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RESUMO

A cadeia produtiva de frango de corte tem um papel fundamental na economia
do Brasil, sendo o pais um dos maiores produtores e exportadores mundiais de
carne de frango. No entanto, a resisténcia antimicrobiana é uma preocupacao
crescente para a saude publica e esta diretamente relacionada ao uso de
antimicrobianos na producdo animal. O aumento da demanda por sistemas de
producdo sem o uso de antibidticos reforca a necessidade de estudos
comparativos sobre os perfis de resisténcia bacteriana nesses sistemas. Este
estudo avaliou a prevaléncia e o perfil de resisténcia antimicrobiana de isolados
de Salmonella spp. (h=186), Escherichia coli (n=1000) e Enterococcus spp.
(n=527) em sistemas convencionais e antibiotic-free de producéo de frangos de
corte no Brasil. Foram coletadas amostras (n=1079) ao longo do ciclo de
producdo em duas empresas do estado de Sao Paulo, um operando no sistema
convencional e outra no sistema antibiotic-free. As coletas ocorreram antes do
alojamento, durante o ciclo de produgéo, no fim do alojamento, no abate e no
processamento, abrangendo amostras da granja (agua, racéo, insetos, swabs
de arraste, swabs cloacais e amostras ambientais) e do abatedouro (swabs de
superficie e utensilios, enxague de carcacas e ceco). As amostras foram
submetidas a deteccdo bacteriana e a testes de sensibilidade a antimicrobianos
de diversas classes, sendo que isolados resistentes a trés ou mais classes foram
classificados como multidroga-resistentes (MDR). O sistema convencional
apresentou maior prevaléncia de Salmonella spp. e E. coli, enguanto
Enterococcus spp. foi mais prevalente no sistema antibiotic-free. Altos niveis de
resisténcia foram observados em ambos os sistemas. No sistema convencional,
99,13% (229/231) dos isolados de Enterococcus spp. foram classificados como

MDR, enquanto no sistema antibiotic-free esse valor foi de 98,99% (293/296).



Para E. coli, 95,2% (482/504) dos isolados no sistema convencional e 70,63%
(348/496) no antibiotic-free apresentaram resisténcia a trés ou mais classes de
antimicrobianos. Para Salmonella spp., 99,4% (183/186) dos isolados no sistema
convencional foram classificados como MDR, enquanto no sistema antibiotic-
free esse indice foi de 50% (1/2). A resisténcia observada incluiu antimicrobianos
de importancia critica para a medicina humana e veterinaria, como as
cefalosporinas de terceira geragao. Esses achados reforcam a necessidade de
politicas rigorosas para o controle e uso prudente de antimicrobianos na

producao avicola, visando minimizar os impactos na saude publica e animal.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana, Enterobactérias, Producéo avicola.
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ABSTRACT

The broiler production chain plays a fundamental role in the Brazilian economy,
as the country is one of the world's largest producers and exporters of chicken
meat. However, antimicrobial resistance is a growing concern for public health
and is directly related to the use of antimicrobials in animal production. The
increasing demand for antibiotic-free production systems highlights the need for
comparative studies on bacterial resistance profiles in these systems. This study
evaluated the prevalence and antimicrobial resistance profiles of Salmonella spp.
(n=186), Escherichia coli (h=1000), and Enterococcus spp. (n=527) isolates in
conventional and antibiotic-free broiler production systems in Brazil. Samples
(n=1079) were collected throughout the production cycle from two companies in
the state of S&o Paulo, one operating under a conventional system and the other
under an antibiotic-free system. Sampling occurred before bird placement, during
the production cycle, at the end of rearing, during slaughter, and processing,
covering farm samples (water, feed, insects, drag swabs, cloacal swabs, and
environmental samples) and slaughterhouse samples (surface and utensil
swabs, carcass rinses, and ceca). Samples were subjected to bacterial detection
and antimicrobial susceptibility testing for various drug classes, with isolates
resistant to three or more classes classified as multidrug-resistant (MDR). The
conventional system showed a higher prevalence of Salmonella spp. and E. coli,
while Enterococcus spp. was more prevalent in the antibiotic-free system. High
levels of resistance were observed in both systems. In the conventional system,
99.13% (229/231) of Enterococcus spp. isolates were classified as MDR,
compared to 98.99% (293/296) in the antibiotic-free system. For E. coli, 95.2%
(482/504) of isolates in the conventional system and 70.63% (348/496) in the
antibiotic-free system exhibited resistance to three or more antimicrobial classes.



For Salmonella spp., 99.4% (183/186) of isolates in the conventional system were
classified as MDR, whereas in the antibiotic-free system, this rate was 50% (1/2).
The observed resistance included critically important antimicrobials for both
human and veterinary medicine, such as third-generation cephalosporins. These
findings reinforce the need for strict policies to control and promote the prudent
use of antimicrobials in poultry production to minimize impacts on public and

animal health.

Keywords: Antimicrobial resistance, Enterobacteriaceae, Poultry production.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o crescimento na producdo e consumo de carne de
frango no Brasil impulsionou o setor agroalimentar a buscar solugbes para
problemas produtivos e a desenvolver inovagdes tecnoldgicas (BELUSSO;
HESPANHOL, 2010). Nos sistemas de producédo convencionais, as linhagens
das aves sao selecionadas geneticamente com foco em caracteristicas como o
rapido crescimento e eficiéncia alimentar, visando obter maiores rendimentos no
menor tempo possivel (AZEVEDO et al., 2016). Os antibidticos, além de tratar
infeccbes, passaram a ser usados para manter a qualidade do trato
gastrintestinal dos animais, e empregados como promotores de crescimento.
Administrados na racdo ou em conjunto com as vacinacdes, em pequenas
concentracbes e por periodos mais longos do que as doses terapéuticas ou
profilaticas, o uso indiscriminado esté altamente relacionado com o aumento da
resisténcia bacteriana (PANDOLFI; MOTA, 2020).

Essa preocupacdo vai além da saude animal. Microrganismos
multirresistentes, antes predominantes em ambientes hospitalares, agora estao
presentes na cadeia de producdo de alimentos, alcancando a alimentacdo
humana e transferindo genes de resisténcia a antibioticos (ARGs) para outras
bactérias ou contaminando o ambiente (COSTA; JUNIOR, 2017). Estudos
mostram que 73% dos antimicrobianos comercializados globalmente séo usados
na criacdo de animais, o que estad diretamente relacionado ao aumento de
infeccbes resistentes, impactando ndo apenas 0s animais, mas também os
humanos. Assim, para reduzir os efeitos negativos para a populacao, alternativas
mais sustentaveis de producdo de alimentos precisam ser analisadas (VAN
BOECKEL et al., 2019).

A resisténcia antimicrobiana em bactérias como Salmonella spp.,
Escherichia coli e Enterococcus spp. € particularmente preocupante, pois estas
bactérias estdo associadas frequentemente a surtos de infec¢des alimentares,
representando uma ameaca significativa a satude publica. Salmonella spp., € um
dos principais agentes de doencas de origem alimentar, podendo infectar
humanos por meio da ingestdo de carne contaminada ou manipulacao
inadequada de alimentos (contaminacdo cruzada). Escherichia coli,

especialmente cepas patogénicas como E. coli O157:H7, causa distarbios
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alimentares graves, incluindo diarreia hemorragica e sindrome hemolitico-
urémica, com risco de morte em grupos vulneraveis. Enterococcus spp.,
comumente encontrados no trato gastrintestinal de humanos e animais, podem
causar infecgbes graves como bacteremia e endocardite, especialmente em
ambientes hospitalares (BROWN et al., 2021; LIUBOJEVIC et al., 2016). Neste
sentido, estudar formas alternativas de producéo de carne de frango, como os
sistemas que ndo utilizam antibioticos durante o ciclo produtivo, como o sistema
antibiotic-free, pode trazer informacdes importantes sobre a disseminacdo de
resisténcia bacteriana na producdo de carne, subsidiando a aplicacdo de
ferramentas e acdes praticas que podem ser aplicadas na producéo
convencional de modo a reduzir a transmissdo e disseminacdo de bactérias
resistentes ou seus ARGs. A producéo antibiotic-free envolve criar aves sem o
uso de antibiéticos em qualquer fase de seu desenvolvimento, por meio da
implementacdo de praticas de manejo rigorosas, incluindo melhoramento
genético, nutricdo balanceada, biosseguridade, uso de vacinas, probiéticos e
prebidticos, visando manter a salde das aves e prevenir doen¢as sem recorrer
aos antibioticos (AZEVEDO et al., 2016; SANTOS et al., 2023).

Assim, a crescente demanda por alimentos produzidos de maneira mais
sustentavel e a urgéncia em mitigar a resisténcia bacteriana tém impulsionado a
busca por sistemas alternativos de producao. No entanto, ainda existem desafios
significativos na implementacdo desse sistema em larga escala, principalmente
em relacdo a manutencdo da saude animal, bem-estar e controle de patégenos
sem o uso de antibiéticos. Estudos que comparem a prevaléncia e a resisténcia
antimicrobiana de patdégenos em sistemas convencionais e antibiotic-free s&o
essenciais para avaliar os reais impactos dessas estratégias na seguranca dos
alimentos e na saude publica. Assim, compreender as implicagcdes do uso de
antibiéticos na produgdo animal e as alternativas viaveis € crucial para o
desenvolvimento de politicas e praticas que promovam a producdo segura e
sustentavel de alimentos (FLORES; MELO, 2014; MAK et al., 2022).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A PRODUCAO DE FRANGO DE CORTE NO BRASIL

A producdo de frangos de corte € uma das atividades agricolas mais
importantes do Brasil, 0 que coloca o pais como um dos mais importantes
produtores de carne de frango do mundo. O rapido crescimento da avicultura no
Brasil comecou na década de 1960 com a adogdo de novas tecnologias e racas
de aves mais produtivas, possibilitando que o setor crescesse ainda mais nas
décadas seguintes. Passou a importar, neste periodo, linhagens de frangos
geneticamente melhoradas que sdo altamente eficientes quanto a conversao
alimentar. Além disso, a adocéo de sistemas de confinamento intensivo permitiu
uma maior densidade de aves por metro quadrado, otimizando o uso de recursos
e aumentando a produtividade. Essa evolucdo foi acompanhada pela
mecanizacao do processo de abate, armazenamento e transporte, o que garantiu
uma cadeia produtiva mais eficiente e a expansdo do setor para mercados
internacionais (MEDINA; CAFE; OLIVEIRA, 2020; RODRIGUES et al., 2014).

Alguns fatores, como as condicfes climaticas e grande producao de graos
voltada & alimentacdo animal, impulsionaram o crescimento continuo da
producdo no pais. As principais regides produtoras incluem o Sul e o Sudeste,
com destaque para os estados do Rio Grande do Sul e Parana, que juntos
representam uma parte significativa da producédo nacional. Além disso, a
producdo avicola brasileira utiliza tecnologias avancadas, como sistemas de
integracao vertical, que permitem o controle eficiente de toda a cadeia produtiva,
desde a reproducdo até a comercializacdo, garantindo alta eficiéncia e
padronizacdo na producéo (SOUZA et al., 2021).

A producéo no Brasil € marcada pela alta tecnificacéo, especialmente no
gue se refere ao controle sanitario e ao uso de genética avancada. A introducao
de programas de melhoramento genético possibilita que as aves produzidas
sejam mais eficientes na conversao alimentar e no ganho de peso, reduzindo o
tempo de engorda e, consequentemente, 0s custos de producdo. Esses
avancos, aliados a um rigoroso controle de sanidade animal, ajudam a manter a
producdo de frango brasileira em niveis elevados de qualidade e seguranca
(LENTZ, 2022; RODRIGUES; YADA, 2018).
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Os sistemas de produc¢éao variam entre os modelos convencionais, caipira
e sistemas livres de antibidticos (antibiotic-free). A integracdo vertical,
predominante no Brasil, permite que empresas fornegcam pintainhos, ragéo e
assisténcia técnica, enquanto os avicultores sdo responsaveis pelos animais da
criacdo ao abate, assegurando a padronizacdo e eficiéncia no processo
produtivo. O setor avicola brasileiro é internacionalmente reconhecido pela
qualidade dos produtos e pelos rigorosos controles sanitarios implementados,
que garantem maior seguranca microbiolégica dos produtos exportados. Como
consequéncia, o Brasil € um dos principais exportadores de carne de frango,
atendendo a varios mercados internacionais, como China, Unido Europeia e
paises do Oriente Médio (MAK et al., 2022; PAULINO et al., 2019).

A competitividade do frango brasileiro no mercado internacional é
impulsionada por diversos fatores, como o baixo custo de producéo, a eficiéncia
dos sistemas produtivos e a grande disponibilidade de insumos, mas a
sustentabilidade desse sistema de producéo tem se tornado tema crescente na
avicultura. A¢des voltadas a reducao do impacto ambiental e a promocao do
bem-estar animal estdo sendo cada vez mais implementadas, refletindo nas
praticas de manejo e inovacgles tecnoldgicas adotadas na area (FEIL et al.,
2019). Praticas importantes como a reducao da densidade dentro das granjas, o
uso de enriquecimento ambiental, a melhoria das condi¢gbes de transporte dos
animais e o abate humanitario tém sido adotadas para garantir que essas
necessidades sejam respeitadas (LENTZ, 2022; PAULINO et al., 2019).

Além das iniciativas voltadas para o bem-estar animal, o uso de
antibiéticos na avicultura de corte tem ganhado destaque nas discussdes sobre
sustentabilidade e seguranga alimentar. Embora o Brasil seja pioneiro na
implementacdo de sistemas antibiotic-free, o uso de antibidticos como
promotores de crescimento ainda € uma pratica comum nos sistemas
convencionais, e a crescente preocupacdo com o0 desenvolvimento de
resisténcia bacteriana, tanto entre consumidores quanto entre agéncias
reguladoras, tém alavancado a busca por alternativas que visam a saude animal
e a seguranca de alimentos (LENTZ, 2022; RODRIGUES; YADA, 2018).
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2.2 ANTIBIOTICOS COMO PROMOTORES DE CRESCIMENTO

Na producédo convencional, o uso de antibiéticos como promotores de
crescimento (APCs) tem sido uma pratica comum devido aos beneficios na
eficiéncia produtiva. Esses medicamentos aceleram o ganho de peso das aves
e melhoram a converséo alimentar, o que aumenta a lucratividade e possibilita
oferecer um produto final a precos mais baixos. Entretanto, a crescente
conscientizacdo sobre os impactos dos APCs na saude publica e no meio
ambiente tem levado a maior demanda por produtos rotulados como “sem
antibioticos” ou “criados sem antibiéticos” (AGYARE et al., 2016; SCHERER;
BOTONI; COSTA-VAL, 2016).

