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CARON, E. F. F. Comparagao temporal do perfil de resisténcia in vitro aos
antimicrobianos em isolados de Salmonella spp. de carne de frango entre 2004
— 2020. Botucatu, 2021. 75p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” (UNESP).

RESUMO

Salmonella spp. € um dos principais agentes causadores de doencas de origem
alimentar no Brasil e no mundo e seu controle é um desafio para a saude publica.
Devido a alta capacidade de transmisséo, a presenca deste patdgeno em animais
criados para fins industriais causa grandes perdas econdmicas, principalmente no
comércio de carne de aves; além de ser prejudicial a saide humana. Antimicrobianos
sdo ferramentas amplamente utilizadas na tentativa de amenizar os riscos de
aparecimento e disseminac¢do de doencas no ambiente de producado, além de, na
producdo avicola, serem utilizados como promotores de crescimento. Entretanto, o
uso prolongado e de maneira indiscriminada pode proporcionar o aparecimento de
cepas bacterianas resistentes. Deste modo, o presente estudo teve como objetivo
avaliar in vitro o perfil de resisténcia aos antimicrobianos em isolados de Salmonella
spp. de carcagas e cortes de frango nos anos de 2004, 2005 e 2006 “antigos” (n= 63)
e 2019 e 2020 “atuais” (n=24) pertencentes a bacterioteca do Servigo de Orientagéo
a Alimentacao Publica (SOAP — UNESP, Botucatu - SP). Previamente ao estudo de
perfil de resisténcia, os isolados foram submetidos a confirmagéo molecular por meio
da PCR em tempo real para detec¢éo do gene invA. Posteriormente, os isolados foram
submetidos ao teste de perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos pelo método de
disco-difusdo. Dos 63 isolados antigos, nenhuma apresentou resisténcia aos
antibioticos testados. Dos isolados novos, 22 (91,66 %) apresentaram resisténcia a
ao menos um antimicrobiano testado e 18 destes foram considerados multidroga
resistente. O perfil fenotipico de resisténcia mais prevalente foi ceftazidima-cefoxitina-
ampicilina-tetracilina 72,72% (16/22), seguido por tetraciclina 18,18% (4/22),
ceftazidima-cefoxitina-ampicilina 4,54% (1/22) e ceftazidima-cefoxitina-ampicilina-
cloranfenicol-tetracilina 4,54% (1/22). Dos 18 isolados multidroga resistente, 83,33 %
(15/18) foram positivas para ESBL. O dendrograma obtido da comparacéo do perfil de
resisténcia de isolados antigos e novos, resultou em trés grandes clusters, com
destaque para o primeiro formado por isolados novos e multirresistentes com
similaridade de 80 — 82%. A alta taxa de resisténcia em isolados novos demonstra que
a resisténcia aos antimicrobianos € crescente com o passar dos anos, sendo assim,
€ necessario desenvolver acdes para monitorar a resisténcia a antimicrobianos
relacionados a carne de frango.

Palavras chave: alimentos; multirresisténcia; patdogenos; saude publica.
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CARON, E. F. F. Temporal comparison of the in vitro resistance profile to
antimicrobials in isolates of Salmonella spp. of chicken meat in the 2004 and
2020. Botucatu, 2021. 75p. Dissertacdo — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (UNESP).

ABSTRACT

Salmonella spp. it is one at the main agent of foodborne diseases worldwide and its
control is a challenge for public health. Due to the high transmission ability, the
presence of this pathogen in animals bred for industrial purposes causes great
economic losses, mainly in the poultry meat trade; in addition to being harmful to
human health. Antimicrobials are tools widely used in an attempt to mitigate the risks
of the appearance and spread of diseases in the production environment, in addition
to, in poultry production, being used as growth promoters. However, prolonged and
indiscriminate use can lead to the emergence of resistant bacterial strains. Thus, the
aim of this study was to evaluate in vitro the profile of resistance to antimicrobials in
isolates of Salmonella spp. of carcasses and cuts of chicken in the years of 2004, 2005
and 2006 “old” (n = 63) and 2019 and 2020 “new” (n = 24). Previously to the resistance
profile study, the isolates were subjected to molecular confirmation by real-time PCR
to detect the invA gene. Subsequently, the isolates were subjected to the susceptibility
profile test to antimicrobials by the diffusion disk method. Of the 63 old isolates, none
showed resistance to the tested antibiotics. Of the new strains, 22 (91,66 %) showed
resistance to at least one tested antimicrobial and 18 of these were considered
multidrug resistant. The most prevalent phenotypic resistance profile was ceftazidime-
cefoxitin-ampicillin-tetracillin 72.72% (16/22), followed by tetracycline 18.18% (4/22),
ceftazidime-cefoxitin-ampicillin  4.54% (1/22) and ceftazidime-cefoxitin-ampicillin-
chloramphenicol-tetracillin 4.54 % (1/22). Of the 18 multidrug resistant isolates,
83.33% (15/18) were positive for ESBL. From the dendrogram obtained from the
comparison of the resistance profile of old and new isolates, it resulted in three large
clusters, with emphasis on the first formed by new and multiresistant isolates with
similarity of 80 — 82%. The high rate of resistance in new isolates demonstrates that
resistance to antimicrobials is increasing over the years, therefore, it is necessary to
develop actions to monitor resistance to antimicrobials related to chicken meat.

Keywords: foods, pathogens, public health, multiresistance.
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1 INTRODUCAO

Salmonella spp. € um importante patégeno, agente etiolégico da salmonelose,
doenca zoonotica e que pode ser transmitida diretamente entre animais e seres
humanos sendo difundida no mundo todo. E um dos principais micro-organismos
envolvidos em casos de Doencas de Origem Alimentar, causando sérias implicacdes
para a saude publica. Salmonella spp. pode ser isolada em animais domésticos como
cées e gatos, mas € normalmente encontrada no ambiente de producédo, uma vez que
animais como aves, suinos e bovinos sdo portadores em seu trato gastrintestinal
(MENDONCGCA, 2016; SILVA et al., 2016).

A preocupacao do consumidor em adquirir produtos indcuos é cada vez maior,
assim como para o fornecedor e fabricante a oferta de produtos que ndo causem
danos a saude. Os alimentos mais frequentemente associados a casos de
salmonelose s&o ovos e carnes de aves (MENDONCA, 2016; SILVA et al., 2016).

Em 2019, o Brasil produziu 13.245 milhdes de toneladas de carne de frango e
ocupa o 1° lugar no ranking de exportacbes neste setor, demonstrando que a
producado desta commodity é uma das atividades mais expressivas do agronegocio do
pais (ABPA, 2019). O uso de antibiéticos na producéo animal, além de promover uma
melhor converséo alimentar e, consequentemente, melhoria no ganho de peso dos
animais, evita o risco de aparecimento e disseminacdo de doencas, ja que um Unico
animal doente no plantel pode levar a problemas como mortalidade e diminuigdo da
rentabilidade acarretando consequéncias graves para a producédo (ALBUQUERQUE,
2005).

Contudo, o uso prolongado e em baixas doses de antibiéticos como promotores

de crescimento em animais também origina preocupacgdes, ja que proporcionam o0
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ambiente ideal para o aparecimento de cepas bacterianas resistentes. A resisténcia
aos antibidticos representa um grande desafio para a saude humana, e a presenca de
patogenos resistentes na cadeia de producdo de alimentos € considerada alarmante
(OMS, 2014; VAN BOECKEL et al., 2015).

Considerando o exposto, o presente trabalho, teve como objetivo avaliar e
comparar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos em isolados de Salmonella spp.

obtidos de carcacas e cortes de frango com aproximadamente 15 anos de intervalo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Salmonella spp.

Salmonella spp. € uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae.
Apresenta-se na forma de bastonete Gram negativo, ndo esporogénico, anaerébio
facultativo; e com temperatura de multiplicacdo que varia entre 5 e 46°C, com 6tima
entre 35-43°C (SILVA et al, 2017). A taxonomia do género Salmonella é baseada na
composicdo de seus antigenos somaticos (O), flagelares (H) e capsulares (Vi)
(FRANCO, LANDGRAF, 2002).

O género ao qual pertence este patdgeno € dividido em duas espécies: S.
bongori e S. enterica, sendo S. enterica subdividida em seis subespécies: arizonae,
diarizonae, houtenae, indica, salamae e entérica, sdo conhecidos mais de 2.500
sorovares, porém os de importancia na saude publica pertencem a S. enterica sub.
enterica. Ressalta-se que a maioria dos sorotipos de Salmonella spp. sao patogénicos
aos humanos apresentando diferencas de sintomatologia em virtude da variagcao no
mecanismo de patogenicidade, além da idade e da resposta imune do hospedeiro
(GERMANO, 2003). Os sorotipos mais importantes na transmisséo desta enfermidade
de animais para humanos sdo Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium
(SILVA et al., 2017).

O principal habitat de Salmonella spp. € o trato intestinal de humanos e animais.
No ambiente, as principais fontes de contaminacao sé&o agua, solo, fezes de animais,
insetos e superficies de equipamentos e utensilios de fabricas e cozinhas (SILVA et

al., 2017).
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A infeccdo de animais e humanos, comumente, ocorre pela via oral, por
ingestao de alimentos e 4gua contaminados por fezes, que representam as principais
vias de transmissédo do patdgeno. Utensilios de uso comum por animais (comedouros
e bebedouros) e fomites também podem servir como fonte de infec¢cdo nos criatorios
(MEGID et al. 2016).

Com dezenas de milhGes de casos por ano em todo o mundo e no Brasil,
Salmonella spp. € um dos principais agentes causadores de doencas de origem
alimentar, sendo um dos principais patdégenos responsaveis por infeccdées em muitos
paises, e um importante contaminante de alimentos, sobretudo os de origem animal
(LACONHA et al., 2000; LOPALCO et al., 2000; WHO, 2013).

Classificada como a zoonose mais difundida do mundo, o controle da
salmonelose representa um desafio para a saude publica. Considerando que a
principal via de transmissdo de Salmonella spp. esta na cadeia de producédo de
alimentos pela sua presenga em animais criados com objetivo comercial, esse micro-
organismo € 0 mais incidente e relevante agente etiol6gico de infec¢des entéricas,
ocasionando perdas de milhdes de ddblares para a indUstria, particularmente de aves,

bovinos e suinos (BRASIL, 2011).

2.2 Mecanismo de patogenicidade de Salmonella spp.

A invasao do hospedeiro e proliferacao intracelular esta diretamente ligada aos
genes localizados nas ilhas de patogenicidade — SPI (Salmonella Patogenicity Island),
gue sdo um tipo particular de ilhas gendmicas encontradas nas salmonelas e carreiam

um ou mais genes de viruléncia. Atuam como fatores de viruléncia 17 ilhas de
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patogenicidade, porém as mais estudadas e elucidadas séo a SPI-1 e SPI-2 (FORTES
et al., 2012).

