além disso, 0s custos
associados ao tratamento de infeccfes resistentes sdo substanciais, chegando a
bilhdes de ddlares anualmente.

A cadeia produtiva de frangos de corte € uma area de interesse quando se
trata de resisténcia antimicrobiana. J4 na producdo organica, embora os
antimicrobianos sejam permitidos apenas para fins terapéuticos, seu uso ainda é
observado. A utilizacdo de antimicrobianos na criagcdo de frangos de corte esta
relacionada a selecéo de bactérias resistentes, que podem ser transmitidas aos seres
humanos por meio da cadeia alimentar.

Para compreender melhor esses impactos, é essencial aprofundar nossa
investigagdo sobre as origens e mecanismos subjacentes a resisténcia
antimicrobiana. A consideracao de patdgenos significativos na criacao de frango de
corte, como Salmonella spp, E. coli e Enterococcus spp, enriguece a analise dos
mecanismos de resisténcia antimicrobiana por diversas razdes. Esses
microrganismos sao frequentemente associados a producdo avicola e podem ser

veiculos importantes na disseminacdo da resisténcia antimicrobiana ao longo da
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cadeia alimentar. Ao investigar os mecanismos de resisténcia nesses patdgenos,
obtemos dados valiosos sobre as adaptacdes genéticas subjacentes a resisténcia e
a eficacia de diferentes estratégias de controle. Dessa forma, ao considerar esses
patogenos relevantes, podemos ampliar nossa compreensdao dos fatores que
impulsionam a resisténcia antimicrobiana na producéo de frango de corte e, assim,
contribuir para abordagens mais eficazes de mitigacao e prevencao.

O sequenciamento de genoma completo surge como uma ferramenta
fundamental nesse contexto, proporcionando uma visdo abrangente das
caracteristicas genéticas e evolutivas das bactérias em relacdo a resisténcia aos
antimicrobianos. Esse avanco tecnolégico permite um entendimento mais profundo
das mutacfes genéticas, elementos de transferéncia horizontal de genes e outros
fatores que contribuem para a emergéncia e disseminacao de resisténcia.

Diante dos desafios impostos pela resisténcia antimicrobiana, € crucial
investigar o uso de antimicrobianos tanto em cadeias convencionais quanto em
cadeias antibiotic-free na producédo de frangos de corte. Compreender como 0s
antimicrobianos sao utilizados nesses sistemas e 0 consequente impacto na
resisténcia antimicrobiana é fundamental para desenvolver estratégias eficazes de
controle. O estudo do uso de antimicrobianos em cadeias convencionais de frango
de corte pode fornecer informacdes valiosas sobre as praticas atuais e as possiveis
alternativas ao uso rotineiro dessas substancias. Por outro lado, a andlise das
cadeias anitbiotic-free, como a producdo organica, pode revelar abordagens que
minimizem o uso de antimicrobianos, promovendo a satde animal e reduzindo o risco
de disseminacédo de bactérias resistentes.

Salmonella spp., Escherichia coli e Enterococcus spp. sdo exemplos de
patégenos bacterianos de importancia clinica. Salmonella spp. € conhecida por
causar infeccOes alimentares, enquanto E. coli pode provocar desde infecgbes do
trato urinario até diarreia hemorragica. JA Enterococcus spp. esta frequentemente

associado a infec¢Oes hospitalares, como a bacteremia.
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Consideracgdes Finais

Em conclusdo, este estudo fornece uma andlise comparativa sistemas
convencionais e sem a utilizacdo de antibiéticos de producéo de frangos de corte, com
foco na frequéncia e perfis de resisténcias fenotipico e genotipico apresentados pelos
isolados de Salmonella spp., Escherichia coli e Enterococcus spp. obtidos dos frangos
comprados em estabelecimentos comerciais de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.

Nossos resultados destacam que, além de os sistemas de producdo sem
antibidticos ndo estarem associados a uma menor resisténcia antimicrobiana, eles,
por si s6, ndo sao uma solucao definitiva para combater a resisténcia. Isso ressalta a
necessidade de uma abordagem multifacetada que va além da simples substituicdo
de praticas convencionais por sem uso de antimicrobianos. A implementacdo de
estratégias integradas, que combinem praticas sustentaveis com medidas rigorosas
de controle e monitoramento, pode ser mais eficaz na reducdo da prevaléncia de
bactérias resistentes na producéo avicola.

Além da producdo antibiotic-free, € fundamental promover programas de
vigilancia e monitoramento da resisténcia antimicrobiana ao longo de toda a cadeia
de producdo de frangos de corte. A deteccdo precoce de cepas resistentes e a
identificagdo de padrdes de resisténcia sao essenciais para orientar intervencgoes
direcionadas e medidas de controle mais eficazes. Também é crucial incentivar o uso
responsavel de antimicrobianos, tanto na medicina veterinaria quanto na saude
humana. Estratégias que visem reduzir a administracdo desnecessaria e
indiscriminada de antibioticos, promover boas praticas de manejo e implementar
programas de biosseguranca sao essenciais para prevenir o desenvolvimento e a
disseminacgédo da resisténcia antimicrobiana.

Além disso, investir em pesquisa e desenvolvimento de novas alternativas
terapéuticas e medidas de controle € vital para enfrentar esse desafio complexo. A
descoberta de novos compostos antimicrobianos, o desenvolvimento de vacinas e
terapias alternativas, bem como a investigagcdo de abordagens inovadoras, podem
oferecer novas perspectivas na luta contra a resisténcia antimicrobiana.

Em resumo, embora a producao avicola sem o uso de antimicrobianos possa
desempenhar um papel relevante na mitigacdo da resisténcia antimicrobiana, é
essencial adotar uma abordagem holistica que envolva vigilancia, controle do uso de

antimicrobianos, boas praticas de manejo e investimento em pesquisa e
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desenvolvimento. Apenas através de esfor¢os coordenados e estratégias integradas
podemos enfrentar efetivamente esse problema crescente e preservar a eficacia dos

antimicrobianos para as geracodes futuras.
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