No Brasil, a utilizacdo de antibiéticos promotores de crescimento (APCs)
€ amplamente adotada e desempenha um papel importante no desenvolvimento
e na competitividade da industria avicola. Esses antibiéticos séo utilizados para
promover o crescimento e melhorar a eficiéncia alimentar dos frangos,
contribuindo para a reducao do tempo de producao e aumento da produtividade.
Essa prética tem sido essencial para garantir a oferta de carne de frango
acessivel e de qualidade, atendendo tanto a demanda interna quanto as
exigéncias de exportacdo. O uso indiscriminado e prolongado na producéo
animal é apontado como um dos principais contribuintes para a emergéncia e
disseminacgéo de bactérias resistentes. Quando antibidticos séo usados de forma
continua em doses subterapéuticas, como ocorre com os APCs, pode ocorrer
presséao seletiva de isolados bacterianos resistentes, que podem ser transmitidas
aos humanos através do consumo de carne contaminada, contato com 0s
animais ou com o ambiente. Além dos riscos para a saide humana, a resisténcia
bacteriana também traz desafios para a salude animal. Bactérias resistentes
podem se disseminar rapidamente entre os animais de uma granja, dificultando
o controle de surtos de doencas, aumentando a mortalidade, a queda na
producdo e os custos com tratamentos veterinarios (AGYARE et al., 2016;
LENTZ, 2022; SCHERER; BOTONI; COSTA-VAL, 2016).

Muitos paises tém implementado regulamentos e normativas mais
rigorosos sobre o uso dos APCs na produgéo animal. No Brasil, a legislacao
sobre o uso de antibiéticos em animais de producao foi progressivamente ficando
mais rigida ao longo dos ultimos anos. O Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento (MAPA) tomou medidas continuas para restringir o uso de
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antimicrobianos como promotores de crescimento, refletindo a crescente
preocupacao com a resisténcia antimicrobiana.

Em 2020 foi promulgada a Instru¢do Normativa SDA n°® 1, que proibiu a
fabricacdo, comercializacdo e utilizacdo de varios antimicrobianos como
promotores de crescimento. Entre os antibiéticos incluidos estdo a tilosina, a
lincomicina, a tiamulina e a virginiamicina, todos classificados como de grande
importancia para a medicina humana e veterinaria. Essa proibi¢éo esta alinhada
com recomendacdes internacionais, como as da Organiza¢gdo Mundial da Saude
(OMS) e da Organizacao Mundial de Saude Animal (OIE), que visam preservar
a eficacia dos antibidticos criticos ao reduzir seu uso na producao animal. Além
disso, essas acoOes refletem os esforcos do Brasil em atender aos padroes
globais de seguranca alimentar e em combater a resisténcia antimicrobiana, uma
das maiores ameacas a saude publica do século XXI (BRASIL, 2020;
PANDOLFI; MOTA, 2020).

No ambito global, a resisténcia bacteriana é reconhecida como um
problema que exige esforgos colaborativos para o desenvolvimento de politicas
internacionais que promovam 0 uso consciente de antibioticos. A adocao de
sistemas de producao sem o uso de antibiéticos, embora desafiadora em termos
técnicos e econdmicos, tem sido explorada como alternativa viavel para mitigar
os efeitos da resisténcia microbiana (LENTZ, 2022; RAPOSO; DEFENSOR;
GRAHL, 2019).

2.3 PRODUCAO CONVENCIONAL DE FRANGO

A producéo convencional de frango de corte no Brasil € caracterizada pela
criacao intensiva, fortemente integrada a industria agropecuaria, especialmente
em regibes como o Oeste Paranaense. Essa producdo depende de alta
tecnologia e controle rigoroso do manejo para garantir a produtividade em larga
escala. A utilizacdo de sistemas automatizados e praticas avancadas de
biosseguranca viabiliza que os produtores atendam a crescente demanda por
carne de frango. Embora o sistema convencional ofereca vantagens em termos
de eficiéncia produtiva, também enfrenta pressGes relacionadas a
sustentabilidade e as novas exigéncias do mercado. O uso intensivo de recursos
e a superlotacdo nas granjas sao questdes frequentemente discutidas, exigindo
melhorias continuas nas praticas de manejo (BELUSSO; HESPANHOL, 2010)
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O uso de APCs nesse sistema esta ligado com a aceleracdo do
crescimento das aves, permitindo ciclos de producéo mais curto e ageis, melhora
na conversao alimentar diminuindo o consumo de racao, reducao de doencas
subclinicas, que mesmo sem sinais clinicos podem afetar o crescimento das
aves, gerando assim uma padronizacao do produto final com relacdo a tamanho
e qualidade e diminuindo perdas econdémicas aos produtores (AGYARE et al.,
2016; COSTA et al., 2017).

Em sistemas convencionais, os aviarios podem alojar entre 20.000 e
50.000 frangos, com uma densidade média de aproximadamente 15 a 20 aves
por metro quadrado. S&o equipados com sistemas automatizados de
alimentacao, bebida, ventilacdo e controle de temperatura, que proporcionam
uma gestao eficiente da producdo. O ciclo de producéo € relativamente curto,
com o tempo de crescimento das aves variando entre 35 e 42 dias, com peso
ideal para abate que varia entre 2,5 e 3,5 kg, dependendo da genética e das
condi¢cdes de manejo (RODRIGUES; YADA, 2018; SCHMIDT; SILVA, 2017).

Apesar das vantagens econdmicas, 0s sistemas de producdo que
continuam a usar APCs enfrentam pressfes tanto regulatorias quanto de
mercado. As exportacdes para outros mercados, como a Unido Europeia, ja
demandam o cumprimento de normas que restringem o uso de antibiéticos.
Internamente, a mudanca nas preferéncias dos consumidores e a necessidade
de atender as exigéncias de certificacbes especificas estdo forcando os
produtores a reconsiderarem suas praticas. O uso continuo de antibiéticos pode
mascarar problemas subjacentes de manejo e condicbes de criagdo, como
superlotacéo e falta de higiene, que, se ndo abordados, podem resultar em
problemas de saude a longo prazo e comprometer a sustentabilidade do sistema
produtivo (DE ARAUJO et al., 2022; REGITANO; LEAL, 2010).

2.4 PRODUQAO ANTIBIOTIC-FREE

A producdo de frangos em sistemas antibiotic-free tem crescido e
ganhado destaque no Brasil e em outros paises, como uma resposta as
crescentes preocupacdes sanitarias. Esse sistema é caracterizado pela criacdo
de aves sem 0 uso de antibioticos, seja como promotores de crescimento ou para
fins terapéuticos, desde o nascimento até o abate. Essa produgcdo tem como

caracteristica rigorosos principios de manejo, incluindo biosseguridade, nutricdo
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adequada, selecdo genética e bem-estar animal, todos associados para manter
a saude das aves e garantir a produtividade (BERG, 2001; RODRIGUES; YADA,
2018).

Esse tipo de produgdo passa por uma rigorosa verificagdo, com cada
certificacdo seguindo suas proprias regras e regulamentos. Alguns exemplos de
certificacdes incluem a Certified Humane, que proibe o uso de antibidticos e tem
grande foco no bem-estar animal; a Organico Brasil, certificagéo brasileira que
assegura métodos de producdo sustentaveis; e a No Antibiotics Ever (NAE), que
garante que as aves nao foram expostas a antibidticos em nenhuma fase de sua
vida (AZEVEDO et al., 2016; DE REZENDE PERETTI; ARAUJO, 2010).

A biosseguridade € um elemento muito importante nesse sistema, e
envolve préticas rigorosas que visam prevenir a entrada e disseminacdo de
patdgenos. O controle de visitantes, desinfeccdo de veiculos, quarentena de
novas aves, e manejo adequado de residuos e agua sao acfes implementadas
nesse tipo de producédo. A nutricdo também é fundamental, exigindo a oferta de
uma dieta equilibrada que favore¢ca um microbioma intestinal saudavel. Aditivos
como probidticos, prebidticos, acidos organicos e enzimas sao frequentemente
utilizados para melhorar a saude intestinal (LENTZ, 2022; REIS; VIEITES, 2019).

Apesar dos beneficios que esse sistema pode gerar, a producéo
antibiotic-free enfrenta desafios, como o risco de surtos de doencgas, que podem
aumentar a mortalidade e, consequentemente, 0s custos para os produtores,
refletindo num maior valor do preco ao chegar nas géndolas dos supermercados.
Sem antibidticos, as praticas de manejo preventivas precisam ser mais rigorosas
e 0s custos de producdo tendem a ser mais altos devido ao uso de aditivos
naturais, manejo mais intensivo e cuidados em biosseguridade (ALEXANDRINO
et al., 2020; AZEVEDO et al., 2016).

Essas a¢Oes podem resultar em diferencas significativas no desempenho
produtivo em comparacao com a producao convencional. Em geral, aves criadas
sem antibidticos tendem a ter um ganho de peso ligeiramente menor e uma
conversédo alimentar menos eficiente, o que pode prolongar o tempo necessario
para alcancar o peso de abate, que varia de 38 a 45 dias. Isso pode ocorrer
porque, na auséncia de antibidticos, as aves podem ser mais suscetiveis a

pequenas infecgbes que, mesmo sem causar sinais clinicos, podem impactar o
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crescimento dos animais (ALEXANDRINO et al., 2020; OLIVEIRA; PEREIRA;
ZAMBERLAM, 2020).

2.5 PREOCUPAGOES COM RELAGAO A RESISTENCIA BACTERIANA

Com o desenvolvimento da producao de alimentos, as discussfes sobre
o impacto do uso de antibioticos e a emergéncia da resisténcia bacteriana
cresceram, refletindo as preocupacfes globais em saude publica. O uso
indiscriminado de antibiéticos na producdo animal pode comprometer a saude
das aves e ter implicacdes diretas na seguranca alimentar e na saide humana,
especialmente no contexto das doencas veiculadas por alimentos (DVA)
(GOTTARDO et al., 2021; MELO et al., 2018).

Ambientes de producdo animal, como granjas e aviarios, podem atuar
como um reservatério para bactérias resistentes e genes de resisténcia
antimicrobiana (ARGs) (ROSA; SILVA; SOUZA, 2021). Esse ambiente favorece
a disseminagdo de microrganismos resistentes, aumentando o0 risco de
contaminacgao dos alimentos e, consequentemente, a ocorréncia de infeccoes. A
presenca desses patdégenos ndo sé eleva a morbidade e a mortalidade, como
também contribui para o aumento dos custos de saude, decorrentes de
tratamentos mais complexos e prolongados (SANTOS et al., 2007; TIAGO et al.,
2020).

Na producédo avicola, o uso de antibiéticos pode favorecer a selecdo de
bactérias resistentes, comprometendo toda a cadeia produtiva e facilitando a
transmissdo de microrganismos. Essa transmissdo ndo se restringe as aves,
mas também alcanca os consumidores finais, ilustrando claramente a
necessidade de estratégias integradas de controle. Assim, as praticas produtivas
impactam ndo apenas a saude das aves e a qualidade dos alimentos
consumidos, mas também o equilibrio ecolégico de forma mais ampla
(GOTTARDO et al., 2021; MONTORO-DASI et al., 2023).

Entre os microrganismos mais preocupantes, estdo Salmonella spp. e E.
coli, responsaveis por infecgdes intestinais e extra-intestinais, algumas delas
graves, como as causadas pelo sorotipo E. coli 0157:H7. Espécies do género
Enterococcus, como Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis, também se
destacam por sua resisténcia a multiplos antibiéticos, incluindo a vancomicina.

Além disso, outros patdgenos relevantes no contexto da seguranca alimentar e
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da resisténcia antimicrobiana incluem os géneros Campylobacter e Listeria.
(DALMOLIN et al., 2022; FLORES; MELO, 2014).

2.6 Salmonella spp.

Entre os microrganismos de maior relevancia na producdo avicola,
destaca-se o género Salmonella, que inclui mais de 2.500 sorotipos diferentes,
muitos dos quais séo patogénicos para humanos e animais. Sao bactérias gram-
negativas, em forma de bastonete, mdveis e facultativamente anaerobias,
conhecidas por sua capacidade de causar infeccbes gastrointestinais e
sistémicas. Essa bactéria foi isolada em 1885 por Daniel ElImer Salmon, e desde
entdo, tornou-se um dos patdégenos bacterianos mais estudados e conhecidos
por seu impacto significativo na saude publica e na industria alimenticia (POPA;
POPA, 2021).

No que diz respeito a sua classificacdo, Salmonella spp. é dividida em
duas espécies principais: Salmonella enterica e Salmonella bongori. A espécie
Salmonella enterica é a mais relevante clinicamente e € subdividida em seis
subespécies, sendo a subespécie enterica a que contém a maioria dos sorotipos
associados a infeccdes humanas. Além disso, o ciclo de vida e a transmisséo da
Salmonella ocorrem principalmente através da via fecal-oral, contaminando
alimentos e agua. Seus reservatorios naturais incluem uma variedade de
animais, como aves, répteis e mamiferos, sendo os produtos avicolas
frequentemente associados a surtos em humanos (BUNCIC; SOFOS, 2012,
POPA; POPA, 2021).

Quanto aos sintomas, a infeccdo por Salmonella, conhecida como
salmonelose, pode variar de gastroenterite leve a grave, caracterizada por
diarreia, febre e cdlicas abdominais, até infec¢cdes mais severas, como febre
tifoide, causada pelo sorotipo Salmonella Typhi. E uma das principais causas de
doencas veiculadas por alimentos (DVA) em todo o mundo. Estima-se que cause
milhdes de casos de infeccdo anualmente, com uma carga significativa de
morbidade e mortalidade, particularmente em regides com sistemas de vigilancia
e controle menos eficazes (ANTUNES et al., 2016; KHATER et al., 2021).

No Brasil, Salmonella € responsavel por um nimero significativo de surtos
de DVA, estando frequentemente ligada a produtos avicolas (MIRANDA et al.,

2020). Devido a sua capacidade de colonizar o trato gastrointestinal das aves,
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muitas vezes sem causar sintomas clinicos evidentes, o que facilita a
contaminacgao durante o processamento dos alimentos (RAPOSO; DEFENSOR;
GRAHL, 2019).