Salmonella spp. tem como mecanismo de patogenicidade a adeséo ao intestino
delgado pelas fimbrias nos enterdcitos. Por meio do sistema de secrecao do tipo 3,
injetam seus fatores de viruléncia (proteinas efetoras) que interagem com o
metabolismo da célula parasitada. A ilha de patogenicidade do tipo 1 € responsavel
pela codificacdo dos elementos utilizados para a invasédo. Apés a injecao de proteinas
efetoras, ocorre a reorganizacdo do citoesqueleto da célula do hospedeiro, que
promove a entrada de Salmonella spp., que inicialmente, permanece em um vacuolo
fagocitario. Apos a internalizacéo, o patdgeno expressa novo sistema de secrec¢ao do
tipo 3 para producdo de enzimas que possibilitam o rompimento e escape do vacuolo
para o interior do citoplasma (DIEYE et al., 2009).

Na ilha de patogenicidade tipo 2, estdo localizados a maioria dos genes para
sobrevivéncia nos fagécitos, fazendo a inducao da injecdo de proteinas efetoras. A
replicacdo ocorre no interior das células, liberando proteinas no citosol e assim a
bactéria é liberada na lamina prépria o que leva a inflamacao. As células bacterinas
sdo apresentadas ao sistema de defesa e, ao infectar células M e células dendriticas
(células de defesa no intestino), o patégeno é capaz de ganhar a via sistémica, o que
justifica, além da inflamacgé&o, o sinal clinico de hipertermia. A resposta inflamatéria
levara a diarreia pela invasédo do epitélio, inflamacéo e infiltracdo de neutrdfilos e
liberagdo de prostaglandinas, aumento da atividade de adenilato ciclase intensificando
a troca de fluidos, resultando na secrecdo de fluidos ocorrendo a diarreia. Esse
processo inflamatério e les&o celular levam a dores abdominais relatadas pelos
individuos acometidos. A enterotoxina termolabil € responsavel pelo aumento da

atividade da adenilato cilase que levam a diarreia e a citotoxina termolabil tem a
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capacidade de lise da célula do hospedeiro, o que também contribuem para a diarreia
(HENSEL, 2004).

Todo esse processo de infeccdo das células leva um tempo para que as células
bacterianas possam se multiplicar, determinando o periodo de incubacdo é
relativamente longo, podendo chegar a 72 horas (HENSEL, 2004).

Evidéncias apontam que as ilhas gendmicas sdo importantes na evolucéo
destas bactérias, influenciando tracos como simbiose, resisténcia aos antibioticos e

adaptacao em geral (FORTES et al., 2012).

2.3 Salmonelose

ApoOs a ingestdo de alimentos contaminados com quantidades expressivas do
patdgeno, ocorre a colonizacdo da bactéria no trato intestinal. As bactérias penetram
na barreira epitelial, infectam fagécitos dentro da lamina prépria, o que produz uma
resposta inflamatéria com liberagcdo de prostaglandinas e estimuladores e
adenilciclase. Esse processo ocasiona aumento de secrecdo de agua e eletrdlitos,
estabelecendo os quadros entéricos, que sdo caracterizados por um periodo de
incubacdo de 8 a 48 horas posteriormente a ingestdo do alimento contaminado
(CARVALHO et al., 2016).

As manifestagbes clinicas, que usualmente sdo vomito, nauseas, diarreia,
cefaleia e calafrios, podem persistir por 1 a 2 dias, e comumente a recuperagao ocorre
apos 3 dias do inicio da infeccédo, podendo ser variavel conforme as condi¢gbes do
hospedeiro e a dose infectante ingerida (BAU et al., 2009).

Na febre tifoide ou entérica, ocasionadas por Salmonella Typhimurium e

Salmonella Paratyphi, € preconizado o tratamento com antibiéticos, uma vez que a
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taxa de mortalidade com esta adoc&o do uso foi reduzida de 15 % para menos de 1
%. Nas gastroenterites ocasionadas pelas demais salmonelas, a infeccdo se mantém
restrita a mucosa intestinal e com quadro autolimitante e dificilmente observa-se
infeccdo sistémica ou septicemia, o que faz com que o uso de antibidticos seja
dispensavel, principalmente pela ameaca do surgimento de cepas multirresistentes
(BRASIL, 2011; SHINOHARA et al., 2008).

Nos Estados Unidos da América, Salmonella néo tifoide € responséavel a cada
ano por numeros alarmantes, cerca de 1,35 milhdes de infeccbes, 26.500
hospitalizacbes e 420 O6bitos, estimada em 400 milhGes de ddlares com custos
meédicos. Embora ndo seja aconselhavel a administracdo de antibiéticos em casos de
salmonelose, em casos de infec¢cdes graves sdo preconizados o ciprofloxacino,
azitromicina e ceftriaxona. As infeccfes resistentes sdo ainda mais graves e podem
resultar em maiores taxas de hospitalizados, mortes e custos hospitalares (CDC,

2019).

2.3.1 Importancia dos manipuladores de alimentos

Com a finalidade de evitar que manipuladores de alimentos sejam associados
a surtos de doencas de origem alimentar, uma vez que estes podem ser portadores
assintomaticos de patdogenos como bactérias, virus e parasitas, € de extrema
importancia garantir que todos aqueles candidatos ao emprego na industria de
alimentos, que terdo contato direto ou indireto com alimentos, sejam submetidos a
exames medicos, analise de historico médico em relagdo a doencgas de pele. Ainda
secrecOes dos olhos, nariz, orelhas, feridas e infec¢des intestinais, bem como exames

de fezes podem identificar portadores de patégenos intestinais, como Salmonella spp.
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Assim, como todos aqueles jA empregados devem ser submetidos a exames e
guestionarios regulares e, casos apresentarem sinais ou sintomas de infeccéo
intestinal, devem ser vedados de trabalhar em areas de alto risco de processamento
de alimentos. Além do treinamento de limpeza e desinfeccdo de equipamentos e
superficies de contato, manipuladores de alimentos devem ser treinados com
principios basicos de higiene pessoal e de alimentos, o que deve incluir conceitos
basicos da natureza dos patdgenos, sua multiplicacdo e disseminacdo em
determinadas condi¢cGes. Programas de treinamento de higiene, podem aumentar a
produtividade e reduzem queixas de clientes, consequentemente perdas econémicas

para a industria (FORSYTHE, 2013).

2.4 Alimentos relacionados em casos de salmonelose

Os alimentos de origem animal, como carne bovina, suina, aves, 0voOsS,
mariscos, leite e produtos agricolas ndo processados como hortalicas e frutas sao
frequentemente veiculadores em surtos de salmonelose (SHINOHARA et al., 2008;
BRASIL, 2011). A contaminacdo de origem fecal ocorre nos produtos agricolas
através da exposicdo a agua contaminada, em leite e ovos, que pode ocorrer por meio
da exposicao direta e em carnes durante as operacoes de abate. A carne de frango
apresenta papel fundamental na epidemiologia da salmonelose humana, estando
presente na carne de frango de forma critica, tonando-se problema na determinacao
de quadros de infeccdo alimentar (CARVALHO; CORTEZ, 2005).

A contaminacdo das carcacas durante os procedimentos de abate e sua
contaminagdo cruzada, resulta em grande desafio para diminuir os riscos para o

consumidor final, uma vez que o consumo da carne de frango é apontado como um



392

393

394

395

396

397

398

399

400

401

402

403

404

405

406

407

408

409

410

411

412

413

414

415

11

importante fator de risco para a ocorréncia da doenca em humanos (VOSS-RECH et
al., 2015; THE EUROPEAN, 2017).

Os alimentos sé@o os principais veiculos de transmissdo de Salmonella spp.
para os humanos, e o uso de antimicrobianos em animais de producao pode resultar
em cepas resistentes. Medidas como evitar o uso improprio e realizar o rastreamento
do uso de antimicrobianos em animais de producao; aperfeicoamento da producéo e
processamento de alimentos; educar trabalhadores da industria alimenticia e
consumidores sobre a correta manipulacdo dos alimentos; sdo acdes que podem

diminuir e impedir a disseminacgéao de Salmonella spp. (CDC, 2013).

2.5 Uso de antibiéticos na cadeia produtiva da carne de frango

Atualmente, o Brasil ocupa o 3° lugar no ranking mundial de produc¢ao de carne
de frango, e 0 1° em exportacbes, com 4,2 milhbes de toneladas de carne de
frango/ano. Em 2019, a producéo de carne de frango no pais foi de 13.245 milhdes
de toneladas, sendo 32 % da producdo destinada a exportacdo e 68 % para o mercado
interno, com o consumo da carne da ordem de 42,84 kg/habitante. Dados como estes,
demonstram como é necessario atender as exigéncias do mercado consumidor no
requisito de qualidade e seguranca dos alimentos e sanidade avicola (ABPA, 2019).

Uma ferramenta de grande importancia na cadeia produtiva de aves, é 0 uso
de aditivos na dieta dos animais, 0 que inclui os antimicrobianos. Estes sao
empregados para obter melhores taxas de sobrevivéncia, crescimento, reduzir cargas
patogénicas, melhorar a salude do trato gastrintestinal e, consequentemente, a

eficiéncia alimentar. H4 mais de 50 anos, os antimicrobianos tém sido utilizados para
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aumentar a produtividade e manter a saude dos animais (BISCHOFF et al, 2004;
SILVA, 2011).

Os expressivos numeros da producdo e exportacdo de carne de frango
brasileira demonstram a demanda e a importancia da producdo animal para o
agronegocio brasileiro. O Brasil ocupa o 3° lugar no uso de antimicrobianos na
producdo animal e a producao de aves utiliza, em média, 148 mg/kg de peso vivo.
Nesta média estéo incluidos o uso terapéutico e como promotores de crescimento. A
utilizacdo de antibidticos na producdo animal pode favorecer o surgimento de
bactérias resistentes, levando a novas restricdes ao uso destas substancias, o que
poderia levar a queda na producédo (MEDEIROS, 2018).

Os antibioticos comumente utilizados em tratamento de animais e humanos
representam preocupacdo em saude publica, como o surgimento e persisténcia de
cepas resistentes e, consequentemente, a resisténcia aos antibioticos dentro da
producdo de alimentos (GEBREYES et al., 2017). A presenca de cepas
multirresistentes tém sido identificadas produtos de origem animal. Fazendas de
producdo ou ambientes veterinarios podem ter ocasionado o surgimento destas cepas
através da utilizacao de antibioticos na alimentacdo dos animais e ha a possibilidade
de cuidadores de animais, fazendeiros e manipuladores de alimentos serem provaveis
fontes de contaminacdo (DOYLE, 2015). Grande numero de amostras de frango
positivas para patdgenos alimentares, demonstraram uma alta prevaléncia de isolados
multirresistentes a antibioticos. Tal informacao reforca a necessidade de maiores
cuidados na producdo, transporte e armazenamento dos produtos de origem animal,
mas também evidencia a preocupacéo com a disseminacdo de bactérias resistentes

na cadeia produtiva de alimentos (SILVA et al., 2018).
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A resisténcia aos antibioticos é vista como um dos maiores desafios de saude
publica da atualidade e tem importante impacto na satde humana e animal, sendo de
grande necessidade a preservacao de antibioticos classificados com importancia
critica na medicina humana. Em 2020, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), seguindo recomendacdes da WHO (World Health
Organization — Organizacdo Mundial da Saude), OIE (World Organization for Animal
Health — Organizacdo Mundial da Saude Animal) e FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations - Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Alimentacédo e a Agricultura), publicou a Instrucdo Normativa n. 1, que determinou a
proibicdo em todo territério nacional, da adicdo na racdo animal dos antimicrobianos
tilosina, lincomicina e tiamulina, como melhoradores de desempenho, pois séo
considerados de grande relevancia na medicina humana (MAPA, 2020).

Inquestionavelmente, a resisténcia bacteriana € um significante desafio para a
saude humana (YAP et al., 2014). Em 2019, a Organiza¢cdo Mundial da Saude
divulgou um relatério alertando que geracdes futuras enfrentardo impactos
desastrosos com a resisténcia aos antimicrobianos.

Estimativas apontam que as enfermidades ocasionadas por bactérias
resistentes aos medicamentos poderdo ocasionar até 10 milhées de mortes até 2050,
acarretando danos a economia equivalentes a crise financeira mundial de 2008-2009
e levar até 24 milhdes de pessoas a pobreza extrema. O relatério ainda confirma que
a saude humana, animal, alimentar e ambiental estdo profundamente relacionadas,
apelando assim aos paises para uma abordagem coordenada e multissetorial de
“Saude Unica”. Entre as recomendacdes estdo o maior investimento em pesquisa e
desenvolvimento de novas tecnologias para combater a resisténcia aos antibioticos,

preconizar o uso responsavel nas areas de saude humana, animal e vegetal, e banir
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obrigatoriamente o uso de antimicrobianos de relevancia critica para humanos, como
promotores de crescimento na pecuaria. Sera necessario comprometimento e
coordenacao para enfrentar este desafio a salude publica, saude e bem-estar animal
e inocuidade alimentar para garantir a eficacia e acesso futuro aos medicamentos
essenciais (WHO, 2019).

No Brasil, o Plano de Acéo Nacional de Prevencéo e Controle da Resisténcia
aos Antimicrobianos no ambito da Agropecuaria (PAN-BR AGRO), visa o
desenvolvimento de um sistema de vigilancia e monitoramento da resisténcia aos
antimicrobianos no ambito da agropecuaria, neste sentido, o MAPA elaborou o
Programa de Vigilancia e Monitoramento da Resisténcia aos Antimicrobianos no
Ambito da Agropecuaria, que tem como objetivos avaliar riscos, tendéncias e padrées
na ocorréncia e disseminacdo da resisténcia aos antimicrobianos por meio de
alimentos de origem animal produzidos no Brasil, e as informac¢6es geradas pelo
programa irdo ajudar na tomada de decisdes, no estabelecimento de politicas publicas
e na alocacao de recursos apropriados nas acdes de prevencédo e contencdo da
resisténcia antimicrobiana na cadeia de produgé&o de alimentos (MAPA, 2018).

2.6 Resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos ocorre quando micro-organismos, uma vez
expostos a drogas, mutam ou adquirem genes de resisténcia como uma maneira de
manter-se para perpetuacao frente a pressao seletiva provocada pelo uso dos
antibioticos. Micro-organismos resistentes sao facilmente disseminados, uma vez que
séo encontrados em pessoas, animais, alimentos e meio ambiente (dgua, solo e ar)

(FERREIRA & TERRA JUNIOR, 2018).
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Diferentes antibidticos utilizados na producdo animal ndo sdo totalmente
metabolizados no organismo, sendo excretados nas fezes e urina parcialmente
metabolizados ou na forma do composto original. Excretas animal, utilizadas como
fertilizante para o solo, consequentemente leva ao acumulo e disseminacao de seus
residuos, podendo chegar a corpos hidricos. A presenca destes residuos no ambiente,
além de afetar negativamente organismos aquaticos e terrestres, também podem
exercer influéncia na aquisicdo de resisténcia antimicrobiana por micro-organismos
sensiveis aos antimicrobianos (REGITANO et al., 2010).

A proporcéo que o uso dos antimicrobianos fica mais difundido, a resisténcia
das bactérias também se torna mais disseminada. Fatores que favorecem o
surgimento da resisténcia, séo relacionados a utilizac&o irresponsavel do farmaco em
humanos, seja por tratamento interrompido precocemente ou 0 emprego em casos
desnecessarios. As precarias condicfes sanitarias, o manuseio inadequado dos
alimentos, a utilizacéo de antibiéticos para prevenir doencas em animais saudaveis e
como promotores de crescimento em animais, também contribuem para a
disseminacdo de bactérias que possuem genes com resisténcia na cadeia produtiva
animal (WHO, 2020).

Quanto ao perfil de resisténcia, um micro-organismo €é classificado como
resistente, quando é empregado o tratamento adequado, onde a terapia, dosagem e
tempo de administracdo do antimicrobiano sdo considerados apropriados, contudo,
mesmo respeitando estes parametros, o agente antimicrobiano néo é capaz de inibir
totalmente sua multiplicacdo (SCHWARZ, 2017). Para ser considerado
multirresistente, um micro-organismo deve apresentar resisténcia a um ou mais
antibioticos de trés ou mais classes diferentes (MAGIORAKOS et al., 2012). A maior

problematica da resisténcia € a reducdo das opcdes de farmacos para tratamento, e
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qgquando doencas ocorrem por bactérias multirresistentes, torna-se dificil encontrar
uma terapéutica adequada (ANVISA, 2018).

O Sistema de Vigilancia Antimicrobiana Global (GLASS — Global Antimicrobial
Resistance Surveillance System) da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) divulgou
em 2018, que em 22 paises, cerca de 500.000 pessoas sofreram com doencas
relacionadas a resisténcia aos antibioticos revelando altos niveis de resisténcia a uma
série de infec¢des bacterianas graves em paises de alta e baixa renda, confirmando,

assim, a preocupante situacao da resisténcia no mundo (WHO, 2018)

2.7 Tipos de resisténcia

A resisténcia a antibiéticos pode ser classificada em constitutiva e adquirida. A
constitutiva € aquela que, pela falta de mecanismos celulares necessérios para que
ocorra a sensibilidade aos antibiéticos, o micro-organismo se mostra resistente. Ja a
resisténcia adquirida, é constituida pelos seguintes mecanismos:

Mutacdo: mudancas nas sequencias de DNA cromossdmico, que ocorrem
espontaneamente, na presenc¢a de um antibiotico;

Transformacédo: alteracdo de gendtipo do receptor através da transferéncia
genética de DNA puro de uma célula para a outra por transposons, isto €, sequéncia
curtas de DNA gque sao transferidas;

Transducao: transferéncia plasmidial por meio de um bacteriofago;

Conjugacao: transferéncia de genes plasmidiais para a bactéria receptora por
meio de conjugacédo bacteriana e;

Transposicao: acdo de transposons que podem transpor de um cromossomo

para um plasmideo e vice-versa (VAZ, 2009).
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Por todo este aparato, o perfil de resisténcia aos antibioticos em isolados de
Salmonella spp. e outras bactérias pode ser dindmica, ou seja, o perfil de isolados de
décadas atras pode ndo ser o mesmo de isolados obtidos em tempos atuais; assim o
estudo dos elementos envolvidos na dinamica da alteracéo do perfil de resisténcia é
importante para compreender e responder perguntas relevantes para o planejamento
do enfrentamento deste que € um dos maiores desafios para a medicina nos dias
atuais. O impacto que a emergéncia e disseminacao da resisténcia aos antibiéticos
representa para a saude animal e humana é de nivel global, ja que desfechos
adversos ocorrem em pacientes infectados por micro-organismos resistentes

(COSGROVE, 2006; DE KRAKER et al., 2011; NAYLOR et al., 2017).

2.8 Mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

De acordo com a ANVISA (2007), Baptista (2013), Franco et al (2015) e
Loureiro et al. (2016), as bactérias geralmente empregam mais de uma estratégia para
impossibilitar a agdo dos antimicrobianos. Estes mecanismos podem contribuir para a
resisténcia aos antibibticos. A resisténcia bacteriana aos antibiéticos possui quatro
principais mecanismos:

Alteracdo de permeabilidade da membrana: Ha trés maneiras para 0s
antibioticos penetrarem na célula bacteriana, por meio de difusdo simples pela
bicamada fosfolipidicas presente na membrana; difuséo facilitada através das porinas
e por meio do processo self promoted uptake. As porinas estao presentes na
membrana externa das bactérias Gram negativas e sdo proteinas que constituem
canais especificos que passam substancias para o espaco periplasmatico da célula e

em seguida para o seu interior. Alteragdes estruturais das porinas, como seletividade,
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tamanho, namero e conteudo lipidicos resultam na alteracdo da permeabilidade aos
antibioticos e consequentemente na reducdo do nivel de antibiético no interior da
célula bacteriana;

Alteracdo do sitio de acdo do antibidtico: Fatores como a reducdo da sintese
do DNA, interferéncia na sintese de proteinas e alteracbes estruturais do
peptideoglicano, fazem com que a afinidade do farmaco ao seu sitio de acdo seja
reduzida ou neutralizada completamente, para impossibilitar o efeito inibitério ou
bactericida do antibiotico. As bactérias através deste mecanismo podem adquirir gene
de resisténcia que vai substituir o alvo original;

Bomba de efluxo: o antibiético € conduzido do meio intracelular para o
extracelular através do bombeamento ativo. A bomba de efluxo € uma proteina
presente na membrana bacteriana e sado classificadas em cinco tipos de
transportadores: major facilitator family (MFS); multidrug and toxic efflux (MATE);
resistance-nodularion-division family (RND); small multidrug resistance (SMR) e
adenosine triphosphate binding cassette (ABC);

Mecanismo enzimatico: a bactéria produz enzimas que degradam o antibiotico.
Esta degradacdo ocorre através de trés reacdes: hidrélise; transferéncia de grupos
nas moléculas e reacbes de reducdo e oxidacdo. Um classico exemplo deste

mecanismo é a destruicdo dos agentes B-lactamicos pelas enzimas g-lactamases.