A prevencéo da infeccdo por Salmonella na cadeia de produgéo alimentar
envolve praticas rigorosas de higiene e biosseguranca em todas as etapas do
processo. O controle eficaz depende da identificacdo e mitigacdo dos pontos
criticos de contaminacgdo. A vacinacao de aves € uma estratégia importante para
reduzir a prevaléncia da bactéria nas granjas e, assim, diminuir a contaminacao
dos alimentos. Além disso, inovagdes tecnologicas, como tratamentos térmicos
e métodos de descontaminacéo (como irradiacao e altas pressées hidrostaticas),
sdo essenciais para reduzir a carga de Salmonella em produtos alimentares
(MIRANDA et al., 2020; RAPOSO; DEFENSOR; GRAHL, 2019).

2.7 Escherichia coli

Outro microrganismo de importancia € a Escherichia coli, uma bactéria
gram-negativa, em formato de bastonete, pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Amplamente encontrada no intestino, tanto de animais
qguanto humanos, a maioria dos isolados de E. coli ndo sdo patogénicos e
desempenham um papel importante na microbiota intestinal. No entanto,
algumas cepas podem causar doencas graves. Foi descoberta em 1885 em
estudos sobre a microbiota intestinal de recém-nascidos e, desde entéo, se
tornou um dos organismos modelo mais estudados na biologia, devido a sua
simplicidade e facilidade de cultivo em laboratorio (SILVA; MENDES, 2022).

Embora muitas cepas de E. coli sejam comensais, algumas sao
patogénicas e podem causar doencas nos humanos, variando de infeccdes
intestinais leves a doencas graves, como colite hemorragica e sindrome
hemolitico-urémica. Essas infec¢cdes sdo um problema significativo de saude
publica, especialmente em paises em desenvolvimento.

E dividida em vérias categorias patogénicas, com base em seus fatores
de viruléncia e manifestacdes clinicas. As principais incluem E. coli
enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica
(EHEC), enteroinvasiva (EIEC) e enteroagregativa (EAEC) (KHATER et al.,
2021; MAESTRI et al., 2020).
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Dentre essas categorias, 0 sorogrupo mais conhecido de E. coli
enterohemorragica (EHEC) € o0 O157, responsavel por surtos graves de doencas
transmitidas por alimentos, com alta incidéncia em criangas e idosos. A infec¢cao
pode resultar em sintomas graves, como diarreia sanguinolenta e complicagbes
como a sindrome hemolitico-urémica, que afeta os rins. Além disso, as cepas
patogénicas possuem diversos fatores de viruléncia, como toxinas, adesinas e
sistemas de secrec¢ao, que permitem a colonizacéo do hospedeiro e a evaséo da
resposta imune. Esses fatores séo responsaveis pelas diferentes manifestacdes
clinicas associadas as infecc¢des por E. coli (LEITE et al., 2020).

A transmissdo ocorre principalmente por meio de alimentos e agua
contaminados, destacando a importancia da seguranca alimentar. No Brasil, E.
coli é frequentemente associada a surtos especialmente em contextos de
saneamento precario e condicfes inadequadas de higiene (GURGEL; SILVA,;
SILVA, 2020).

O crescente aumento de cepas multirresistentes de E. coli € uma
preocupacao importante, especialmente em cepas patogénicas. O uso
inadequado de antibiéticos na medicina humana e veterinaria tem contribuido
para o surgimento e disseminacao dessas cepas. Dentro do setor agropecuario,
€ comum em animais de producédo e pode causar doencas que comprometem
tanto o bem-estar dos animais quanto a produtividade (MAESTRI et al., 2020;
MARRERO-MORENO et al., 2017). A prevencado de infeccdes, por sua vez,
envolve praticas rigorosas de higiene e seguranca dos alimentos, desde a
producdo até o consumo. Isso inclui o cozimento adequado dos alimentos, o
tratamento da agua e a higiene pessoal. Métodos de diagnéstico rapido, como o
PCR e o cultivo bacteriano sdo essenciais para a identificacdo de E. coli
patogénica e o0 manejo eficaz de surtos, diminuindo também o impacto
econdbmico resultante da perda de produtividade e da retirada de produtos
contaminados do mercado (PERUZY et al., 2019).

2.8 Enterococcus spp.

Enterococcus spp. é um grupo bacteriano de grande importancia para a
saude publica e seguranca alimentar. Esse género de bactérias gram-positivas
e aerodbicas inclui espécies comensais encontradas no trato gastrintestinal de

humanos e animais. As espécies mais conhecidas sdo Enterococcus faecalis e
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Enterococcus faecium, frequentemente associadas a infec¢cdes hospitalares,
mas que também podem ser veiculadas por alimentos contaminados. Embora
faca parte da microbiota intestinal, essas bactérias tém potencial patogénico e
estdo associadas a diversas infecc¢des, incluindo infec¢des do trato urinario,
bacteremia e endocardite (KRAWCZYK et al., 2021).

Esse microrganismo pode ser detectado em diversos produtos, como em
carnes, laticinios e vegetais, geralmente devido a contaminacao fecal durante o
processamento inadequado dos alimentos. A contaminagao de alimentos ocorre
com frequéncia durante o abate e o processamento de animais de producéo,
principalmente quando praticas inadequadas de higiene séo realizadas. Nessas
situacdes, as bactérias do trato intestinal podem se disseminar para a carne e
outros produtos alimentares. Além disso, a manipulacdo inadequada de
alimentos em cozinhas, tanto comerciais quanto domeésticas, pode resultar em
contaminacgdo cruzada, promovendo a disseminacdo desse microrganismo no
ambiente (KRAWCZYK et al., 2021; LIMA et al., 2023).

Tem como caracteristica a resisténcia a condi¢cdes adversas, como altas
concentracfes de sal e variagdes de temperatura, o que facilita a sobrevivéncia
em alimentos processados e dentro da cadeia produtiva (HANCHI et al., 2018).
A ingestdo de alimentos contaminados é a principal via de exposicao a
Enterococcus spp. nos humanos. Quando ingeridos, permitem que as bactérias
colonizem temporariamente ou, em casos mais raros, que causam infeccdes. Em
individuos saudaveis, a presenca de Enterococcus geralmente ndo provoca
doencas, porém pessoas imunocomprometidas ou em ambientes hospitalares
estdo mais propensas a quadros de infeccBes graves, muitas vezes de dificil
tratamento devido a resisténcia a multiplos antibidticos (LIMA; ALMEIDA;
OLIVEIRA, 2020).

Acles visando minimizar a contaminagdo por Enterococcus spp. s&o
cruciais. A implementacéo de praticas rigorosas de higiene ao longo de toda a
cadeia de producéo, incluindo medidas de controle eficazes durante o abate e o
processamento, bem como a adocdo de boas praticas de manipulacdo em
cozinhas comerciais e domésticas, sdo de suma importancia. O monitoramento
continuo da presenca de Enterococcus spp. em alimentos é essencial para
avaliar os riscos potenciais e desenvolver estratégias de mitigacao apropriadas,

assim como a educacdo de consumidores e trabalhadores da induastria
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alimenticia sobre a importancia da manipulacdo adequada de alimentos para
reduzir a contaminacao e prevenir a disseminacao destas e de outras bactérias
(BORTOLAIA; ESPINOSA-GONGORA; GUARDABASSI, 2016; SANTOS et al.,
2023).

2.9 MECANISMOS DE RESISTENCIA MICROBIANA

As bactérias desenvolvem resisténcia contra antibiéticos alterando o alvo
do antibidtico, fabricando enzimas inativadoras para o antibiotico ou expulsando
ativamente os antibidticos da célula bacteriana. Dessa forma, tendo
desenvolvido resisténcia, as bactérias podem sobreviver e se multiplicar na
presenca de compostos que, de outra forma, as matariam. Além disso, genes
que codificam resisténcia a antibidticos contra varias classes de agentes
antimicrobianos podem ser trocados por bactérias por meio de elementos
genéticos moveis, como plasmideos e transposons, fornecendo assim maneiras
eficazes de como se disseminar rapidamente entre diferentes géneros e
espécies bacterianas. Isso facilita a disseminacao da resisténcia, tornando o
controle de infeccbes bacterianas um grande problema tanto em ambientes
clinicos quanto agricolas (MOREIRA et al., 2013; LENTZ, 2022).

A resisténcia microbiana pode ser intrinseca ou adquirida. A resisténcia
intrinseca é o fendtipo natural pelo qual espécies de bactérias ndo respondem a
antibioticos especificos pois o0 antibiotico ndo consegue permear a parede celular
bacteriana ou quando o antibiético ndo tem um alvo molecular necessario para
sua acdo antimicrobiana. Por exemplo, muitas bactérias gram-negativas
apresentam resisténcia intrinseca a vancomicina, pois este € um antibiético ativo
apenas contra bactérias gram-positivas. Essas células ndo permitem que o
antibiotico passe pela membrana externa (DALMOLIN et al., 2022).

Bactérias resistentes sdo capazes de atingir resisténcia ativa por efluxo
ou protecdo de seus locais-alvo. Também por resisténcia passiva, com 0
antibiotico sendo degradado ou modificado, e esses processos podem ocorrer
por transferéncia horizontal. A transmissédo horizontal de genes compreende
mecanismos como conjugacao, transformacdo e transducdo. Quando duas
bactérias entram em contato direto e plasmideos carregando 0s genes para
resisténcia ativa sdo transferidos para outra bactéria, isso é conhecido como

conjugacdo. Na transformagdo, uma bactéria absorve DNA livre de seus
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arredores. Bacteriéfagos sdo capazes de transducdo; séo virus que infectam
bactérias e, em alguns casos, carregam células bacterianas com material
genético que pode ser injetado em uma nova bactéria, modificando efetivamente
o fenotipo do receptor (ALOS, 2015; DALMOLIN et al., 2022).

Outro meio comum de resisténcia microbiana é quando a permeabilidade
da membrana celular é alterada para que o antibiotico seja impedido de entrar
na célula bacteriana. Algumas bactérias sédo capazes de modificar suas porinas,
proteinas que criam canais nas membranas externas, resultando em uma
reducdo da entrada de antibidticos. Esse mecanismo é comum em bactérias
gram-negativas, como Pseudomonas aeruginosa, que exibe alta resisténcia
intrinseca contra uma ampla gama de antibioticos devido a baixa permeabilidade
as suas membranas externas (ALMEIDA et al., 2023; OLIVEIRA; PEREIRA;
ZAMBERLAM, 2020).

Outro mecanismo de resisténcia comum é a modificacdo no local da acéo
do antibidtico. As bactérias podem alterar a estrutura das proteinas alvo,
tornando-as relativamente com baixa afinidade pelo antibiético, tornando-o
ineficaz. Esse tipo de mecanismo explica a maior parte da resisténcia aos
macrolideos, incluindo a eritromicina, pela qual as bactérias alteram a estrutura
do ribossomo, e o antibiético ndo se liga. Da mesma forma, a resisténcia a
fluoroquinolona resulta de mutacdes nos alvos primarios desses antibiéticos, as
enzimas DNA girase e topoisomerase |V, pelas quais as fluoroquinolonas néo
sdo capazes de interromper o processo de replicacdo do DNA na célula
bacteriana (HALAWA et al., 2023; MABLOZ, 2023).

Mecanismos de resisténcia intrinseca sao integrais as bombas de efluxo
bacterianas. Ou seja, sao sistemas de transporte ativos que expulsam
antibioticos e outros agentes nocivos do interior para a parte externa da célula,
diminuindo assim sua concentragdo no citoplasma bacteriano. Bactérias que tém
sistema de efluxo altamente ativo s&o resistentes a varios antibioticos, entre eles
tetraciclinas, quinolonas e macrolideos (HALAWA et al., 2023; MABLOZ, 2023).

Além disso, é de grande importancia que a resisténcia tenha evoluido por
meio da inativacdo ou destruicdo do antibiético por enzimas recém-produzidas.
Um caso em questdo séo as B-lactamases, que sdo enzimas que quebram o
anel B-lactamico nas penicilinas e cefalosporinas, tornando esses antibioticos

inativos. Uma preocupacao é a producgao de 3-lactamases de espectro estendido
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(ESBLSs) em bactérias gram-negativas, dado que essas enzimas sao capazes de
inativar ampla gama de antibiéticos B-lactamicos, entre eles as cefalosporinas
de terceira geracdo. A crescente incidéncia de bactérias produtoras de ESBL e
rapida disseminacdo sdo ameacas mais sérias a utilidade dos antibioticos
atualmente disponiveis para terapia (LANGKABEL et al., 2023; REYGAERT,
2018).

Além dos mecanismos acima estabelecidos, a resisténcia mediada por
integrons e transposons € de suma importancia na disseminacao da resisténcia
antimicrobiana. Os integrons sdo capazes de capturar e expressar genes
associados a resisténcia, os transposons sdo sequéncias de DNA moveis que
facilitam a transmissao de genes de resisténcia de uma espécie bacteriana para
outra, em elementos genéticos. A rapida adaptacdo de populacdes bacterianas
a novos antibidticos acelera a disseminacdo da RAM devido a esses
mecanismos genéticos em variedade de ambientes, nomeadamente hospitais e
ambientes agricolas (HALAWA et al., 2023; MUNITA; ARIAS, 2015).

Tais adaptacfes metabdlicas podem ser feitas pelas proprias bactérias.
As vias metabdlicas bacterianas sédo alteradas ou reguladas positivamente na
producdo de metabdlitos que atuam como inibidores competitivos do antibiético
em seu alvo molecular. Por exemplo, na resisténcia a sulfonamidas, as bactérias
regulam positivamente sua producao de acido para-aminobenzoico, importante
precursor do acido folico. Elas estdo respondendo diretamente a inibicdo da
enzima (da 7, 8-desidratase) em uma etapa critica na via para a sintese de acido
félico (BEZERRA et al., 2017; MUNITA; ARIAS, 2015).

Em outras palavras, os mecanismos de resisténcia antimicrobiana sao
complexos e multifatoriais, indo de modificagdes na membrana celular a
recepcao de genes de resisténcia por transferéncia horizontal. Essa diversidade
de estratégias adaptativas torna a resisténcia antimicrobiana um dos maiores
desafios na medicina e agricultura modernas. O uso crescente de antibioticos —
tanto na medicina humana quanto animal — acelerou a selecdo de bactérias
resistentes, tornando as infeccbes complicadas de tratar e promovendo a
disseminagdo da resisténcia em diversos ambientes (DALMOLIN et al., 2022;
MOREIRA et al., 2013).