2.9 B-lactamases de espectro estendido (ESBL)
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Observando a evolucdo da resisténcia aos antibiéticos nas bactérias Gram
negativas, a producdo de enzimas [-lactamases € classificada como o mais
significativo mecanismo de resisténcia nestas bactérias. Esta enzima é responsavel
por efetuar a hidrolise do anel B-lactamico, estrutura fundamental para a correta
atividade dos farmacos B-lactamicos (LAKSHAMI et al., 2014).

As [-lactamases de espectro estendido (ESBL — Extended Spectrum -
Lactamases) apresentam um notavel desafio para a terapia, devido sua capacidade
de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de todas as geracfes e monobactamicos,
levando a reducdo de opcdes na terapéutica. Carbapenémicos apresentam
estabilidade frente a ESBLs, com destaque para o meropenem (LENHARD-VIDAL,
2011). As cepas produtoras de ESBL geralmente sdo multirresistentes, devido ao fato
da maioria destas enzimas serem codificadas por genes situados em plasmideos, que
frequentemente transportam genes de resisténcia a outros antibioticos, como
aminoglicosideos, sulfonamidas, trimetroprim, tetraciclinas e cloranfenicol (SOUSA et
al., 2002).

As principais bactérias produtoras de ESBL s&o Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae, mas também é observada esta producdo nos demais membros da
familia Enterobacteriaceae, como Salmonella spp. (THOMSON, 2001).

Considerado o impacto do Brasil como exportador de carne de frango e o
consumo desta proteina de origem animal no pais, a importancia de Salmonella spp.
como causador de doenca veiculada por alimentos e a emergéncia da
multirresisténcia bacteriana; o presente estudo investigou a comparacao temporal do
perfil de resisténcia in vitro aos antimicrobianos em isolados de Salmonella spp. de

carne de frango entre 2000 — 2020.
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3 OBJETIVOS

Avaliar o perfil fenotipico de resisténcia in vitro aos antimicrobianos em isolados
de Salmonella spp. obtidas de carcacas e cortes de frango nos anos de 2004, 2005 e
2006 (antigas) e 2019 e 2020 (novas);

Comparar o perfil fenotipico dos diferentes isolados antigos e novos de
Salmonella spp. obtidas de carcacas e cortes de frango.

Detectar Salmonella spp. produtoras de [-lactamases de espectro estendido

(ESBL) isoladas de carcacas e cortes de frango.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Origem dos isolados

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA -
FMVZ - UNESP, Botucatu - SP, protocolo n. 0011/2021.

Os isolados de Salmonella spp. utilizadas neste estudo foram obtidos da
analise microbiologica convencional de carcacas ou cortes de frango refrigerados,
pertencentes a bacterioteca do laboratdrio do Servico de Orientagdo a Alimentagao
Publica (SOAP) da UNESP — Botucatu/SP. Para a obtencdo destes isolados, as
metodologias de isolamento, identificacdo e caracterizacdo do género seguiram as
recomendacdes oficiais.

Foi selecionado um n de conveniéncia de 87 isolados de Salmonella spp.,
sendo 21 de amostras de produtos analisados em 2004, 22 em 2005, 20 em 2006
(estes denominados “antigos”; n=63), 14 em 2019 e 10 em 2020 (denominadas
‘novos”; n=24). Sendo assim, o0s isolados testados possuem um intervalo de
isolamento de aproximadamente 15 anos e foram obtidos de diferentes amostras.

Para a reativacédo, os isolados foram ressuspendidos em caldo BHI (brain heart
infusion) e incubados por 24 horas a 36°C. ApOs o periodo de incubacédo, foram
semeados em agar XLD (xilose lisina desoxicolato) e incubados por 24 horas a 36°C
para confirmacdo das caracteristicas morfocoloniais, foi realizado a confirmacao do
género Salmonella spp. por técnica molecular nestes isolados. Apés estas etapas, 0s
isolados foram estocados em agar TSA (triptona de soja) sob refrigeracdo para os

estudos de multirresisténcia aos antimicrobianos.
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4.2 Confirmacéo molecular de Salmonella spp.

A confirmacdo do género Salmonella foi realizada pela técnica da PCR em
tempo real tendo como alvo o gene invA. Inicialmente, os isolados foram
ressuspendidos em caldo BHI e incubadas a 36°C por 24 horas. Posteriormente, 1 mL
de cada amostra foi transferido para um microtubo identificado e centrifugado a 13800
rcf por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi utilizado para a etapa de
extracao.

O material genético foi purificado utilizando um protocolo in house padronizado
no Instituto de Biotecnologia de UNESP, Campus de Botucatu (IBTEC). O pellet foi
ressuspendido em um tampdo com 350 pL de solucdo de lise (isotiocianato de
guanidina a 5,5 M, TRIS-CI pH 8 a 50 mM, EDTA pH 8 a 20 mM, N-Lauroylsarcosine
a 2% e antiespumante a 0,1%), 350 pL de isopropanol, 20 uL de proteinase K
(20mg/mL) e 20 pL de solucdo de beads magnéticas a 4% (GE Healthcare Sera-
Mag™Magnetic SpeedBeads™) e incubado a 55°C por 15 minutos. Posteriormente,
duas etapas de lavagem foram realizadas, primeiro com 500 pL de isopropanol P.A.,
e posteriomente com 500 pL de etanol 80%. Por fim, o material foi eluido em 100 pL
de um tampao de Citrato-Tween (1 mM de citrato trissédico e 0,05% de Tween 20, pH
6,4). O procedimento de extracédo foi realizado de forma automatizada no equipamento
UniXtractor™ (Uniscience™) para 32 amostras.

A amplificacdo dos alvos foi realizada com o kit GoTaq™ gPCR Master Mix 2X
(Promega, Madison, WI, EUA). Foram utilizados 10 pL do master mix, 3,8 pL de agua
livre de nuclease, 0,6 uL de cada primer a 10 pM (foward e reverse) e 5 uL de amostra

extraida. As condicdes de termociclagem foram 95°C por 5 minutos para
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desnaturacao inicial, seguidos por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 60
segundos. Ao final foi realizada analise da curva de temperatura de dissociacdo. Os
primers utilizados foram GAT YTG AAR GCC GGT ATT ATT G (forward) e ATA AAC
TTC ATC GCA CCG TCA (reverse). Todas as amostras confirmadas como Salmonella

spp. foram submetidas ao teste de perfil de sensibilidade aos antimicrobianos.

4.3 Critérios de selecdo dos antimicrobianos

Como critérios para a selecdo dos antimicrobianos utilizados no estudo, foi
realizado um detalhado levantamento de publicacdes cientificas nas bases de dados

” 1]

Scopus e Pubmed utilizando como descritores as palavras “Salmonella”, “chicken

LEEN 13

meat”, “resistance” e “antibiotics”. Baseado nas respostas obtidas, foram selecionados
10 artigos cientificos e listados os antimicrobianos utilizados. Ademais, utilizou-se as
recomendacdes da CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) para a selecao
final das classes, antimicrobianos e concentracdes a serem utilizadas no estudo de
perfil de resisténcia (CLSI, 2020).

Deste modo, os antimicrobianos utilizados e suas respectivas classes foram:
gentamicina 10 pg (GEN), estreptomicina 10 pg (EST) (aminoglicosideos), ertapenem
10 pug (ETP), imipenem 10 pg (IPM), meropenem 10 pg (MER) (carbapenémicos),
ceftazidima 30 pug (CAZ) (cefalosporinas), cefoxitina 30 pg (CFO) (cefamicinas),
ciprofloxacino 5 pg (CIP), norfloxacino 10 pg (NOR) (fluorquinolonas), trimetropim-
sulfametoxazol 25 pg (SUT) (antagonista da via de folato), ampicilina 10 ug (AMP)

(penicilinas), cloranfenicol 30 pg (CLO) (anfenicéis) e tetraciclina 30 pg (TET)

(tetraciclinas).
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4.4 Perfil de resisténcia pelo método de disco-difuséo

O perfil resisténcia aos antimicrobianos foi realizado pelo método de disco-
difusdo. Os isolados foram cultivados em agar TSA e incubados a 36°C por 24 horas.
ApoOs esta etapa, as culturas foram diluidas em solucdo salina até a obtencéo de
turbidez de 0,5 da escala de MacFarland lida no equipamento DensiCHECK™ Plus
(bioMérieux®). A suspenséo bacteriana desta diluigédo foi semeada em placa contendo
agar Mueller-Hinton e, posteriormente, adicionado os discos de antibioticos
selecionados. Apds a secagem, as placas foram incubadas a 36°C por 18-24 horas.
Apos este periodo, o halo de inibigdo foi mensurado e o isolado testado classificado
como resistente, intermediaria ou sensivel, baseado nas recomendacfes da CLSI
(2020). Isolados que apresentaram resisténcia a trés ou mais classes dos
antimicrobianos foram considerados multidroga resistentes (MAGIORAKOS et al.,

2012).

4.5 Tratamento dos dados

Os resultados do perfil de resisténcia (tamanho de zonas de inibigdo) foram
analisados utilizando a aplicacdo Antibiotic Resistance Profiling do programa
Bionumerics. Esta analise permitiu a constru¢cdo de um dendrograma contendo os
clusters de acordo com a categorizacéo de resisténcia (resistente, intermediario ou

sensivel).

4.6 Método fenotipico de confirmacédo de ESBL
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Para realizacdo do método fenotipico de confirmacdo de ESBL através do teste
de sinergismo de disco duplo (TSDD), foram escolhidos isolados considerados
multidroga resistente pelo método de disco-difusdo, este também utilizado como
meétodo de triagem para deteccdo de ESBL, uma vez que o halo de inibicdo dos
antimicrobianos cefotaxima (CTX) e ceftazidima (CAZ) foram menores de 21 e 22
mm nos isolados escolhidos. O TSDD consiste em testar os isolados com discos de
cefalosporinas (cefotaxima, ceftazidima), e um disco antimicrobiano contendo acido
clavulanico (amoxicilina + acido clavulanico), e para ser considerado ESBL positiva
€ necessario que ocorra expansao do halo de inibicdo do disco das cefalosporinas
em direcéo ao disco de amoxicilina + acido clavulanico, denominada “zona fantasma”
(LABORCLIN, 2019).

Os isolados foram cultivados em agar TSA e incubados a 36°C por 24 horas.

ApoOs esta etapa, as culturas foram diluidas em solucédo salina até a obtencdo de
turbidez de 0,5 da escala de MacFarland lida no equipamento DensiCHECK™ Plus
(bioMérieux®). A suspensao bacteriana desta diluicéo foi semeada em placa contendo
agar Mueller-Hinton para realizacéo do TSDD, adicionando ao centro da placa o disco
de amoxicilina + &cido clavulanico 20/10 g, os discos de ceftazidima 30 ug e
cefotaxima 30 pg foram colocados em um raio de 20 mm do disco do centro. Apés a
secagem, as placas foram incubadas a 36°C por 18-24 horas. Apés este periodo, foi
observado se houve expanséo do halo de inibicdo das cefalosporinas em direcédo ao

disco de amoxicilina + acido clavulanico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A resisténcia antimicrobiana € considerada um grave problema a saude publica
pelo fato de que o uso de drogas que, normalmente, sao utilizadas como promotores
de crescimento sao também utilizadas no tratamento de salmoneloses (PINHEIRO et
al., 2010).

Na Tabela 1, é possivel observar os resultados do perfil de resisténcia aos
antibioticos nos isolados de Salmonella spp. testados. Dos 63 isolados antigos,
nenhum apresentou resisténcia aos antibioticos testados, cinco apresentaram
resisténcia intermediéria para ciprofloxacino, quatro para estreptomicina e apenas um
isolado apresentou resisténcia intermediaria ao ertapenem.

Dos 24 isolados de Salmonella spp. denominados novos, apenas dois foram
sensiveis a todos os antibidticos testados. O principio ativo com maior frequéncia de
resisténcia dos isolados foi tetracilina (87,50% de cepas resistentes), seguido por
ceftazidima, cefoxitina e ampicilina (75%) e cloranfenicol (4,17%). Todos os isolados
novos foram sensiveis a gentamicina, ertapenem, meropenem, norfloxacina e
sulfazotrim.

Segundo estudos realizados a partir do uso de antibidticos do grupo
aminoglicosideos em isolados de Salmonella spp., ha uma alta prevaléncia da
resisténcia relacionada a estreptomicina (VAZ et al.,, 2010; TURKI et al., 2012,
MARRERO-ORTIZ et al., 2012). 12,5 % dos isolados novos apresentaram resisténcia
intermediaria a estreptomicina, enquanto todos os isolados antigos apresentaram-se
sensiveis. Fato que demonstra inducdo a mudanca do perfil de resisténcia de cepas

ao longo dos anos.
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Tabela 1. Frequéncia de isolados antigos e novos de Salmonella spp. obtidos de carne

de frango com resisténcia a diferentes antimicrobianos.

Perfil de resisténcia (n e %)

Classe/Antibiético Isolados antigos (n=63) Isolados novos (n=24)
R I S R I S
Aminoglicosideos GEN 0() 0(0) 63 (100) 0 (0) 0 (0) 24 (100)
EST 0(0) 4(6,35) 59 (93,65) 0 (0) 3(12,50) 21 (87,50)
Carbapenémicos ETP 0(0) 1(1,78) 62(98,42) 0 (0) 0 (0) 24 (100)
IPM  0() 0(0) 63 (100) 0 (0) 1(4,17) 23 (95,83)
MER 0(0) 0(0) 63 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (100)
Cefalosporinas CAZ 0(@©) 0(0) 63 (100) 18 (75) 0 (0) 6 (25)
Cefamicinas CFO 0(0) 0(0) 63 (100) 18 (75) 0 (0) 6 (25)
Fluorquinolonas CIP 0() 5(7,94) 58(92,06) 0 (0) 12 (50) 12 (50)
NOR 0(0) 0(0) 63 (100) 0 (0) 0 (0) 24 (100)
Antagonistadaviado folato SUL 0(0) 0(0) 63 (100) 0 (0) 0 (0) 24 (100)
Penicilinas AMP 0(0) 0(0) 63 (100) 18 (75) 0 (0) 6 (25)
Anfenicois CLO 0() 0(0) 63 (100) 1(4.17) 0 (0%) 23 (95,83)
Tetraciclinas TET 0(0) 0(0) 63 (100) 21(87,50) 1(4,17) 2(8,33)

R: Resistente; I: Intermediario; S: Sensivel.

GEN: Gentamicina; EST: Estreptomicina; ETP: Ertapenem; IPM: Imipenem; MER: Meropenem; CAZ: Ceftazidima;
CFO: Cefoxitina; CIP: Ciprofloxacino; NOR: Norfloxacino; SUL: Sulfazotrim; AMP: Ampicilina; CLO: Cloranfenicol;
TET: Tetraciclina. Isolados antigos: 2004, 2005, 2006. Isolados novos: 2019 e 2020.

Muito utilizada em animais de producdo, a tetraciclina em humanos € uma
droga considerada de segunda escolha (MAYRHOFER et al., 2004; ANTUNES et al.,
2003; OLIVEIRA et al., 2005). No presente estudo, a tetraciclina foi uma das drogas
gue apresentaram maior resisténcia (87,5 %). Em um estudo realizado por Concei¢éo
et al. (2007), em produtos de frango, 65,8 % dos isolados apresentaram-se resistentes
a tetraciclina. A resisténcia a tetraciclina foi a maior observada neste estudo o que
corrobora com o estudo de Ribeiro et al. (2008) que detectaram 67,10 % resistentes
a tetraciclina quando analisaram 79 cepas de Salmonella. No Brasil é vedada a
utilizacao da tetraciclina na avicultura, seja como aditivos zootécnicos melhoradores
de desempenho ou como conservantes de alimentos para animais (BRASIL, 2009). O
estudo de Rossa et al. (2013) analisou a resisténcia aos antibidticos em

enterobactérias isoladas de carcacas de frango convencionais e organicas, e
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demonstrou que tetraciclina foi o antibiético com maior frequéncia de resisténcia dos
isolados em ambos os produtos, sendo 60,59 % em carcacas convencionais e 47,64
% em carcacas organicas. O uso indiscriminado de tetraciclinas em planteis pode ser
indicio da selecdo de micro-organismos resistentes. Resultados similares foram
apresentados por Johnson et al. (2005) em isolados de produtos de origem animal no
Canada.

Vantagens como o custo acessivel, baixa toxicidade e facil administracao, fez
com gque as tetraciclinas fossem uma das classes de antibiéticos mais utilizadas
durante anos. Na clinica médica, o uso das tetraciclinas tem sido restringido em
consequéncia da resisténcia aos antibiéticos em um grupo variavel de bactérias.
Porém, ainda sdo empregadas no tratamento de diversos tipos de doencas, como por
exemplo Doenca de Lyme e infec¢gBes respiratdrias ocasionadas por Mycoplasma
pneumoniae (PEREIRA-MAIA et al., 2010).

Nos Estados Unidos da América, o uso de fluorquinolonas no tratamento de
animais foi suspenso devido a similaridade com antibidticos usados em infec¢des
humanas (FDA, 2005). Observamos nesse estudo uma mudanga no perfil de
resisténcia ao comparar 0s novos isolados aos antigos onde 50 % dos novos isolados
mostraram-se com resisténcia intermediaria a droga ciprofloxacina enquanto os
antigos apresentaram-se sensiveis ao grupo das fluorquinolonas em relacdo aos
antibidticos testados.

No Brasil, 0 uso de penicilinas para a alimentacéo animal esta proibido segundo
a Portaria Ministerial 193, de 12 de maio de 1998 (Brasil, 1998). A penicilina foi o
primeiro antimicrobiano descrito na literatura na década de 1940, e o seu uso ampliou-
se desde sua descricdo, sendo amplamente utilizada na medicina humana com

diversas indicacdes de uso e com papel relevante no tratamento de sifilis (GRUMACH,
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2006). 75 % dos isolados “novos” de Salmonella spp., demonstraram resisténcia a
ampicilina. Pinheiro et al. (2010) relataram que no estudo realizado com cepas de
Salmonella spp. isoladas de granjas avicolas 100 % dos isolados apresentaram-se
resistentes a penicilina, concordando com Bau et al. (2001). Assim como no Brasil, na
Coréia também foram encontradas cepas resistentes a penicilina em um estudo
realizado com isolados de carcacas de frango (CHANG, 2001). Estudo realizado por
Maciel et al. (2019) demonstrou que em 105 isolados de Salmonella spp. de origem
avicola (alimentos), 32,38 % (n=34) foram resistentes, com predominancia ao grupo
das penicilinas (amoxicilina e ampicilina), tetraciclina (grupo das tetraciclinas) e
gentamicina (grupo de aminoglicosideos). Destas cepas, 20 % (21) foram
consideradas multirresistentes.

Observou-se a mudanca do fenétipo de resisténcia em relacéo a ciprofloxacina,
onde 50 % dos isolados novos apresentaram resisténcia intermediaria, enquanto os
antigos mostraram-se sensiveis a droga. Surtos causados por Salmonella spp.
resistentes a ciprofloxacina foram relatados na Inglaterra e pais de Gales (TRELFALL
et al., 1997). Entretanto, Tsai e Hsiang (2005) contradizem essa informacdo ao
encontrarem cepas de Salmonella spp isoladas na cidade de Tawain em 2001 que
tinham o perfil sensivel a este antibittico.

Da classe dos Anfenicois, apenas uma cepa apresentou resisténcia ao
cloranfenicol. Entretanto, os dados apresentados por Alcantra et al. (2012) relatam
que 100 % dos isolados obtidos no estudo em 2012 eram resistentes ao cloranfenicol.

Na Tabela 2 estédo listados os perfis fenotipicos encontrados. Dos isolados
resistentes, 72,72% apresentaram perfil de resisténcia a ceftazidima-cefoxitina-
ampicilina-tetracilina, 18,18% apenas a tetracilina, 4,54% a ceftazidima-cefoxitina-

ampicilina-cloranfenicol-tetracilina e 4,54% a ceftazidima-cefoxitina-ampicilina. Além
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disso, 18 dos 24 isolados de Salmonella spp. novos foram considerados multidroga
resistentes por apresentaram resisténcia simultdnea a trés ou mais classes testadas.
Salmonella Typhimurium multi-resistente foi isolada pela primeira vez em 1964
no Reino Unido (ANDERSON, 1998). Durante a década de 1990 houve um aumento
mundial acentuado no numero de isolados desse sorovar com esse fendtipo
(THRELFALL, 2002). Rowlands (2008) relatou que 10,5 % dos isolados de Salmonella
spp. de alimentos em 2008 apresentaram multirresisténcia.
Tabela 2. Perfil fenotipico de resisténcia e multidroga resisténcia (MDR) de isolados

novos de Salmonella spp. obtidas de carne de frango.