35

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a prevaléncia e a resisténcia
antimicrobiana de isolados de Salmonella spp., Escherichia coli e Enterococcus
spp. provenientes de sistemas de producao de frangos de corte convencionais e

antibiotic-free, ao longo das etapas da cadeia produtiva.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste estudo foram:

(1) Determinar a prevaléncia de Salmonella spp., Escherichia coli e
Enterococcus spp. em amostras coletadas de diferentes etapas da cadeia
produtiva (pré-alojamento, meio do alojamento, final do alojamento e
abatedouro) nos sistemas de producdo de frango de corte convencional e
antibiotic-free, considerando a sazonalidade, o tipo e a etapa de producgéo, além
do tipo de amostras.

(2) Avaliar a resisténcia dos isolados aos antimicrobianos,
comparando os dois sistemas de producédo de frango de corte e identificando as
taxas de resisténcia em cada etapa da cadeia produtiva;

(3) Analisar as taxas de multirresisténcia (MDR) dos isolados nos

sistemas de producao de frango de corte convencional e antibiotic-free.
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RESUMO

A cadeia produtiva de frango de corte tem um papel fundamental na economia
do Brasil, sendo o pais um dos maiores produtores e exportadores mundiais de
carne de frango. No entanto, a resisténcia antimicrobiana é uma preocupacao
crescente para a saude publica e esta diretamente relacionada ao uso de
antimicrobianos na producdo animal. O aumento da demanda por sistemas de
producdo sem o uso de antibidticos reforca a necessidade de estudos
comparativos sobre os perfis de resisténcia bacteriana nesses sistemas. Este
estudo avaliou a prevaléncia e o perfil de resisténcia antimicrobiana de isolados
de Salmonella spp. (n=186), Escherichia coli (h=1000) e Enterococcus spp.
(n=527) em sistemas convencionais e antibiotic-free de producéo de frangos de
corte no Brasil. Foram coletadas amostras (n=1079) ao longo do ciclo de
producdo em duas empresas do estado de Sao Paulo, um operando no sistema
convencional e outra no sistema antibiotic-free. As coletas ocorreram antes do
alojamento, durante o ciclo de producéo, no fim do alojamento, no abate e no
processamento, abrangendo amostras da granja (agua, racao, insetos, swabs
de arraste, swabs cloacais e amostras ambientais) e do abatedouro (swabs de

superficie e utensilios, enxague de carcacas e ceco). As amostras foram



38

submetidas a deteccédo bacteriana e a testes de sensibilidade a antimicrobianos
de diversas classes, sendo que isolados resistentes a trés ou mais classes foram
classificados como multidroga-resistentes (MDR). O sistema convencional
apresentou maior prevaléncia de Salmonella spp. e E. coli, enquanto
Enterococcus spp. foi mais prevalente no sistema antibiotic-free. Altos niveis de
resisténcia foram observados em ambos os sistemas. No sistema convencional,
99,13% (229/231) dos isolados de Enterococcus spp. foram classificados como
MDR, enquanto no sistema antibiotic-free esse valor foi de 98,99% (293/296).
Para E. coli, 95,2% (482/504) dos isolados no sistema convencional e 70,63%
(348/496) no antibiotic-free apresentaram resisténcia a trés ou mais classes de
antimicrobianos. Para Salmonella spp., 99,4% (183/186) dos isolados no sistema
convencional foram classificados como MDR, enquanto no sistema antibiotic-
free esse indice foi de 50% (1/2). A resisténcia observada incluiu antimicrobianos
de importancia critica para a medicina humana e veterinaria, como as
cefalosporinas de terceira geragao. Esses achados reforcam a necessidade de
politicas rigorosas para o controle e uso prudente de antimicrobianos na

producao avicola, visando minimizar os impactos na saude publica e animal.

1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o crescimento da producdo e consumo de carne de
frango no Brasil impulsionou inovacfes tecnoldgicas no setor agroalimentar,
visando melhorar a produtividade (BELUSSO; HESPANHOL, 2010). Nos
sistemas convencionais, as aves sdo geneticamente selecionadas para rapido
crescimento e eficiéncia alimentar, e os antibioticos sdo usados tanto para tratar
infec¢cdes quanto como promotores de crescimento, o que tem contribuido para
0 aumento da resisténcia bacteriana (PANDOLFI; MOTA, 2020). Essa
resisténcia, antes associada a ambientes hospitalares, agora atinge a cadeia
produtiva de alimentos, transferindo genes de resisténcia para outras bactérias
e contaminando o ambiente (COSTA; JUNIOR, 2017). Estudos apontam que
73% dos antimicrobianos globais séo usados na criacao de animais, contribuindo
para o aumento de infeccdes resistentes que impactam tanto animais quanto
humanos (VAN BOECKEL et al., 2019). Bactérias como Salmonella spp.,
Escherichia coli e Enterococcus spp. sdo particularmente preocupantes, pois
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estdo frequentemente associadas a surtos alimentares e representam uma
ameaca a saude publica. Salmonella spp. podem ser transmitida por carne
contaminada ou contaminacdo cruzada, enquanto E. coli pode causar doencas
graves, como diarreia hemorrdgica, e Enterococcus spp. pode provocar
infecgbes graves, como bacteremia (BROWN et al., 2021; LJUBOJEVIC et al.,
2016).

O sistema antibiotic-free, que ndo utiliza antibiéticos durante o ciclo
produtivo, tem sido estudado como uma alternativa para reduzir a resisténcia
bacteriana. Esse sistema adota praticas de manejo rigorosas, Como
melhoramento genético, nutricdo balanceada e uso de vacinas e probidticos,
visando manter a saude das aves sem recorrer aos antibiéticos (AZEVEDO et
al.,, 2016; SANTOS et al, 2023). A crescente demanda por alimentos
sustentaveis e a necessidade de mitigar a resisténcia bacteriana tém
impulsionado a busca por sistemas alternativos de producéo. No entanto, ainda
existem desafios significativos na implementacdo do sistema antibiotic-free,
principalmente quanto ao controle de patdégenos e a manutencdo da saude
animal. Estudos comparativos entre sistemas convencionais e antibiotic-free séo
essenciais para avaliar os impactos dessas estratégias na seguranca alimentar
e na saude publica (FLORES; MELO, 2014; MAK et al., 2022).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ASPECTOS ETICOS

O estudo segue o0s preceitos éticos estabelecidos pela legislacédo
brasileira. O protocolo de pesquisa (CEUA 0290/2023) foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, UNESP, em conformidade com a Lei n°® 11.794/2008 e
o Decreto n° 6.899/2009, bem como com as normas do Conselho Nacional de

Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).
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2.2 COLETA DE AMOSTRAS

Duas empresas localizadas no estado de S&o Paulo foram selecionadas
para o estudo. Uma das empresas realizava o abate de aves criadas em sistema
convencional, com uma capacidade de abate de 150.000 aves por dia. A
segunda empresa abate aves criadas em sistema antibiotic-free, dentro de
sistemas organicos ou livres de organismos geneticamente modificados (OGM),
com uma capacidade de abate de 37.000 aves por dia. Ambos os abatedouros
frigorificos operam sob o Sistema de Inspecao Federal, sendo que o abatedouro
antibiotic-free possui certificacfes especificas, como Organico Brasil, Certified
Humane, IBG ndo-OGM e NAAU (Nenhum Antibiético, Nenhum Anticoccidiano).

Para o estudo, foram selecionadas quatro propriedades rurais vinculadas
a cada empresa, totalizando oito propriedades. De cada uma dessas
propriedades, foram acompanhados dois lotes de producdo, um no inverno e
outro no verdo, totalizando 16 lotes. Cada lote foi monitorado durante todo o
periodo de alojamento, com coletas realizadas antes do alojamento das aves, no
meio do alojamento (14 a 21 dias), no final do alojamento (5 a 7 dias antes do
abate) e durante o processo de abate.

Foram coletadas 1.079 amostra, desse total, 540 amostras foram
provenientes de sistemas convencionais de produgdo, com 272 amostras
coletadas no inverno e 268 no verdao. Em sistemas de producao antibiotic-free,
foram coletadas 539 amostras, sendo 269 no inverno e 270 no verdo, conforme
descrito no Quadro 1.

Apés a coleta, todas as amostras foram acondicionadas em caixas
isotérmicos contendo gelo reciclavel até o momento das andlises. Todas as

amostras foram submetidas as analises microbiolégicas convencionais.

QUADRO 1 - Distribuicdo de amostras coletadas durante o periodo de
01/02/2023 a 20/07/2024 em granjas e abatedouros de frango de corte
convencionais e antibiotic-free do estado de Sao Paulo, Brasil.

Momento de ) Inverno 23 Verdo 23-24
Amostra Unidade amostral
coleta CONV ABF CONV ABF
Ambiente interno do
. Swab de arrasto 4 4 4 4
Antes do galpéo
alojamento Ambiente externo do
Swab de arrasto 4 4 4 4

galpdo
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Superficie de

Swab de superficie (pool

4 4 4 4
comedouros/bebedouros de 40 superficies)
Racgéao 5009
Agua 100 mL
Ambiente interno do
Swab de arrasto 4 4 4 4
galpdo
Ambiente externo do
Metade do Swab de arrasto 4 4 4 4
] galpdo
alojamento i i
Superficie de Swab de superficie (pool 4 4 4 4
comedouros/bebedouros de 40 superficies)
Animais Swab de cloaca 40 40 40 40
Ambiente interno do
Swab de arrasto 4 4 4 4
galpéo
Ambiente externo do
) . Swab de arrasto 4 4 4 4
Final do galpéo
alojamento Superficie de Swab de superficie (pool 4 4 4 4
comedouros/bebedouros de 40 superficies)
Insetos Pool de insetos 4
Humanos Swab de fezes
Equipamento de area  Swab de superficie (pool 4 4 4 4
suja de 4 equipamentos)
Equipamento de area  Swab de superficie (pool 4 4 4 4
limpa de 4 equipamentos)
. 3 ) Swab de superficie (pool
Utensilio de area suja . 4 4 4 4
de 4 utensilios)
. i ] Swab de superficie (pool
Abatedouro Utensilio de &rea limpa 4 4 4 4

de 4 utensilios)

Carcaga Cecos na evisceragao 40 40 40 40
Enxégue de carcaca
Carcaca 3 40 40 40 40
pos-escaldagem
Enxéague de carcaca
Carcacga 40 40 40 40

pos-resfriamento

Agua do chiller

100 mL

Enxague de carcaga

Produto final Carne 40 40 40 40
pronta
Total 272 268 269 270
Total por sistema 540 539
Total de amostras
1079

coletas

ABF — Antibiotic-free, CONV — Convencional.
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2.3 ISOLAMENTO DE Salmonella spp.

A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada seguindo as normas da ISO
6579 (ISO, 2017). As amostras foram enriquecidas em &gua peptonada
tamponada (APT, Oxoid™) e incubadas a 37 °C por 18-20h. Apds esse periodo,
1 mL da cultura enriquecida foi transferido para o caldo Muller-Kauffmann
tetrationato-novobiocina (MKTT, Oxoid™), e 0,1 mL foi transferido para o caldo
Rappaport-Vassilidis Soya (RVS, Oxoid™). O caldo MKTT foi incubado a 37 °C
por 24h e o RVS a 41,5 °C pelo mesmo periodo. Posteriormente, uma aliquota
de cada caldo foi semeada em agares Xilose Lisina Desoxicolato (XLD, Oxoid™)
e Bismuto Sulfito (BS, Oxoid™) e incubada a 37 °C por 24h.

Entre uma e trés colbnias tipicas de cada amostra foram selecionadas e
semeadas nos meios presuntivos: Agar Triple Sugar Iron (TSI, Oxoid™) e Agar
Lisina Ferro (LIA, Oxoid™), para confirmacao bioquimica preliminar. Isolados
confirmados em provas bioquimicas foram selecionados e armazenados em
caldo Triptona Soja (TSB, Oxoid™) com glicerol 20% a — 20 °C.

2.4 ISOLAMENTO DE E. coli

Para o isolamento de E. coli, as amostras foram enriquecidas em agua
peptonada tamponada (APT, Oxoid™) e incubadas a 37 °C por 18-24h. Apés
esta etapa, as aliquotas do caldo foram inoculadas em Agar Tryptone Bile X-
glucuronide (TBX, Oxoid™) e incubadas a 37 °C por mais 18-24h. As placas
resultantes foram examinadas, e uma colénia que apresentava caracteristicas
tipicas de E. coli (colénias azuis a verde azulada) foi selecionada por amostra e
entdo armazenada em caldo Triptona Soja (TSB, Oxoid™) com glicerol 20% a —
20 °C.

2.5 ISOLAMENTO DE Enterococcus spp.

O isolamento de Enterococcus spp. foi conduzido seguindo o protocolo
descrito por Klein et al.,, 1998, com as adaptacfes necessarias. As amostras
foram enriquecidas em agua peptonada tamponada (APT, Oxoid™) e incubadas
a 37 °C por um periodo de 18-24h. ApoOs a incubacdo, as amostras foram
semeadas em agar BBL Enterococossel™ (Bile Esculin Azide Agar, BD™) e

mantidas em incubacéo a 37 °C por 48 horas. Uma coldnia caracteristica de cada
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amostra foi selecionada e armazenada em caldo Triptona Soja (TSB, Oxoid™)

com glicerol 20% a — 20 °C.

2.6 CONFIRMAC}AO MOLECULAR

Apods o desenvolvimento de colénias com caracteristicas distintivas, os
microrganismos passaram por confirmacdo molecular usando as sequéncias
genéticas especificas. O gene invA (Quadro 2) foi utilizado para pesquisa de
Salmonella spp., enquanto a gene uspA (Quadro 2) foi utilizado para a pesquisa
de Escherichia coli e o gene Tuf (Quadro 2) para a pesquisa de género de
Enterococcus spp. A extracdo do DNA foi realizada utilizando um método in-
house que envolveu lise térmica, seguindo o protocolo descrito por Peres et al.
(2010) para Enterococcus spp., e por Pui et al. (2011) e Dias et al. (2016) para

E. coli e Salmonella spp., respectivamente.

QUADRO 2 - Genes alvo utilizados para a confirmacao molecular de isolados de
Salmonella spp., E. coli e Enterococcus spp. de amostras da cadeia de producgéo

de frango de corte convencional e antibiotic-free.