Perfil de resisténcia N e %(n=22) MDR
CAZ-CFO-AMP-CLO-TET 1(4,54) Sim
CAZ-CFO-AMP-TET 16 (72,72) Sim
CAZ-CFO-AMP 1 (4,54) Sim
TET 4 (18,18) N&o

AMP: Ampicilina; CAZ: Ceftazidima; CFO: Cefoxitina; TET: Tetraciclina; MDR: Multidroga resistente

(resisténcia a trés ou mais classes de maneira simultdnea), segundo MAGIORAKOS et al. (2012).

Pandini et al (2014) observou 25,6 % de multirresisténcia avaliando a acéo de
12 antimicrobianos em 39 amostras de Salmonella spp. provenientes de granjas de
frangos no estado do Parana. Almeida et al (2018) realizou o sequenciamento do
genoma completo em 90 amostras de Salmonella Typhimurium isolados de humanos
e alimentos entre 1983 e 2013, obteve um resultado de 38 cepas multirresistentes
sendo 19 de humanos e 19 de alimentos. Costa et al (2013) avaliou a resisténcia
antimicrobiana em 12.582 isolados de Salmonella spp. de carcacas e produtos
avicolas, de diferentes regides do Brasil entre 2007 e 2011, durante o periodo do
estudo observou-se 16,4 % de multirresisténcia e aumento da resisténcia a ampicilina

de 12,4 % a 18,9 %, tetraciclina de 15,2 % a 18,9 %.
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Em estudo recente, Souza et al. (2019), descreveram que 100 % dos isolados
de Salmonella spp. de frangos foram multirresistentes sendo amoxicilina, ampicilina,
cefazolina, sulfanamida, tetraciclina e trimetropim foram os antimicrobianos de maior
resisténcia percentuais. Os resultados dos estudos citados, juntamente com o
resultado de 81,8 % de multirresisténcia do presente estudo, demonstram que com o
passar dos anos a resisténcia e multirresisténcia vem se mostrando maior, deixando
evidente de que € necessario 0 monitoramento de microrganismos multirresistentes,
em especial Salmonella spp.

Dos 18 isolados de Salmonella spp. novos considerados multirresistentes pelo
teste de disco difusédo, 15 (83,33 %) apresentaram resultado positivo para producéo
de ESBL no teste de sinergismo de disco duplo, confirmando que 62,5 % dos 24
isolados novos de Salmonella sdo ESBL. Na Tabela 3 estdo listados os perfis

fenotipicos de resisténcia destes isolados positivos para ESBL.

Tabela 3. Perfil fenotipico de resisténcia dos isolados confirmados para ESBL através

do teste de sinergismo de disco duplo.

Perfil fenotipico N e % (n=15)
CAZ-CFO-AMP-TET 14/15 (93,33 %)
EST-CAZ-CFO-AMP-CLO-TET 1/15 (6,67 %)

EST: Estrepmicina; CAZ: Ceftazidima; CFO: Cefoxitina; CLO: Cloranfenicol; AMP: Ampicilina; TET:
Tetraciclina

Na Figura 1, é apresentado o dendrograma de similaridade dos isolados antigos
e novos. Por ele, & possivel observar que esta analise produziu trés clusters. O
primeiro cluster contendo os isolados novos e multirresistentes (n=18), obteve grau de
similaridade entre 80-82 % entre si, sendo este, dividido em dois subgrupos, em um

grupo contendo o isolado com perfil ceftazidima-cefoxitina-ampicilina-cloranfenicol-
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tetraciclina e no outras os demais isolados multirresistentes (n=17). Estes 17 isolados
apresentaram similaridade quanto ao perfil de resisténcia acima de 94%.

O segundo grande cluster foi formado por isolados antigos e novos com grau
de similaridade acima de 82 %. O terceiro cluster foi formado basicamente por isolados
antigos (com excecdo do isolado NEW-11, novo 11) e o grau de similaridade foi
bastante variado.

Com base nos achados preliminares, foi possivel observar que isolados novos
de Salmonella spp. apresentaram maior frequéncia de resisténcia quando comparado
com isolados antigos. Esses dados corroboram com questdes que vem sendo
debatidas nas ultimas décadas com relacdo ao aumento expressivo no nimero de
bactérias resistentes e multirresistentes as drogas veterinarias.

E fato que, por um lado, a produc&o de produtos de origem animal é crescente
e importante sob o ponto de vista econémico, uma vez que parte do produto interno
bruto (PIB) brasileiro depende da producao de alimentos (CEPEA, 2017). Porém, do
outro lado, a presséo por indices produtivos de exceléncia e cada vez maiores para o
atendimento da demanda de mercado, pode exercer um efeito negativo quanto as
questdes sanitarias, sobretudo no que tange a massiva utilizacdo de antibiéticos.

O alto volume de animais sendo criados em aviarios, 0 melhoramento, genético
que permite uma melhor conversdo alimentar e consequente ganho de peso em
menor espaco de tempo, além de questdes de manejo sanitario deficientes, permitem
a entrada de patdgenos como Salmonella spp. nho ambiente de producdo de aves.
(ROCHA et al., 2008) Deste modo, a utilizacdo de antibioticos, tanto como forma de
protecdo, ferramenta necessaria de promocdo de crescimento ou tratamento de
enfermidades, aumenta a possibilidade da inducdo a resisténcia aos antibibticos

quando estes séo escolhidos sem um critério adequado.
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O elevado numero de cepas de Salmonella spp. consideradas multirresistentes
€ um dos resultados mais relevantes em termos de saude publica. Cepas
multirresistentes envolvidas em surtos ou casos de doencas de origem alimentar
podem comprometer o tratamento, uma vez que a escolha acertada de um antibiotico
para quadros graves de salmonelose ficaria comprometida. Ressalta-se que, em
casos leves da doenca, a antibioticoterapia ndo € recomendada, pela ineficacia do
tratamento quando a cepa envolvida € multirresistente ou pela inducao a resisténcia,
caso o tratamento néo seja seguido de acordo com as prescricdes médicas.

Como ja mencionado, os multiplos mecanismos de inducéo a resisténcia aos
antibioticos € um dos agravantes quando se fala em multirresisténcia de bactérias
patogénicas, e o elevado numero de cepas resistentes presentes em ambientes de
producdo portadoras de fatores genéticos méveis, como plasmideos, pode induzir
cepas nao resistentes a se tornarem resistentes quando entrarem em contato, tanto
no ambiente intestinal quanto no ambiente de producdo propriamente dito, por meio
de contato com superficies contaminadas, cama de aviarios e fémites, por exemplo.

O estudo realizado por Zishiri et al. (2016), no Brasil, demonstrou que de 24
isolados de Salmonella spp. provenientes de frango de corte, todos apresentaram
resisténcia, com resisténcia de 100 % (n=24) a ampicilina, amoxicilina e tetraciclina.
Além disso, demonstrou também alta porcentagem de multirresisténcia, como por
exemplo, 83 % (n=20) para ampicilina e tetraciclina; 80 % (n=16) ampicilina,
amoxicilina e tetraciclina; 66,7 % (n=16) para amoxicilina e tetraciclina; 58 % (n=14)
para tetraciclina e trimetoprima. No presente estudo, a ampicilina e a tetraciclina
também apresentaram alta presenca no perfil fenotipico de isolados MDR.

Considerando que os isolados Extended Spectrum [-Lactamase (ESBL)

ou beta-lactamases de espectro estendido geralmente sdo multidroga resistentes, e
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0s agentes ceftazidima, cefoxitina e ampicilina, pertencentes ao grupo dos [-
lactamicos, demonstraram baixa eficacia frente aos isolados novos utilizados neste
estudo, e sdo os principais antimicrobianos que se apresentam nas cepas MDR; foi
realizado o método fenotipico para confirmacdo de ESBL através do teste de
sinergismo de disco duplo. Dos 18 isolados considerados MDR pelo teste de disco
difusao, 15 (83,33 %) apresentaram resultado positivo para producéo de 3-lactamases
de espectro estendido no teste de sinergismo de disco duplo, confirmando que 62,5
% dos 24 isolados novos de Salmonella sdo ESBL.

Segundo a OMS, as enterobactérias produtoras de ESBL, representam um
risco para a saude humana (OMS, 2014). A propagacao de bactérias multirresistentes,
incluindo as ESBL, em animais saudaveis produtores de alimentos e produtos
alimenticios é de grande preocupacédo, uma vez que pode levar a maior dispersao
destas cepas resistentes.

Estudos tém demonstrado o aumento da frequéncia de isolados bacterianos
produtores de ESBL em produtos de origem animal (KOGA et al., 2015; SCHILL et al.,
2017). Clemente et al. (2013), em um estudo realizado em 2013 identificaram apenas
cinco cepas produtoras de ESBL em um total de 1120 isolados de Salmonella spp..
Qiao et al (2017) detectou 96 (10,8 %) cepas produtoras de ESBL 890 isolados de
Salmonella spp. recuperados de carcacas de frango entre 2007 e 2011, todos os
isolados apresentaram resisténcia a ampicilina e amoxicilina + acido clavulanico,
como no presente estudo. Entretanto, Ziech et al. (2016), em um estudo com isolados
de Salmonella spp. de plantas de processamento de frangos, descreveram que 45 %
das cepas eram produtoras de ESBL.

Para antibiéticos carbapenémicos, ndo se observou a mudanca significativa do

perfil de resisténcia com os anos. Apenas um isolado antigo e um novo apresentaram
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resisténcia intermediaria para esta classe farmacologica. Esses dados sao de grande
relevancia, uma vez que os carbapenémicos sdo antibioticos de primeira escolha para
no tratamento de microrganimos produtores de ESBL (ZHANEL, et al. 2007; BRCAST,
2018). Porém, Su et al (2012) relata o desenvolvimento de resisténcia a
carbapenémicos em um isolado de Salmonella Typhimurium proveniente de amostra
clinica de um paciente com histérico de internacfes e dificuldade de escolha de
antimicrobianos para tratamento terapéutico devido multirresisténcia ja encontrada. O
surgimento de cepas de Salmonella spp. resistentes aos carbapenémicos representa
grande problema clinico, pois para pacientes com infeccdo invasiva por este
microrganismo multirresistente, os carbapenémicos podem representar o ultimo
recurso de opcao terapéutica (JEAN et al. 2005).

Ceftazidima, uma cefalosporina de terceira geracdo é um antibiético de escolha
no tratamento de infeccBes por enterobactérias em humanos (Koga et al., 2017).
Costa et al (2013) descreve apenas 5,5 % de resisténcia as cefalosporinas de terceira
geracdo, em Salmonella spp. em isolados de carcacas de frango entre 2007 e 2011.
No presente estudo, dos isolados novos, 75 % foram resistentes a Ceftazidima
juntamente com outras drogas, mostrando que esses isolados sédo MDR (tabela 1 e
2).

Em 2005 a Secretaria de Estado da Saude do Parana por meio de um estudo
qualitativo obteve dados sobre os antibioticos utilizados na producéo de frango de
corte no estado. Este apontou a utilizacdo de medicamentos nédo recomendados para
aves, e 0 uso de medicamentos proibidos, como o uso das tetraciclinas (6 %),
quinoxalinicos (1 %) utilizadas como promotores de crescimento e, as tetraciclinas (11

%), penicilinas (7 %), sulfonamidas (14 %) como terapéuticas (SESA, 2005).
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Em 2014 o Sistema Nacional de Monitoramento da Resisténcia Antimicrobiana
(NARMS - National Antimicrobial Resistance Monitoring System) dos EUA, coletou
uma amostra de carne de frango durante o monitoramento de rotina. Foi realizado
sequenciamento de genoma completo, identificando uma cepa multirresistente de
Salmonella Infantis. Esta cepa apresentava um gene que ndo era comum entre
Salmonella spp. de frango nos Estados Unidos da América. Porém, NARMS
inicialmente identificou essa cepa entre pessoas doentes retornando de viagens da
América do Sul. Esta cepa resistente se espalhou rapidamente. Em 2018, era
responsavel por 25% das infec¢des por Salmonella Infantis em pessoas. A maioria
dessas pessoas infectadas nao tinha histérico de viagens, mas havia comido frango
recentemente. Ao mesmo tempo, o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA - United States Department of Agriculture) identificou a crescente presenca
desta cepa em amostras de frango. Fatos como este demonstram a facilidade de
disseminacéo de cepas resistentes, tanto em humanos como na cadeia de producao
animal (CDC, 2019).

Por fim, o presente estudo teve como principal objetivo a comparacao de
isolados antigos e novos quanto ao perfil de resisténcia aos antibioticos. Porém, para
elucidar a real importancia do fator “tempo” na indugao de resisténcia aos antibidticos
sera necessdria a realizacdo de estudos genéticos mais aprofundados para permitir
pesquisa de genes de modo a verificar se os isolados antigos de Salmonella spp.
possuem genes de resisténcia e ndo expressaram; ou se ndo 0s possuem. Em
comparacao, nos isolados novos, sera possivel verificar o nivel de expressao dos
genes contidos no genoma para responder quais fatores podem influenciar na
expressao desses genes que justifiguem o aumento expressivo do numero de isolados

resistentes novos quando comparados com os antigos.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que os isolados novos apresentaram maior frequéncia de
resisténcia em comparacdo com os isolados antigos, sugerindo que, com 0s passar
dos anos, Salmonella spp. pode ter adquirido resisténcia aos antimicrobianos
testados. O uso inadequado destes agentes na medicina humana e medicina
veterinaria, pode ter influenciado para que isto ocorresse, assim como 0S mecanismos
de inducdo a resisténcia que as bactérias podem possuir, como a producdo de
enzimas beta-lactamases de espectro estendido. Além disso, € necessario a
realizacdo de estudos genéticos para avaliar a presenca de genes de resisténcia

nestes isolados.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi a avaliacdo in vitro do perfil de resisténcia aos antimicrobianos e
investigar a presenca de cepas MDR e beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) em
isolados de Salmonella spp. de carcagas e cortes de frango refrigerados com aproximadamente
15 anos de intervalo. Ao total 87 isolados foram analisados, 63 isolados dos anos de 2004, 2005,
2006 e 24 isolados dos anos de 2019 e 2020. O perfil de resisténcia foi determinado pelo teste
de disco difusdo, avaliando o efeito de 13 antimicrobianos de nove classes diferentes. A
producdo de ESBL foi avaliada utilizando método fenotipico de confirmacdo atraves do teste
de sinergismo de disco duplo (TSDD). As maiores taxas de multirresisténcia e ESBL
apresentaram-se nos 24 isolados dos anos 2019 e 2020, sendo 18 isolados multidroga resistente
e 15 ESBL, o perfil fenotipico de resisténcia mais prevalente foi ceftazidima-cefoxitina-
ampicilina-tetracilina. Em contraste, nenhum dos isolados dos anos 2004, 2005 e 2006 nao
apresentaram resisténcia aos antimicrobianos testados, cinco apresentaram resisténcia
intermediaria para ciprofloxacino, quatro para estreptomicina e apenas um para ertapenem.

Neste estudo, observou-se que os isolados recentes de Salmonella spp. apresentam maior
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frequéncia de resisténcia quando comparado com os isolados antigos. Dados que contribuem
com o debate sobre o aumento do niumero de bactérias resistentes e multirresistentes aos
antimicrobianos.

Palavras-chave: alimentos; multirresisténcia; patégenos; satde publica.

INTRODUCAO

Salmonella spp. € um patdgeno normalmente encontrado no ambiente de producéo, e
aves, suinos e bovinos sdo portadores em seu trato gastrintestinal. Agente etiolégico de uma
doenca zoondtica, € dos principais micro-organismos envolvidos em casos de doencas
veiculadas por alimentos, ocasionando em sérias implicacdes para satide publica. E crescente a
preocupacdo do consumidor em adquirir produtos que ndo causem danos para a salude, assim
como para o fornecedor e fabricante a oferta de produtos indcuos (MENDONCA, 2006; SILVA
etal., 2016).

Os alimentos de origem animal, como carne bovina, suina, aves, ovos, mariscos e leite
e produtos agricolas ndo processados como hortalicas e frutas estdo frequentemente
incriminados em surtos de salmonelose (SHINOHARA et al., 2008; BRASIL, 2011). A
contaminacgdo de origem fecal ocorre nos produtos através da exposicao a agua contaminada,
em leite e ovos, que pode ocorrer por meio da exposicéo direta e em carnes durante as operagoes
de abate (CARVALHO; CORTEZ, 2005). A contaminagdo das carcagas com Salmonella spp.
durante os procedimentos de abate e sua contaminacao cruzada, resulta em grande desafio para
diminuir os riscos para o consumidor final, uma vez que o consumo da carne de frango €
apontado como um importante fator de risco para a ocorréncia da doenca em humanos (VOSS-
RECH et al., 2015; THE EUROPEAN, 2017).

Em 2019, a producéo de carne de frango no Brasil foi de 13.245 milhdes de toneladas,

sendo 32 % da producdo destinada a exportacao e 68 % para 0 mercado interno, com 0 consumo
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da carne da ordem de 42,84 kg/habitante. Os expressivos nimeros de producdo e consumo de
carne de frango brasileira demonstram a demanda e a importancia da producéo animal para o
agronegocio brasileiro (ABPA, 2019). Uma ferramenta de grande importancia na cadeia
produtiva de aves é o uso de aditivos na dieta dos animais, o que inclui os antimicrobianos.
Estes sdo empregados para obter melhores taxas de sobrevivéncia, crescimento, reduzir cargas
patogénicas, melhorar a salde do trato gastrintestinal e, consequentemente, a eficiéncia
alimentar. H4 mais de 50 anos, os antimicrobianos tém sido utilizados para aumentar a
produtividade e manter a satde dos animais (BISCHOFF et al, 2004; SILVA, 2011).

Contudo, o uso prolongado e em baixas doses de antimicrobianos como promotores de
crescimento em animais também origina preocupac0es, ja que proporcionam o ambiente ideal
para 0 aparecimento de cepas bacterianas resistentes. A resisténcia aos antimicrobianos
representa um grande desafio para a saide humana, e a presenca de patdgenos resistentes na
cadeia de producdo de alimentos é considerada alarmante (VAN BOECKEL et al., 2015).

O grande numero de amostras de frango confirmadas para patdégenos alimentares,
demonstrando uma alta prevaléncia de isolados multirresistentes a antimicrobianos, a
identificacdo de bactérias produtoras de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) em carne
de frango e Salmonella spp. produtora de ESBL, s&o informacdes que reforgcam a necessidade
de maiores cuidados na producéo, transporte e armazenamento dos produtos de origem animal,
mas também evidencia a preocupa¢do com a disseminacdo de bactérias resistentes na cadeia
produtiva de alimentos (SILVA et al., 2018; STUART et al., 2012; THOMSON, 2001).

Considerando o impacto do Brasil como exportador de carne de frango e o consumo
desta proteina de origem animal no pais, Salmonella spp. sendo um dos principais micro-
organismos envolvidos em casos de doengas veiculadas por alimentos e a emergéncia da

multirresisténcia bacteriana; o presente estudo investigou a comparacdo temporal do perfil de
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resisténcia in vitro aos antimicrobianos em isolados de Salmonella spp. de carne de frango entre

2000 — 2020.

MATERIAL E METODOS
Identificacdo dos isolados

Neste estudo foram utilizados 87 isolados de Salmonella spp., 21 isolados de amostras
de produtos analisados em 2004, 22 em 2005, 20 em 2006 (estes denominados “antigos”; n=63),
14 em 2019 e 10 em 2020 (denominadas “novos”; n=24), pertencentes a bacterioteca do
laboratdrio do Servicgo de Orientacdo a Alimentacdo Publica (SOAP) da UNESP — Botucatu/SP;
obtidos da analise microbioldgica convencional de carcacas ou cortes de frango refrigerado. A
pesquisa de Salmonella spp. seguiu o protocolo de Andrews et al (2016) de isolamento,
identificacdo e caracterizacdo do género das recomendacBes oficiais. Apos a analise
microbioldgica, a confirmacdo do género Salmonella spp. foi realizada pela técnica da reacéo

em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real tendo como alvo o gene invA.

Teste de sensibilidade antimicrobiana

O perfil resisténcia aos antimicrobianos foi realizado pelo método de disco-difusao.
Utilizou-se as recomendacgdes da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para a
selecdo das classes, antibidticos e concentracbes a serem utilizadas no estudo de perfil de
resisténcia (CLSI, 2020). Deste modo, os antibioticos utilizados e suas respectivas classes
foram: gentamicina 10 pug (GEN), estreptomicina 10 pg (EST) (aminoglicosideos), ertapenem
10 pg (ETP), imipenem 10 pg (IPM), meropenem 10 pug (MER) (carbapenémicos), ceftazidima
30 pg (CAZ) (cefalosporinas), cefoxitina 30 pg (CFO) (cefamicinas), ciprofloxacino 5 pg
(CIP), norfloxacino 10 pug (NOR) (fluorquinolonas), trimetropim-sulfametoxazol 25 pg (SUT)

(antagonista da via de folato), ampicilina 10 ug (AMP) (penicilinas), cloranfenicol 30 pg (CLO)
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(anfenicois) e tetraciclina 30 pg (TET) (tetraciclinas). Os isolados testados foram classificados
como resistente, resisténcia intermediaria ou sensivel, baseado nas recomendacdes da CLSI
(2020). Isolados que apresentaram resisténcia a trés ou mais classes dos antibiéticos foram

considerados multidroga resistentes (MAGIORAKOS et al., 2012).