Microrganismo |Gene alvo/Sequéncia (5’-3) pb Referéncia
) FTTGTTACGGCTATTTTGACCA (SWAMY et al,
Salmonella spp. invA 521
R:CTGACTGCTACCTTGCTGATG 1996)
o _ F:CCGATACGCTGCCAATCAGT (PEREIRA et al.,
Escherichia coli uspA 884
R:ACGCAGACCGTAGGCCAGAT 2018)
Enterococcus F: TACTGACAAACCATTCATGATG
Tuf 112 (KEetal., 1999)
spp. R:AACTTCGTCACCAACGCGAAC

2.7 PERFIL DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Os isolados, que foram previamente confirmados, foram submetidos ao
teste de suscetibilidade Kirby-Bauer (disco-difuséo), para testar sua resisténcia
a antibidticos de diferentes classes antimicrobianas. Seguindo as diretrizes da
CLSI 2022 (WEINSTEIN; LEWIS, 2022) foram selecionados 12 antibiéticos para
cada microrganismo. Para os microrganismos da familia das enterobactérias,
como Salmonella spp. e Escherichia coli, foram utlizados os seguintes
antimicrobianos: betalactamicos, incluindo amoxicilina (10 pg), ampicilina (10
ug), ceftazidima (30 pg) e cefotaxima (30 pg); fluoroquinolonas, como
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ciprofloxacino (5 pg) e norfloxacina (10 pg); aminoglicosideos, como gentamicina
(1 ung); tetraciclinas, como tetraciclina (30 pg); cloranfenicol (30 pg); imidazois,
como imipenem (10 pg); e sulfonamidas, como trimetoprima (25 pg). Para os
isolados de Enterococcus spp., foram empregados 0s seguintes antimicrobianos:
betalactamicos, como ampicilina (10 pg); fluoroquinolonas, incluindo
ciprofloxacino (5 pg) e norfloxacina (10 pg); aminoglicosideos, como gentamicina
(10 ug) e estreptomicina (10 pg); glicopeptideos, como teicoplanina (30 ug) e
vancomicina (30 pg); macrolideos, como eritromicina (15 pg); lincosamidas,
como clindamicina (2 pg); penicilinas, como penicilina (10 pg); tetraciclinas, como
tetraciclina (30 ug); e cloranfenicol (30 pg).

Embora a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) néo
recomende 0 uso de clindamicina para testes de sensibilidade antimicrobiana em
Enterococcus spp., ela foi utilizada neste estudo como controle positivo. Esse
uso permite verificar a eficacia do teste, uma vez que a resisténcia de
Enterococcus a clindamicina € intrinseca e esperada, funcionando como um
parametro para garantir a validade dos resultados (CLSI/NCCLS, 2022;
GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019).

Os isolados selecionados foram cultivados em caldo Triptona Soja (TBS,
Oxoid™) e incubados a 37°C por um periodo de 18 a 24 horas. Foi entdo
realizada a suspenséo direta das colénias do TSB em solucéo salina de modo a
obter densidade equivalente ao padrao de turbidez 0,5 da escala de McFarland.
Essa solucdo foi entdo inoculada em placas de agar Mueller-Hinton (MH,
Oxoid™) de 150%15 mm, onde foram adicionados os discos de antibi6ticos e
levadas para incubacéo a 37°C por 18-24 horas. Apos esse periodo foi realizada
a medicao do halo de inibicéo, e os isolados foram classificados como sensiveis
ou resistentes (CLSI/NCCLS, 2022). Aqueles classificados como intermediarios
foram realocados e classificados como resistentes. Isolados resistentes a trés ou
mais classes de antibiéticos foram classificados como multidroga resistente
(MDR) (MAGIORAKOS et al., 2012).



45

2.8 ANALISE DOS DADOS

Os dados de prevaléncia e o mapa de calor foram elaborados no Microsoft
Excel (versdo 2023), enquanto a andlise da prevaléncia de resisténcia
antimicrobiana e multirresisténcia (MDR) foi conduzida utilizando o software
GraphPad PRISM (verséo 10.0.2).

Para comparar as frequéncias de isolados multirresistentes entre os
sistemas de produgao convencional e antibiotic-free, aplicou-se o teste exato de
Fisher. O valor de p < 0,05 foi considerado como estatisticamente significativo.

3 RESULTADOS

3.1 PRESENCA DE Salmonella spp., Escherichia coli e Enterococcus spp.
3.1.1 Sazonalidade

A frequéncia de Salmonella spp. foi de 6,28% (34/541) no inverno, e de
4,4% (24/538) no verao, ndo havendo diferenca significativa de frequéncia entre
as estacoes do ano (p = 0,2243). Para E. coli, das 541 amostras analisadas no
inverno, 488 (90,2%) foram positivas, enquanto das 538 amostras coletadas no
verao, 512 (95,16%) apresentaram isolamento positivo (p = 0,0008). No caso de
Enterococcus spp., 264 amostras (48,79%) foram positivas no inverno, enquanto

233 amostras (43,3%) apresentaram isolamento no verao (p = 0,0766).

3.1.2 Sistema de producéao

A analise dos dados revelou que a frequéncia de Salmonella spp. foi maior
no sistema convencional (5,18%) em comparacdo ao sistema antibiotic-free
(0,18%), com uma diferenca estatisticamente significativa (p < 0,0001). Para
Enterococcus spp., a prevaléncia foi maior no sistema antibiotic-free (27,43%)
em relacdo ao sistema convencional (21,40%), também com uma diferenca
estatisticamente significativa (p = 0,0013). No caso de E. coli, as prevaléncias
foram semelhantes entre os dois sistemas, com 46,70% no sistema convencional
e 45,96% no antibiotic-free (p = 0,7625), como detalhado na Tabela 1.
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TABELA 1 - Frequéncia de microrganismos (Salmonella spp., E. coli e
Enterococcus spp.) em amostras provenientes de sistemas de producdo de

frango de corte convencional e antibiotic-free no estado de S&o Paulo.

Microrganismo Convencional Antibiotic-free Valor de p
Salmonella spp. 56/1079 (5,18%) 2/1079 (0,18%) <0,0001
E. coli 504/1079 (46,70%)  496/1079 (45,96%) 0,7625

Enterococcus spp. 231/1079 (21,40%) 296/1079 (27,43%) 0,0013

3.1.3 Etapas e tipos de amostras por sistema

Na etapa antes do alojamento, a presenca de Salmonella foi minima, com
uma unica amostra positiva na racdo do sistema convencional e um swab de
superficie positivo no sistema antibiotic-free. No meio do alojamento, o sistema
convencional apresentou positividade de 25% em swabs de superficie e arrasto,
enquanto nenhuma amostra foi positiva no antibiotic-free. No final do alojamento,
ambos 0s sistemas mostraram baixa positividade. No abatedouro convencional,
as carcacas poés-resfriamento e os swabs de area suja apresentaram a maior
taxa de positividade (17,50% e 25%), enquanto no antibiotic-free nenhuma
carcaca foi positiva. Nos cecos, 0 sistema convencional registrou 12,50% de
positividade, e o antibiotic-free, 0%, conforme a Tabela 2.

A prevaléncia de E. coli foi alta ao longo de todas as fases de producao em
ambos os sistemas. Antes do alojamento, swabs de arrasto interior e exterior
apresentaram positividade entre 88% e 100%, com 25% de positividade na racao
para ambos os sistemas. No meio do alojamento, as taxas de positividade foram
de 100% para swabs de arrasto e cloacais nos dois sistemas. No final do
alojamento, a positividade se manteve alta em ambos os sistemas. No
abatedouro, as carcacas pos-escaldagem e pos-resfriamento apresentaram
taxas entre 90% e 95%, com redugao no antibiotic-free na fase pos-resfriamento
(86%), e com alta positividade no restante das amostras. (Tabela 2).

Para Enterococcus spp., antes do alojamento, 75% das amostras de agua
no sistema convencional foram positivas, comparado a 37,5% no antibiotic-free.
No meio do alojamento, swabs cloacais registraram 75% de positividade no
convencional e 90% no antibiotic-free. No final do alojamento, as taxas variaram

de 50% a 62,5% no sistema antibiotic-free. No abatedouro, a agua do chiller
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apresentou 12,5% de positividade no convencional e 50% no antibiotic-free,
enguanto as carcacas variaram de 22,5% a 42,5% no convencional e 40% a 53%
no antibiotic-free. Esses resultados mostram a presenca disseminada de
Enterococcus spp. ao longo de todas as fases, com maior prevaléncia no sistema

antibiotic-free (Tabela 2).

TABELA 2 - Distribuigcdo das frequéncias absolutas e relativas de Salmonella
spp., Escherichia coli e Enterococcus spp. por tipo de amostra e sistema de

producado de frango de corte (convencional e antibiotic-free) do estado de Sé&o

Paulo.
Momento/amostra Salmonella spp. E. coli Enterococcus spp.

CONV ABF CONV ABF CONV ABF
Antes do alojamento
Agua 0/8 (0%) 0/8 (0%) 0/8 (0%) 0/8 (0%) 6/8 (75%) 3/8 (37,5%)
Racéo 1/8 (12,5%)  0/8 (0%) 2/8 (25%) 2/8 (25%) 6/8 (75%) 2/8 (25%)
Swab superficie-pool 0/8 (0%) 1/8 (12,5%) 8/8 (100%) 7/8 (87,5%) 6/8 (75%) 8/8 (100%)
Swab arrasto interior 0/8 (0%) 0/8 (0%) 8/8 (100%) 7/8 (87,5%) 5/8 (62,5%) 5/8 (62,5%)
Swab arrasto exterior 0/8 (0%) 0/8 (0%) 8/8 (100%) 8/8 (100%) 8/8 (100%) 6/8 (75%)

Meio do alojamento

Swab superficie-pool 2/8 (25%) 0/8 (0%) 8/8 (100%) 8/8 (100%) 5/8 (62,5%) 5/8 (62,5%)
Swab arrasto interior 2/8 (25%) 0/8 (0%) 8/8 (100%) 8/8 (100%) 6/8 (75%) 8/8 (100%)

Swab arrasto exterior 1/8 (12,5%)  0/8 (0%) 8/8 (100%) 8/8 (100%) 5/8 (62,5%) 7/8 (87,5%)
Swab cloaca 8/80 (10%)  0/80 (0%)  80/80 (100%) 80/80 (100%) 60/80 (75%)  72/80 (90%)
Final de alojamento

Swab superficie-pool  1/8 (12,5%)  1/8 (12,5%) 8/8 (100%)  8/8 (100%)  3/8 (37,5%)  4/8 (50%)

Swab arrasto interior  0/8 (0%) 0/8 (0%)  8/8(100%)  8/8(100%)  7/8 (87,5%)  4/8 (50%)
Swab arrasto exterior  0/8 (0%) 0/8 (0%)  8/8(100%)  7/8 (87,5%)  4/8 (50%) 4/8 (50%)
Fezes Humanas 0/4 (0%) 0/3(0%)  4/4 (100%)  1/3(33,33%)  1/4 (25%) 0/3 (0%)

Pool de insetos 1/8 (12,5%) 0/8 (0%)  8/8 (100%)  8/8 (100%)  4/8 (50%) 5/8 (62,5%)
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Abatedouro

Agua do chiller 0/8 (0%) 0/8 (0%)  6/8 (75%) 7/8 (87,5%)  1/8 (12,5%)  4/8 (50%)

Carcaga pos escalda  2/80 (2,5%)  0/80 (0%)  72/80 (90%)  76/80 (95%)  22/80 (27,5%) 38/80 (47,5%)

Carcacga pos
. 14/80 (17,5%) 0/80 (0%)  75/80 (93,75%) 69/80 (86,25%) 34/80 (42,5%) 32/80 (40%)
resfriamento

Carcaca PF (Produto
final) 12/80 (15%) 0/80 (0%)  75/80 (93,75%) 70/80 (87,5%) 18/80 (22,5%) 43/80 (53,75%)
inal

Swab area suja -
2/8 (25%) 0/8 (0%)  8/8 (100%) 8/8 (100%) 3/8 (37,5%)  5/8 (62,5%)

Utensilios
Swab area suja —

. 0/8 (0%) 0/8 (0%) 8/8 (100%) 7/8 (87,5%) 1/8 (12,5%) 5/8 (62,5%)
Superficies
Swab area limpa —

. 0/8 (0%) 0/8 (0%) 8/8 (100%) 6/8 (75%) 2/8 (25%) 5/8 (62,5%)
Superficies
Swab area limpa —

» 0/8 (0%) 0/8 (0%) 7/8 (87,5%) 7/8 (87,5%) 1/8 (12,5%) 4/8 (50%)
Utensilios
Ceco 10/80 (12,5%) 0/80 (0%)  78/80 (97,5%) 78/80 (97,5%) 23/80 (28,75%) 27/80 (33,75%)
Total 56/540 2/539 504/540 496/539 231/540 296/539

ota
(10,37%) (0,37%) (93,33%) (92,02%) (42,77%) (54,91%)

ABF — Antibiotic-free; CONV — CONVENCIONAL.

3.2 RESISTENCIA MICROBIANA
3.2.1 Resisténcia aos antimicrobianos

Para Salmonella spp., a resisténcia aos 3-lactamicos foi alta em ambos
os sistemas, com a amoxicilina e a ampicilina registrando resisténcia acima de
98% no sistema convencional e 100% no antibiotic-free. As cefalosporinas e o
acido nalidixico também apresentaram resisténcia elevada no convencional
(acima de 96%), mas menor no antibiotic-free (50%). A tetraciclina seguiu um
padrao semelhante, com 97,83% de resisténcia no convencional e 50% no
antibiotic-free. A ciprofloxacina e o cloranfenicol apresentaram baixas taxas de
resisténcia, especialmente no antibiotic-free, onde ndo houve resisténcia,
conforme descrito na Tabela 3.

Para E. coli, a resisténcia aos B-lactamicos foi superior a 93% no sistema
convencional e entre 73-74% no antibiotic-free. O 4cido nalidixico e a tetraciclina
apresentaram resisténcia de 95,83% e 88,10% no convencional, contra 67,34%
e 61,49% no antibiotic-free. A resisténcia a ciprofloxacina foi de 79,76% no

convencional e 38,10% no antibiotic-free, sendo o imipenem o que apresentou
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menor resisténcia (23,21% no convencional e 15,93% no antibiotic-free) (Tabela
3).

Para Enterococcus spp., a eritromicina e a clindamicina tiveram
resisténcia acima de 96% nos dois sistemas. A penicilina e a ampicilina
mostraram resisténcia em torno de 87-88% no convencional e entre 88-98% no
antibiotic-free. A vancomicina e a teicoplanina apresentaram resisténcia maior
no antibiotic-free (97%) em comparacdo com o convencional (90-89%). A
resisténcia a tetraciclina foi proxima em ambos os sistemas (cerca de 87%),
enquanto a gentamicina teve menor resisténcia (21,65% no convencional e

16,89% no antibiotic-free), conforme Tabela 3.
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TABELA 3 - Distribuicdo do numero de isolados resistentes e percentuais de resisténcia para cada antibiotico testado em Salmonella

spp., Escherichia coli e Enterococcus spp. isolados da cadeia produtiva de frango dos sistemas convencional e antibiotic-free.

Antibistico Salmonella spp. E. coli Enterococcus spp.

(Sigla) CONV (n=184) ABF TOTAL CONV ABF TOTAL CONV ABF TOTAL

(n=2) (n=186) (n=504) (N=496) (n=1000) (n=231) (n=296) (n=527)

AMO 183 (99,46%) 2 (100%) 185 (99,46%) 470 (93,25%) 369 (74,40%) 839 (83,9%) NT* NT NT
AMP 182 (98,91%) 2 (100%) 184 (98,92%) 478 (94,84%) 366 (73,79%) 844 (84,4%) 202 (87,45%) 263 (88,85%) 465 (88,23%)
CAZ 182 (98,91%) 1(50%) 183 (98,39%) 340 (67,46%) 208 (41,94%) 548 (54,8%) NT NT NT
CIP 26 (14,13%) 0 (0%) 26 (13,98%) 402 (79,76%) 189 (38,10%) 591 (59,1%) 143 (61,90%) 126(42,57%) 269 (51,04%)
CLl NT NT NT NT NT NT 230(99,57%) 295 (99,66%) 525 (99,43%)
CLO 23 (12,50%) 0 (0%) 23 (12,37%) 385(76,39%) 155 (31,25%) 540 (54,0%) 143 (61,90%) 87 (29,39%) 230 (43,64%)
CTX 178 (96,74%)  1(50%) 179 (96,24%) 359 (71,23%) 211 (42,54%) 570 (57,0%) NT NT NT
ERI NT NT NT NT NT NT 224 (96,54%) 296 (100%) 521 (98,86%)
EST NT NT NT NT NT NT 106 (45,89%) 115 (38,85%) 221 (41,94%)
GEN 7 (3,80%) 0 (0 %) 7 (3,76%) 223 (44,25%) 145 (29,23%) 368 (36,8%) 50 (21,65%) 50 (16,89%) 100 (18,98%)
IMP 7 (3,80%) 0 (0%) 7 (3,76%) 117 (23,21%) 79 (15,93%) 196(19,6%)  NT NT NT
NAL 182 (98,91%) 1 (50%) 183 (98,39%) 483 (95,83%) 334 (67,34%) 817 (81,7%) NT NT NT
NOR 13 (7,07%) 0 (0%) 13 (6,99%) 340 (67,46%) 106 (21,37%) 446 (44,6%) 146 (63,20%) 144 (48,65%) 290 (55,03%)
PEN NT NT NT NT NT NT 203 (87,88%) 292 (98,65%) 495 (93,93%)
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TEC NT NT
TET 180 (97,83%) 1 (50%)
TRI 19 (10,33%) 1 (50%)
VAN NT NT

NT
181 (97,31%)
20 (10,75%)

NT

NT
444 (88,10%)
381 (75,60%)

NT

NT
306 (61,69%)
222 (44,76%)

NT

NT
750/ (75,0%)
603 (60,3%)

NT

206 (89,18%)
200(86,58%)
NT

210 (90,91%)

288 (97,30%)
258 (87,16%)
NT

289 (97,64%)

494 (93,73%)
458 (86,91%)
NT

499 (94,49%)

NT — N&o testado; ABF — Antibiotic-free; CONV — Convencional. Lista de antibidticos: AMP — Ampicilina, AMO — Amoxicilina, CAZ — Ceftazidima, CIP —

Ciprofloxacina, CLI — Clindamicina, CLO — Cloranfenicol, , CTX — Cefotaxima, ERI — Eritromicina, EST — Estreptomicina, GEN — Gentamicina, IMP — Imipenem,

NAL — Acido Nalidixico, NOR — Norfloxacina, PEN — Penicilina, TEC — Teicoplanina, TET — Tetraciclina, TRI — Trimetoprim, VAN — Vancomicina.
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3.2.2 Perfis de resisténcia de maior frequéncia

A andlise da Tabela 4 apresenta uma descricdo detalhada dos perfis de
multirresisténcia a antimicrobianos encontrados nos isolados analisados. A
tabela exibe apenas os 10 perfis de resisténcia mais frequentes entre 0s
isolados. Para as amostras de Salmonella spp., 29 perfis de resisténcia foram
identificados, sendo que apenas dois apareceram no sistema antibiotic-free,
ambos com uma frequéncia de um. No sistema convencional, 27 perfis foram
observados, com o perfil mais comum “AMO — AMP — CAZ — CTX — NAL — TET”
presente em 117/186 isolados.

Foram identificados multiplos perfis de resisténcia para Escherichia coli
em ambos os sistemas de producdo. A analise dos 10 perfis mais frequentes
revelou que, no sistema antibiotic-free, o perfil mais comum foi “AMO — AMP —
CAZ - CTX —=CIP —NAL — CLO — GEN — NOR — TET — TRI”, identificado em 24
de 1000 amostras. No sistema convencional, o mesmo perfil foi o mais
prevalente, sendo observado em 85 de 1000 amostras. Para Enterococcus spp.,
os perfis de multirresisténcia também variaram entre os sistemas. No sistema
convencional, o perfil mais comum foi “AMP — PEN — EST — CLO - ERI — TET —
CLIN — VAN — TEC — CIP — NOR” que apareceu em 32/527 isolados, refletindo uma
alta resisténcia a multiplos antimicrobianos. No sistema antibiotic-free, o perfil
mais frequente incluia resisténcia a ampicilina, penicilina, eritromicina,
tetraciclina, clindamicina, vancomicina e teicoplanina, sendo identificado em
49/527 amostras.

TABELA 4 - Perfis de multirresisténcia a antimicrobianos mais frequentes em
isolados de Salmonella spp., Escherichia coli e Enterococcus spp. provenientes
de amostras de sistemas de producdo de frango de corte convencional e

antibiotic-free no estado de Sao Paulo.

) ] Contagem
Sistema Perfil
de Padrao
. AMO - AMP - CAZ- CTX - NAL-TET - TRI 1
g ABF
7] AMO - AMP 1
(1]
?C) AMO - AMP - CAZ - CTX - NAL - TET 117
g CONV | AMO - AMP - CAZ - CTX - NAL-CLO - TET 14
©
0 AMO - AMP - CAZ - CTX - NAL - TET - TRI 10
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AMO - AMP - CAZ - CTX - CIP - NAL - TET 10
AMO - AMP - CAZ - CTX - NAL - NOR - TET 4
AMO - AMP - CAZ - NAL - TET 2
AMO - AMP - CAZ - CTX - NAL - IMP - TET 2
AMO - AMP - CAZ - CTX - NAL - CLO - TET - TRI | 2
AMO - AMP - CAZ - CTX - CIP - NAL - NOR - TET | _
- TRI
AMO - AMP - CAZ - CTX - CIP - NAL - IMP - TET | 2
AMO - AMP - CAZ - CTX - CIP - NAL - CLO - GEN
- NOR - TET - TR 2
AMO - AMP 15
AMP 10
AMO - AMP - CAZ - CTX - CIP - NAL - NOR - TET
-TRI !
AMO - AMP - CAZ - CTX - CIP - NAL - GEN - TET
ABF | -TRI !
AMO - AMP - TET - TR 6
AMO - AMP - NAL - TET - TRI 6
AMO - AMP - CAZ - CTX - CIP - NAL - CLO - NOR
- TET - TR °
AMO - AMP - CAZ - CTX - CIP - NAL - CLO - GEN
-IMP - NOR - TET - TR °
= AMO - CAZ 5
N AMO - AMP - CAZ - CTX - CIP - NAL - CLO - GEN [ __
-NOR - TET - TR
AMO - AMP - CAZ - CTX - CIP - NAL - CLO - NOR
- TET - TR %
AMO - AMP - CAZ - CTX - CIP - NAL - CLO - GEN
-IMP - NOR - TET - TRI .
AMO - AMP - CAZ - CTX - CIP - NAL - CLO - IMP
CONV | - NOR - TET - TRI 2
AMO - AMP - CIP - NAL - CLO - NOR - TET - TRl | 21
AMO - AMP - CTX - CIP - NAL - CLO - NOR - TET
-TRI e
AMO - AMP - CAZ - CTX - CIP - NAL - CLO - GEN
- TET - TR 10
AMO - AMP - CAZ - CTX - CIP - NAL - CLO - TET |

- TRI
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AMO - AMP - CIP - NAL - CLO - GEN - NOR - TET

- TRI °
AMO - AMP - CAZ - CTX - CIP - NAL - CLO - NOR
-TET °
AMP - PEN - ERI - TET - CLIN - VAN - TEC 49
AMP - PEN - ERI - TET - CLIN - VAN - TEC - CIP -
NOR 2

AMP - PEN - EST - ERI - TET - CLIN - VAN - TEC | 17
AMP - PEN - EST - CLO - ERI - TET - CLIN - VAN

-TEC - CIP - NOR o
AMP - PEN - EST - ERI - TET - CLIN - VAN - TEC
ABE | CIP - NOR 1
AMP - PEN - EST - GEN - CLO - ERI - TET - CLIN
- VAN - TEC - CIP - NOR 1
AMP - PEN - CLO - ERI - TET - CLIN - VAN - TEC
- CIP - NOR 12
_ AMP - PEN - CLO - ERI - TET - CLIN - VAN - TEC | 11
o3 AMP - PEN - ERI- TET - CLIN- VAN - TEC - NOR | 11
% AMP - PEN - EST - GEN - ERI - TET - CLIN - VAN .
3 -TEC - CIP - NOR
5 AMP - PEN - EST - CLO - ERI - TET - CLIN - VAN
i -TEC - CIP - NOR 32
AMP - PEN - EST - GEN - CLO - ERI - TET - CLIN
- VAN - TEC - CIP - NOR 29
AMP - PEN - CLO - ERI - TET - CLIN - VAN - TEC
- CIP - NOR 24
AMP - PEN - ERI - TET - CLIN - VAN — TEC 19
CONV
AMP - PEN - ERI - CLIN - VAN — TEC 11

AMP - PEN - CLO - ERI - TET - CLIN - VAN — TEC | 8
AMP - PEN - EST - ERI - TET - CLIN - VAN -TEC | 7
AMP - PEN - EST - CLO - ERI - TET - CLIN - VAN

5
- TEC
AMP - PEN - ERI - TET - CLIN - VAN - TEC - CIP .
—NOR

ABF — Antibiotic-free; CONV — Convencional. Lista de antibiéticos: AMP — Ampicilina, AMO —
Amoxicilina, CAZ — Ceftazidima, CIP — Ciprofloxacina, CLI — Clindamicina, CLO — Cloranfenicol,
CTX — Cefotaxima, ERI — Eritromicina, EST — Estreptomicina, GEN — Gentamicina, IMP —
Imipenem, NAL — Acido Nalidixico, NOR — Norfloxacina, PEN — Penicilina, TEC — Teicoplanina,

TET — Tetraciclina, TRI — Trimetoprim, VAN — Vancomicina.
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A analise dos mapas de calor (Figura 1 e Figura 2) faz uma comparacéao
entre os sistemas de producéo em termos de resisténcia antimicrobiana em cada
etapa do sistema produtivo. No primeiro mapa (Figura 1), referente aos isolados
de Escherichia coli, observa-se uma alta resisténcia a diversos antibioticos no
sistema convencional em todas as etapas da producdo avicola. Antibidticos
como ampicilina (AMP) e amoxicilina (AMO) apresentaram resisténcia superior
a 95% nas quatro fases da cadeia produtiva convencional, desde o pré-
alojamento até o abatedouro. Além disso, antibioticos como tetraciclina (TET),
acido nalidixico (NAL) e trimetoprim (TRI) exibiram altos niveis de resisténcia,
especialmente nas fases intermediarias (Meio do alojamento) e finais (Fim do
alojamento e Abatedouro) da producéo convencional. A ciprofloxacina (CIP) e o
cefotaxima (CTX) também registraram resisténcia elevada nas fases finais desse
sistema. No sistema antibiotic-free, embora ainda seja observada uma
resisténcia consideravel a AMP e AMO, os niveis sdo mais baixos em
comparacao ao sistema convencional, com uma reducédo, particularmente na
fase do abatedouro. Ha também uma diminuicdo na resisténcia aos outros

antimicrobianos, como NAL e TET, em quase todas as etapas de producéo.

FIGURA 1 - Mapa de calor com as porcentagens de resisténcia fenotipica a
antimicrobianos, em isolados de E. coli distribuidos por sistema de producéo de
frango de corte (convencional e antibiotic-free) do estado de S&o Paulo e por

etapa do sistema de producéo.

Sistema Etapa AMP AMO NAL TET CTX CAZ CIP TRI CLO NOR GEN IMP

AA (n=19) [100% 95% 84% 74% 74% 68% 74% 47% 63% 53% 58% 42%

MA (n=114) | 99% 99% 99% 91% 86% 87% 91% 75% 84% 84% 67% 39%

FA(n=36) | 97% 97% 97% 97% 89% 81% 83% 94% 86% 75% 33% 8%

Convencional

AB (n=335) | 93% 90% 95% 87% 64% 59% 76% 75% 73% 61% 37% 19%

AA (n=24) | 88% 88% 58% 63% 46% 46% 42% 50% 38% 38% 25% 8%

MA (n=111) | 80% 82% 75% 70% 53% 59% 63% 43% 40% 43% 42% 10%

FA(n=32) | 81% 75% 69% 63% 63% 69% 47% 41% 56% 25% 19% 31%

Antibiotic-free

AB (n=329) | 70% 71% 65% 59% 37% 33% 29% 45% 26% 12% 26% 17%

AA — Antes do Alojamento, AB — Abatedouro, AMP — Ampicilina, CIP — Ciprofloxacina, CLI —
Clindamicina, CLO — Cloranfenicol, ERI — Eritromicina, EST — Estreptomicina, FA — Final do
Alojamento, GEN — Gentamicina, MA — Meio do Alojamento, NOR — Norfloxacina, PEN —
Penicilina, TEC — Teicoplanina, TET — Tetraciclina, VAN — Vancomicina.
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O segundo mapa de calor (Figura 2) mostra os isolados de Enterococcus
spp. e revela padrdes distintos de resisténcia nas diferentes fases da producéo.
Em ambos os sistemas, a resisténcia a ampicilina (AMP) e a teicoplanina (TEC)
foi consistentemente alta. Antibiéticos como eritromicina (ERI) e clindamicina
(CLI) apresentaram quase 100% de resisténcia em todas as etapas. Em
contraste, a resisténcia a gentamicina (GEN) e a estreptomicina (EST) foi
significativamente menor. No sistema antibiotic-free, a resisténcia também foi
elevada para AMP (84% a 100%) e TEC (95% a 100%), superando os valores

do sistema convencional em quase todas as etapas.

FIGURA 2 - Mapa de calor com as porcentagens de resisténcia fenotipica a
antimicrobianos, em isolados de Enterococcus spp. distribuidos por sistema de
producao de frango de corte do estado de Sédo Paulo (convencional e antibiotic-

free) e por etapa do sistema de producéo.

Sistema Etapa CLI ERI PEN TEC VAN AMP TET NOR CIP CLO EST GEN
= AA (n=31) |100% 100% 96% 95% 93% 93% 82% 56% 49% 51% 47% 25%
.§ MA (n=76) [100% 97% 88% 83% 87% 83% 92% 84% 79% 82% 61% 21%
§ FA (n=19) |100% 100% 95% 89% 89% 84% 89% 63% 79% 58% 47% 21%
8 AB (n=105) | 99% 97% 93% 93% 94% 91% 83% 52% 50% 49% 34% 20%
o AA (n=24) |100% 100% 96% 100% 96% 100% 79% 67% 50% 38% 46% 21%
% MA (n=92) [99% 99% 89% 95% 97% 84% 93% 53% 47% 29% 43% 13%
:g FA (n=17) |100% 100% 100% 100% 100% 88% 100% 47% 35% 41% 29% 18%
é AB (n=163) | 99% 99% 98% 98% 98% 90% 83% 43% 39% 27% 36% 18%

AA — Antes do Alojamento, AB — Abatedouro, AMP — Ampicilina, CIP — Ciprofloxacina, CLI —
Clindamicina, CLO — Cloranfenicol, ERI — Eritromicina, EST — Estreptomicina, FA — Final do
Alojamento, GEN — Gentamicina, MA — Meio do Alojamento, NOR — Norfloxacina, PEN —
Penicilina, TEC — Teicoplanina, TET — Tetraciclina, VAN — Vancomicina.

3.2.3 Multirresisténcia

Na Tabela 5, sdo apresentados o0s resultados referentes a
multirresisténcia (MDR) de isolados de Salmonella spp., E. coli e Enterococcus
spp. nos sistemas de producdo convencional e antibiotic-free. Para Salmonella
spp., 183/184 isolados (99,45%) do sistema convencional mostraram

multirresisténcia, enquanto no sistema antibiotic-free, 1/2 isolados (50%)
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apresentaram esse perfil. A analise estatistica indicou uma diferenca significativa
entre os sistemas, com valor de p = 0,0214.

Para E. coli, a diferenca entre os dois sistemas foi mais pronunciada, com
482/504 isolados (95,63%) do sistema convencional classificados como
multirresistentes, em comparacdo com 348/496 isolados (70,16%) do sistema
antibiotic-free. O valor de p obtido (p < 0,0001) foi significativo, demonstrando
uma diferenca entre as duas praticas de producdo. No sistema convencional,
houve uma alta prevaléncia de resisténcia multibacteriana em todas as fases da
cadeia produtiva, com 84% dos isolados (16 de 19) multirresistentes antes do
alojamento, mais de 98% durante o meio do alojamento, e 96% no abatedouro
(318 de 335 isolados). No sistema antibiotic-free, os indices de resisténcia foram
menores, com 75% dos isolados (18 de 24) classificados como MDR antes do
alojamento, 68% no meio do alojamento, e 69% no abatedouro (226 de 329
isolados). A diferenca de multirresisténcia entre os sistemas nao foi
estatisticamente significativa apenas na etapa inicial (Antes do alojamento).

Para Enterococcus spp., a resisténcia foi elevada em ambos os sistemas.
No sistema convencional, 229/231 isolados (99,13%) foram multirresistentes,
enguanto no antibiotic-free, 293/296 isolados (98,99%) apresentaram 0 mesmo
perfil. O valor de p (> 0,9999) néo indicou diferenca estatisticamente significativa
entre os dois sistemas. Em todas as fases da cadeia produtiva, as taxas de
multirresisténcia foram elevadas em ambos os sistemas, com 100% das
amostras sendo multirresistentes antes e no final do alojamento no sistema
antibiotic-free, e 100% das amostras também multirresistentes nas trés primeiras
fases no sistema convencional, com 98% no abatedouro. A analise estatistica
nao mostrou diferenca significativa entre os sistemas para Enterococcus spp.,

com valores de p acima de 0,50, detalhados na Tabela 5.
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TABELA 5 - Distribuicdo de isolados multirresistentes (MDR) de Salmonella
spp., E. coli e Enterococcus spp. ao longo das etapas da cadeia produtiva de

frangos nos sistemas convencional e antibiotic-free.

Salmonella spp. E. coli Enterococcus spp.
Etapa Valor Valor de Valor de
CONV ABF CONV ABF CONV ABF
dep p p
1/1 16/19 18/24 31/31 24/24
AA - - 0,7079 -
(100%) (84%) (75%) (100%)  (100%)
55/55 1/2 112/114 76/111 76/76 90/92
MA 0.0351 <0,0001 0.50
(100%)  (50%) (98,24%) (68,5%) (100%) (97,8%)
5/5 36/36 28/32 19/19 17/17
FA - - 0.0442 -
(100%) (100%) (88%) (100%) (100%)
122/123 318/335 226/329 103/105 162/163
AB - - <0,0001 0.56
(99,18%) (96%) (69%) (98%) (99,4%)
183/184 1/2 482/504 348/496 229/231  293/296
Total 0,0214 <0,0001 >0,9999
(99,45%) (50%) (95,2%)  (70,63%) (99,13%) (98,99%)

AB — Abatedouro, ABF — Antibiotic-free, Antes do Alojamento, CONV — Convencional, FA — Final do
Alojamento, MA — Meio do Alojamento.

4 DISCUSSAO

4.1 PRESENCA DE MICRORGANISMOS DE IMPORTANCIA NA CADEIA DE
PRODUCAO

A presenca dos microrganismos estudados na etapa Antes do alojamento
menor comparada as etapas seguintes, sugerindo uma baixa contaminacéo
inicial. Segundo Wang et al. (2023) quando devidamente tratadas, a agua e a
racao representam um risco muito baixo de introducéo de patégenos no lote.

Durante o meio do alojamento, houve um aumento expressivo na
deteccdo de Salmonella e E. coli nas amostras de swabs cloacais e de arrasto
interior, o que pode ser explicado pela colonizagéo do trato gastrointestinal das
aves no ambiente. Esses microrganismos podem ser eliminados pelas fezes,
contribuindo para a disseminagcdo no ambiente de criacdo, que € uma das
principais vias de transmisséo de patégenos em sistemas intensivos (ROUGER
et al., 2017).

No final do alojamento, a presenca de Salmonella e E. coli manteve-se
elevada, especialmente em swabs e no pool de insetos, sugerindo uma
persisténcia da contaminag&o ao longo do ciclo de producédo. Ja no abatedouro,

os maiores indices de prevaléncia de Salmonella foram observados em carcacas
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pos-resfriamento (23,12%) e no ceco durante a evisceracao (22,04%), sugerindo
gque O processamento das aves € uma etapa critica para a contaminacao
cruzada. Esse achado é consistente com a literatura, onde o abatedouro é
identificado como um ponto chave para a disseminacdo de patdgenos,
ressaltando a importancia de praticas rigorosas de higiene e controle (ROUGER
et al., 2017).

Embora Salmonella e E. coli ndo tenham sido isoladas diretamente das
amostras de agua, sua deteccdo em bebedouros e comedouros sugere que,
mesmo com o tratamento eficaz da agua, como a cloracdo, as aves acabam
contaminando essas superficies durante a alimentacdo. O tratamento da agua €
importante para a reducao do risco de patégenos, mas € provavel que a principal
fonte de Salmonella no ambiente do aviario seja outra, como as fezes das aves
(WANG et al., 2023). Além disso, uma das principais fontes de contaminacéao por
Salmonella ocorre ja na incubadora, por vias intracloacal, oral ou respiratoria. As
aves colonizadas excretam altos niveis do patdgeno, o que pode explicar o
ndamero elevado de isolados encontrados nos swabs de cloaca e arrasto,
correlacionando o status positivo do lote com a presenca da bactéria. A auséncia
de isolados antes do alojamento sugere que a colonizacéo ja tenha ocorrido na
incubadora. A reutilizacdo da cama, apesar de ser uma pratica comum, parece
nao ser a principal fonte de contaminacao inicial, visto que a presenca de amodnia
na cama pode elevar o pH, reduzindo as populacdes de Salmonella (CHEN et
al., 2020; WANG et al., 2023).

No sistema de producdo antibiotic-free, houve um menor nimero de
isolamento de Salmonella spp., 0 que pode ser explicado pela auséncia da
pressao seletiva dos antibidticos. Em sistemas convencionais, o uso frequente
de antibidticos promove a selecdo e disseminacdo de cepas resistentes de
Salmonella, enquanto sistemas livres de antibioticos adotam praticas de manejo
e biosseguranca mais rigorosas. Essas praticas incluem o uso de probioticos,
prebioticos, bacteriéfagos e vacinas como estratégias alternativas de controle,
resultando em menor prevaléncia de Salmonella (RUVALCABA-GOMEZ et al.,
2022).

No abatedouro, as carcacas podem ser contaminadas por bactérias
presentes no contetdo intestinal, seja do proprio lote ou de lotes abatidos

anteriormente. Contaminagdes cruzadas s&o facilitadas pelo uso de



60

equipamentos compartilhados e pelo transporte inadequado (ROUGER et al.,
2017; SHIGEMURA et al., 2020) e etapas como escaldagem, depenagem e
evisceragcdo sdo momentos criticos para essa disseminacgéo explicando assim a
elevada prevaléncia nessa etapa do sistema convencional (ZENG et al., 2019).

De acordo com Klaharn et al. (2022), a falta de controle na temperatura
da agua durante a escaldagem aumenta significativamente o risco de
contaminagao bacteriana, incluindo Salmonella e Escherichia coli. Esses
achados reforcam a necessidade de praticas rigorosas de controle de
temperatura e higienizacao, visto que a escaldagem inadequada foi associada a
um aumento de até cinco vezes na chance de contaminacdo em amostras de
carne de frango.

Apesar do chiller ser um processo essencial para retardar a proliferacéo
microbiana no processamento da carne, observou-se um aumento na incidéncia
de Salmonella spp. ap6s o pré-resfriamento, indicando uma possivel a
disseminagé&o entre carcagas contaminadas e n&o contaminadas, um controle de
temperatura inadequado ou uma cloragéo ineficaz da agua, conforme observado
por Simas et al. (2023).

A presenca de Enterococcus spp. foi outro ponto de destaque neste
estudo. A andlise revelou que, no sistema antibiotic-free, a prevaléncia de
Enterococcus foi maior. Esses resultados indicam que a auséncia de antibiéticos
no sistema antibiotic-free cria um ambiente onde bactérias comensais como
Enterococcus podem proliferar com maior facilidade. De acordo com Jung et al.
(2018), o uso reduzido de antimicrobianos permite uma maior colonizagéo por
Enterococcus, ja que a presséo seletiva exercida pelos antibidticos no sistema
convencional limita a presencga desses microrganismos. Makarov et al. (2022)
corroboram esse achado, relatando um numero total de Enterococcus maior no
sistema organico em comparac¢ao ao convencional.

Essa tendéncia foi observada em todas as fases de producéo, com taxas
de positividade de até 87,5% em swabs de arrasto no sistema convencional,
enquanto no sistema antibiotic-free, essas taxas variaram de 50% a 100%,
dependendo da categoria de amostra. Esses dados sé&o consistentes com a
literatura que aponta Enterococcus como um microrganismo resistente a
condicbes adversas, sendo capaz de sobreviver a altas temperaturas e

concentracdes de sal, 0 que explica sua presenca continua ao longo da cadeia



61

produtiva, desde a granja até o abatedouro (MAKAROV et al., 2022; OSMAN et
al., 2019).

Além disso, no abatedouro, a &gua do chiller apresentou uma positividade
de 12,5% no sistema convencional e de 50% no sistema antibiotic-free. Esses
dados podem refletir a carga microbiana que os animais carregam desde a
criacdo até o processamento. A criacao influencia diretamente a microbiota
presente nos animais, e, nos sistemas antibiotic-free, a auséncia de antibidticos
pode favorecer a disseminagdo de microrganismos, como Enterococcus. Isso
destaca a importancia de praticas rigorosas de higiene e controle durante o
processamento, que Sao0 essenciais para minimizar a presenca de patdgenos e
garantir a qualidade do produto final, independentemente do sistema de
producdo (CAMPOS et al., 2013; JUNG et al., 2018; KLAHARN et al., 2022).

A literatura corrobora esses achados, com uma prevaléncia de
contaminacdo por Enterococcus spp. em carne de frango que pode chegar a
96% das amostras, como reportado por Brown et al. (2021) e Xavier et al. (2008)
indicando um risco de colonizag&o persistente por essas bactérias ao longo da

cadeia de producéo.

4.2 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM Salmonella spp.

Os resultados do presente estudo mostraram uma alta prevaléncia de
resisténcia antimicrobiana em isolados de Salmonella spp. provenientes de
sistemas de producdo convencionais, com destaque para antibiéticos como
amoxicilina, ampicilina e ceftazidima. Elevados niveis de resisténcia podem ser
relacionados ao uso extensivo de antibidticos no sistema de producédo
convencional, uma pratica que favorece a selecéo de cepas resistentes. Estudos
prévios corroboram esses achados, indicando que o uso de antibiéticos como
promotores de crescimento em aves de corte esta fortemente associado ao
aumento da resisténcia bacteriana (VAN BOECKEL et al., 2019).

A emergéncia de cepas multirresistentes de Salmonella na producéo de
frango € uma preocupacao crescente. Antunes et al. (2016) destacam que 0 uso
frequente de antimicrobianos, tanto para tratamento quanto como promotores de
crescimento, esta associado ao surgimento de cepas resistentes, como

Salmonella Kentucky, que apresenta alta resisténcia a fluoroquinolonas.
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Neste estudo, observamos elevados niveis de resisténcia, especialmente
para amoxicilina, ampicilina, ceftazidima, acido nalidixico, cefotaxima e
tetraciclina, com resisténcia em mais de 95% dos isolados. A resisténcia a
amoxicilina e ampicilina estd frequentemente associada a presenca de genes
que codificam B-lactamases, como o blaCTX-M, encontrados em cepas de
origem avicola, comprometendo a eficacia desses antibidticos. A resisténcia a
cefalosporinas de terceira geracdo, como ceftazidima e cefotaxima, também é
reportada, impulsionada pela disseminacdo de genes como CTX-M e CMY-2,
gue conferem resisténcia a esses antibioticos em cepas de Salmonella isoladas
de frangos e humanos. Além disso, a resisténcia ao &cido nalidixico foi
amplamente observada em sorotipos como S. Kentucky e S. Infantis, e esta
associada a disseminacao de clones resistentes em produtos de carne de frango.
A resisténcia a tetraciclina € comumente encontrada em cepas multirresistentes,
refletindo o uso generalizado de tetraciclinas na producao avicola (ANTUNES et
al., 2016).

Threlfall (2022) destacou que cepas multirresistentes, como S.
Typhimurium DT 104, com resisténcia a ampicilina, cloranfenicol, sulfonamidas
e tetraciclinas, foram prevalentes em animais de producdo desde os anos 1990.
Em nosso estudo, observamos uma prevaléncia semelhante de multirresisténcia
para esses antibioticos. Além disso, assim como relatado por Threlfall (2002), a
resisténcia a fluoroquinolonas, como ciprofloxacina e acido nalidixico, foi
observada em uma parcela significativa dos isolados, destacando a relevancia
desse problema, dado que fluoroquinolonas sado antimicrobianos de primeira
linha no tratamento de infec¢des graves por Salmonella.

A resisténcia antimicrobiana em Salmonella spp. continua sendo uma
preocupacgao significativa na producdo de frangos, conforme observado no
estudo de Diarra et al., (2014) que identificou uma prevaléncia de 29% de
Salmonella Kentucky e 23,8% de S. Typhimurium, com mais de 43% dos
isolados apresentando resisténcia simultanea a ampicilina, amoxicilina, ceftiofur
e ceftriaxona. Nossos achados também revelaram uma alta prevaléncia de
resisténcia a antibidticos B-lactamicos, especialmente amoxicilina e ampicilina,
em isolados de carcacas de frango pos-resfriamento, o que reflete uma
similaridade nos niveis de resisténcia observados em diferentes sistemas de

producdo. Em Diarra et al. (2014), 58,9% dos isolados de S. Kentucky eram



63

multirresistentes, resultado que se assemelha aos niveis observados em nossos
isolados, particularmente no sistema convencional.

Os resultados de nosso estudo também se alinham com os achados de
Shigemura et al. (2020) que identificaram 46,2% dos isolados de Salmonella em
trabalhadores de alimentos no Japdo como resistentes a pelo menos um
antimicrobiano, incluindo cefotaxima (3,8%) e ceftazidima (3,8%). O estudo
japonés também relatou 39,2% de resisténcia a tetraciclina, semelhante aos

niveis observados em nossas amostras.

4.3 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM E. coli

Os isolados de Escherichia coli deste estudo demonstraram uma alta taxa
de resisténcia a diversos antibioticos. A maior resisténcia foi observada para
ampicilina, amoxicilina e tetraciclina, todas acima de 80%. A resisténcia a
multiplos antibidticos foi prevalente em 83% dos isolados, 0 que levanta uma
preocupacao significativa de salde publica, jA que essas cepas podem transferir
genes de resisténcia para outros patégenos. Estudos anteriores, como o de
Ljubojevic et al. (2016) também indicam que E. coli isolada de sistemas de
producao intensiva apresenta altos niveis de resisténcia antimicrobiana.

Ao comparar os sistemas de producdo, observou-se que 95,6% dos
isolados do sistema convencional foram classificados como multirresistentes,
enquanto 70,2% dos isolados do sistema antibiotic-free apresentaram essa
caracteristica. Esses dados reforcam a vantagem dos sistemas antibiotic-free na
reducado da resisténcia antimicrobiana, corroborando os achados de Vieira et al.
(2022), que também relataram menor resisténcia em E. coli provenientes de
sistemas sem 0 uso de antibioticos em comparacao aos sistemas convencionais.

Roth et al. (2019) destacam que o uso de tetraciclinas, aminoglicosideos,
sulfonamidas e penicilinas € comum em regiées produtoras como Brasil, EUA,
China e paises da Unido Europeia (UE). As taxas de resisténcia a esses
antibidticos ultrapassam 40% em todas as regides, exceto para ampicilina nos
EUA, onde a resisténcia foi inferior a 5%. De forma semelhante, no presente
estudo também foi observada resisténcia a essas classes de antibidticos,
corroborando a alta prevaléncia de resisténcia nos sistemas de producéo
convencionais. Nas regides onde fluoroquinolonas sdo permitidas, como no

Brasil e UE, Roth et al. (2019) relataram taxas de resisténcia superiores a 40%,
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o que também foi observado no presente estudo, principalmente nos isolados do
sistema convencional. Nos EUA, onde o uso de fluoroguinolonas € proibido, as
taxas de resisténcia foram inferiores a 5%. Esses dados reforcam que, embora
a regulamentacao rigorosa do uso de antibioticos possa reduzir a resisténcia,
como evidenciado no sistema antibiotic-free do presente estudo, ela ndo a
elimina completamente.
ljubojevi¢ et al. (2016) também destacam a cama de frango como um

importante reservatorio de cepas resistentes de E. coli. O uso continuo de
antibioticos nos sistemas convencionais contribui para o acumulo de residuos
antimicrobianos nesse ambiente, favorecendo a selecdo e a proliferacdo de
cepas multirresistentes. Esses resultados corroboram com os dados deste
estudo, em que a maior porcentagem de isolados de E. coli multirresistentes foi
detectada nas amostras coletadas no aviario.

Os dados de Bortoli e Larsen (2023) destacam a elevada resisténcia de
E. coli a véarios antibiéticos, com a amoxicilina apresentando uma taxa de
resisténcia elevada e outros antibidticos, como lincomicina e neomicina,
demonstrando resisténcia em 100% e 93,3% dos isolados, respectivamente.
Esses achados corroboram a tendéncia crescente de multirresisténcia em E. coli,
especialmente em sistemas de producéo intensiva, onde o uso indiscriminado
de antibidticos exerce uma forte pressdo seletiva sobre as populacdes
bacterianas.

A resisténcia ao imipenem foi relatada no estudo de Ramirez-Castillo et
al. (2023) onde 15,6% dos isolados de E. coli apresentaram resisténcia. O
presente estudo também identificou resisténcia ao imipenem tanto no sistema
convencional quanto no antibiotic-free. Ramirez-Castillo et al. (2023) relacionam
0 aumento dos niveis de resisténcia com a producdo das enzimas NDM-1 e
NDM-5, que conferem resisténcia a essa classe de antibiéticos em aves. A
resisténcia aos carbapenémicos € especialmente preocupante, pois esses
antibioticos sdo considerados uma das Ultimas opc¢des no tratamento de
infec¢des por bactérias multirresistentes. A disseminagéo de cepas resistentes a
carbapenémicos, detectada tanto em outros sistemas de produgdo animal
guanto no sistema convencional analisado, representa um risco crescente para
a saude publica, uma vez que reduz significativamente as opc¢des terapéuticas

para infec¢des graves.
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A presenca de E. coli em ambientes externos, especialmente em areas
com saneamento basico deficiente, € um fator critico que contribui para a
disseminagdo de cepas resistentes. Estudos realizados em areas rurais
demonstram que a contaminagcdo da agua de consumo com E. coli esti
diretamente relacionada a falta de infraestrutura adequada e ao armazenamento
inadequado da agua, o que pode impactar diretamente o ambiente de criacdo de
frangos, favorecendo a introducéo de cepas resistentes (GURGEL et al., 2020).
Embora o sistema antibiotic-free apresente uma reducdo consideravel na
prevaléncia de resisténcia, especialmente em comparacdo com 0 Sistema
convencional, a persisténcia de cepas multirresistentes reforca a necessidade

de préticas mais abrangentes no manejo e uso de antibidticos.

4.4 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM Enterococcus spp.

Os isolados de Enterococcus spp. neste estudo demonstraram alta
resisténcia a varios antibidticos. A resisténcia a clindamicina, eritromicina,
vancomicina, teicoplanina e penicilina foi especialmente elevada, com todos
apresentando valores acima de 90%. Essa resisténcia é particularmente
preocupante no caso de vancomicina e teicoplanina, que séo frequentemente
utilizadas como Uultima opcdo no tratamento de infeccBes graves. Estudos
indicam que Enterococcus spp. isolados de animais de producédo apresentam
alta resisténcia a multiplos antibiéticos, mesmo em sistemas antibiotic-free.
(MAK et al., 2022).

No estudo de Campos et al. (2013) realizado com 100 carcacas de frango,
100% das cepas de Enterococcus isoladas mostraram resisténcia a pelo menos
um antimicrobiano, com destaque para tetraciclina (90,47% em E. faecalis e
100% em E. faecium), eritromicina (80,95% em E. faecalis) e ciprofloxacina
(39,28% em Enterococcus spp.). Esses resultados sao semelhantes aos deste
estudo, que também identificou resisténcia significativa em isolados de
Enterococcus em ambos os sistemas de producao.

Em nosso estudo, observou-se que os isolados de Enterococcus
demonstraram altos niveis de resisténcia a vancomicina, com 94,5% dos
isolados sendo resistentes. Essa resisténcia é frequentemente associada aos

genes vanA e van B, responsaveis por conferir uma resisténcia intrinseca
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elevada tanto a vancomicina quanto a teicoplanina (KRAWCZYK et al., 2021;
MENDES et al., 2013).

Martinez-Laorden et al. (2023) relataram uma alta resisténcia a
antibidticos em Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium isolados de
carnes de frango, peru, pato e codorna, com destaque para a resisténcia as
tetraciclinas, que atingiu até 70,27% nas amostras de frango. No presente
estudo, os niveis de resisténcia observados foram elevados, com resisténcia a
antibiéticos como clindamicina (99,43%), eritromicina (98,86%) e vancomicina
(94,50%) ultrapassando 90% dos isolados.

Kim et al. (2016), ao analisarem Enterococcus spp. isolados de carcacas
de frango de producado convencional e organica na Coreia do Sul, observaram
maior resisténcia a ciprofloxacina e eritromicina em carcacas de sistemas
convencionais, enquanto a resisténcia a vancomicina e tigeciclina foi semelhante
em ambos os sistemas. De forma semelhante, no presente estudo, as taxas de
resisténcia a eritromicina foram ainda mais elevadas (98,86%) e 94,50% dos
isolados mostraram resisténcia & vancomicina.

Além disso, Kilonzo-Nthenge et al. (2015) relataram resisténcia
significativa em Enterococcus spp. isolados de frangos criados tanto em
sistemas convencionais quanto organicos, com resisténcia a estreptomicina de
95,3% no sistema convencional e 74,4% no orgéanico, e a eritromicina de 64,2%
e 54,5%, respectivamente. Comparativamente, neste estudo, a resisténcia a
eritromicina foi ainda maior, com 98,86% dos isolados resistentes, e 93,93% dos
isolados resistentes a penicilina. Esses resultados indicam que,
independentemente do sistema de producdo, a resisténcia antimicrobiana é
prevalente e representa um desafio continuo para o controle em diferentes
ambientes produtivos.

Os altos niveis de resisténcia observados podem estar relacionados com
a capacidade de Enterococcus spp. de adquirir genes de resisténcia exégenos.
No estudo de Makarov et al. (2022) foi relatado que Enterococcus faecium e
Enterococcus faecalis isolados de frangos comerciais apresentaram resisténcia
a uma variedade de antibidticos, incluindo bacitracina, eritromicina, gentamicina,
e tetraciclina, além de possuirem genes que codificam para resisténcia a
vancomicina e outros antimicrobianos. Esses achados reforcam a importancia

de estratégias eficazes durante a produgdo para mitigar a resisténcia, mesmo
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em sistemas que nao utilizam antibioticos, dado que a transferéncia horizontal

de genes.

5 CONCLUSAO

Este estudo mostrou uma alta prevaléncia de resisténcia antimicrobiana
em Salmonella spp., Escherichia coli e Enterococcus spp. isolados da cadeia de
producdo avicola. Observou-se multirresisténcia (MDR) em 99,13% dos isolados
de Enterococcus spp. no sistema convencional e 98,99% no antibiotic-free,
enqguanto E. coli apresentou MDR em 95,63% no sistema convencional e 70,16%
no antibiotic-free. A resisténcia encontrada, especialmente a antibidticos criticos
para a saude humana, reforca a necessidade de praticas mais rigorosas no
controle do uso de antimicrobianos na producdo animal. Os resultados
demonstram a importancia da cadeia produtiva avicola como reservatorio de
cepas multirresistentes e reforcam a necessidade de medidas mais rigorosas

para o uso de antibidticos.
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1 CONSIDERACOES FINAIS

Altas frequéncias de Escherichia coli foram observadas neste estudo,
sendo isoladas de uma ampla variedade de amostras, com excecdo da agua.
Houve uma elevada resisténcia geral aos antimicrobianos, especialmente
tetraciclina, amoxicilina, ciprofloxacina e cloranfenicol, antibiéticos comumente
utilizados na medicina humana e veterinaria. Esses resultados representam uma
importante preocupacdo de saude publica, evidenciando que a exposicdo
prolongada a esses antimicrobianos pode agravar o cenario ja critico de
resisténcia. O achado mais preocupante foi a alta prevaléncia de isolados de E.
coli multirresistentes (MDR), com 95,63 % dos isolados no sistema convencional
e 70,16 % no antibiotic-free. A presenca de Salmonella spp. multirresistente foi
alta, especialmente no sistema convencional, onde 99,4% dos isolados
apresentaram resisténcia a trés ou mais classes de antibiéticos. Esse dado &
alarmante, visto que Salmonella € uma das principais responsaveis por surtos
alimentares graves, e a resisténcia pode comprometer a eficacia dos tratamentos
disponiveis. Em relacéo aos isolados de Enterococcus spp., ndo houve diferenca
significativa entre os sistemas de producdo convencional e antibiotic-free, com
ambos apresentando uma alta prevaléncia de resisténcia. Isso refor¢ca que,
independentemente do uso de antibidticos, o controle da resisténcia bacteriana
em Enterococcus continua sendo um desafio em ambos os sistemas de
producdo. Esses resultados indicam que, embora o sistema antibiotic-free seja
uma alternativa promissora para reduzir o uso de antimicrobianos, ele ainda
enfrenta desafios no controle de bactérias multirresistentes, e novos estudos séo
necessarios para compreender melhor os mecanismos de resisténcia e para
explorar solug@es alternativas, como melhorias nas praticas de manejo sanitério

e biosseguridade.
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