Método fenotipico de confirmacdo de ESBL

18 isolados que demonstraram multirresisténcia pelo método de disco difusdo, foram
analisados para producdo de ESBL pelo teste de sinergismo de disco duplo (TSDD) que consiste
em testar os isolados com discos de cefalosporinas (cefotaxima, ceftazidima), e um disco
antimicrobiano contendo &cido clavulanico (amoxicilina + acido clavulanico), para ser
considerado ESBL positiva € necessario que ocorra expansdo do halo de inibicao do disco das
cefalosporinas em direcdo ao disco de amoxicilina + acido clavulanico, denominada “zona

fantasma” (LABORCLIN, 2019).

RESULTADOS

Dos 63 isolados antigos, nenhum apresentou resisténcia aos antibidticos testados, cinco
apresentaram resisténcia intermediaria para ciprofloxacino, quatro para estreptomicina e apenas
um isolado apresentou resisténcia intermediéria ao ertapenem (Tabelal).

Dos 24 isolados de Salmonella spp. denominados novos, apenas dois foram sensiveis a
todos os antibioticos testados. O principio ativo com maior frequéncia de resisténcia dos
isolados foi tetracilina (87,50% de cepas resistentes), seguido por ceftazidima, cefoxitina e
ampicilina (75%) e cloranfenicol (4,17%). Todas os isolados novos foram sensiveis a

gentamicina, ertapenem, meropenem, norfloxacina e sulfazotrim.
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Tabela 1. Frequéncia de isolados antigos e novos de Salmonella spp. obtidos de carne de frango

com resisténcia a diferentes antimicrobianos.

Perfil de resisténcia (n e %)

Classe/Antibictico Isolados antigos (n=63) Isolados novos (n=24)
R | S R I S
Aminoglicosideos GEN 0(0) 0(0)  63(100) 0(0) 0 (0) 24 (100)
EST 0(0) 4(635 59(9365  0(0) 3(12,50) 21 (87,50)
Carbapenémicos ETP 0(0) 1(178) 62(9842)  0(0) 0 (0) 24 (100)
IPM  0(0) 0(0) 63 (100) 0(0) 1(4,17) 23(95,83)
MER 0(0) 0(0)  63(100) 0(0) 0 (0) 24 (100)
Cefalosporinas CAZ 0(0) 0(0) 63 (100) 18(75)  0(0) 6 (25)
Cefamicinas CFO 0(0) 0(0)  63(100) 18(75)  0(0) 6 (25)
Fluorquinolonas CIP 0(0) 5(7.94) 58(92,06)  0(0) 12 (50) 12 (50)
NOR 0(0) 0(0)  63(100) 0 (0) 0 (0) 24 (100)
Antagonista da via do SUL 0(0) 0(0)  63(100) 0(0) 0(0) 24 (100)
folato
Penicilinas AMP 0(0) 0(0)  63(100) 18(75)  0(0) 6 (25)
Anfenicois CLO 0(0) 0(0)  63(100) 1(417)  0(0%)  23(95,83)
Tetraciclinas TET 0() 0(0)  63(100) 21(87,50) 1(417) 2(8,33)

R: Resistente; I: Intermediario; S: Sensivel. GEN: Gentamicina; EST: Estreptomicina; ETP:
Ertapenem; IPM: Imipenem; MER: Meropenem; CAZ: Ceftazidima; CFO: Cefoxitina; CIP:
Ciprofloxacino; NOR: Norfloxacino; SUL: Sulfazotrim; AMP: Ampicilina; CLO:
Cloranfenicol; TET: Tetraciclina.

Na Tabela 2 estdo listados os perfis fenotipicos encontrados. Dos isolados resistentes,
72,72% apresentaram perfil de resisténcia a ceftazidima-cefoxitina-ampicilina-tetracilina,
18,18% apenas a tetracilina, 4,54% a ceftazidima-cefoxitina-ampicilina-cloranfenicol-
tetracilina e 4,54% a ceftazidima-cefoxitina-ampicilina. Além disso, 18 dos 24 isolados de

Salmonella spp. novos foram considerados multidroga resistentes por apresentaram resisténcia

simultanea a trés ou mais classes testadas.
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Tabela 2. Perfil fenotipico de resisténcia e multidroga resisténcia (MDR) de isolados novos de

Salmonella spp. obtidas de carne de frango.

Perfil de resisténcia Ne%(n=22) MDR
CAZ-CFO-AMP-CLO-TET 1(4,54) Sim
CAZ-CFO-AMP-TET 16 (72,72) Sim
CAZ-CFO-AMP 1(4,54) Sim
TET 4 (18,18) NZo

MDR: Multidroga resistente (resisténcia a trés ou mais classes de maneira simultanea), segundo

MAGIORAKOS et al. (2012).

Dos 18 isolados de Salmonella spp. novos considerados multirresistentes pelo teste de
disco difusdo, 15 (83,33 %) apresentaram resultado positivo para producdo de ESBL no teste
de sinergismo de disco duplo, confirmando que 62,5 % dos 24 isolados novos de Salmonella
sdo ESBL. Na Tabela 3 estdo listados os perfis fenotipicos de resisténcia destes isolados

positivos para ESBL.

Tabela 3. Perfil fenotipico de resisténcia dos isolados confirmados para ESBL através do teste

de sinergismo de disco duplo.

Perfil fenotipico N e % (n=15)
CAZ-CFO-AMP-TET 14/15 (93,33 %)
EST-CAZ-CFO-AMP-CLO-TET 1/15 (6,67 %)

EST: Estrepmicina; CAZ: Ceftazidima; CFO: Cefoxitina; CLO: Cloranfenicol; AMP:
Ampicilina; TET: Tetraciclina

Os resultados do perfil de resisténcia (tamanho de zonas de inibi¢cdo) foram analisados
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utilizando a aplicacdo Antibiotic Resistance Profiling do programa Bionumerics. Esta analise
permitiu a construcdo de um dendrograma contendo os clusters de acordo com a categorizacéo
de resisténcia (resistente, intermediario ou sensivel).

Na Figura 1, é apresentado o dendrograma de similaridade dos isolados antigos e novos.
E possivel observar que esta analise produziu trés clusters. O primeiro cluster contendo os
isolados novos e multirresistentes (n=18), obteve grau de similaridade entre 80-82 % entre si,
sendo este, dividido em dois subgrupos, num grupo contendo o isolado com perfil ceftazidima-
cefoxitina-ampicilina-cloranfenicol-tetracilina e no outras os demais isolados multirresistentes
(n=17). Estes 17 isolados apresentaram similaridade quanto ao perfil de resisténcia acima de
94%. O segundo grande cluster foi formado por isolados antigos e novos com grau de
similaridade acima de 82 %. O terceiro cluster foi formado basicamente por isolados antigos

(com excecéo do isolado NEW-11, novo 11) e o grau de similaridade foi bastante variado.
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Figura 1. Dendrograma obtido da comparacdo do perfil de resisténcia de isolados antigos e
novos de Salmonella spp. obtidas de carne de frango (Legenda: OLD: isolados antigos; NEW:

isolados novos; ®: resistente; =: sensivel; e ®: intermediario)
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DISCUSSAO

O elevado numero de cepas de Salmonella spp. consideradas multirresistentes € um dos
resultados mais relevantes em termos de satde publica. Cepas multirresistentes envolvidas em
surtos ou casos de doencas de origem alimentar podem comprometer o tratamento, uma vez
que a escolha acertada de um antibidtico para quadros graves de salmonelose ficaria
comprometida. Ressalta-se que, em casos leves da doenca, a antibioticoterapia ndo €
recomendada, pela ineficacia do tratamento quando a cepa envolvida é multirresistente ou pela
inducdo a resisténcia, caso o tratamento ndo seja seguido de acordo com as prescri¢des médicas.

A resisténcia a tetraciclina foi a maior observada neste estudo o que corrobora com o
estudo de Ribeiro et al. (2008) que detectaram 67,10 % resistentes a tetraciclina quando
analisaram 79 cepas de Salmonella spp. O estudo de Rossa et al. (2013) analisou a resisténcia
aos antibidticos em enterobactérias isoladas de carcacas de frango convencionais e organicas,
e demonstrou que tetraciclina foi o antibiético com maior frequéncia de resisténcia dos isolados
em ambos os produtos, sendo 60,59 % em carcacas convencionais e 47,64 % em carcagas
organicas. Conceicdo et al. (2007), também aponta que em produtos de frango, 65,8 % dos
isolados apresentaram-se resistentes a tetraciclina. Fazendas de producdo ou ambientes
veterinarios podem ter ocasionado o surgimento destas cepas através da utilizacdo de
antibidticos na alimentacdo dos animais e h& a possibilidade de cuidadores de animais,
fazendeiros e manipuladores de alimentos serem provaveis fontes de contaminagdo (DOYLE,
2015). No Brasil € vedada a utilizacdo da tetraciclina na avicultura, seja como aditivos
zootécnicos melhoradores de desempenho ou como conservantes de alimentos para animais
(BRASIL, 2009), porém em 2005 a Secretaria de Estado da Saude do Parana por meio de um
estudo qualitativo apontou a utilizacdo de medicamentos ndo recomendados para aves e 0 USO
de medicamentos proibidos, entre eles a tetraciclina (SESA, 2005). O uso indiscriminado de

tetraciclinas em planteis pode ser indicio da selecdo de micro-organismos resistentes.
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Resultados similares foram apresentados por Johnson et al. (2005) em isolados de produtos de
origem animal no Canada.

O estudo realizado por Zishiri et al. (2016), no Brasil, demonstrou que de 24 isolados
de Salmonella spp. provenientes de frango de corte, todos apresentaram resisténcia, com
resisténcia de 100 % (n=24) a ampicilina, amoxicilina e tetraciclina. Além disso, demonstrou
também alta porcentagem de multirresisténcia, como por exemplo, 83 % (n=20) para ampicilina
e tetraciclina; 80 % (n=16) ampicilina, amoxicilina e tetraciclina; 66,7 % (n=16) para
amoxicilina e tetraciclina; 58 % (n=14) para tetraciclina e trimetoprima. No presente estudo, a
ampicilina e a tetraciclina também apresentaram alta presenca no perfil fenotipico de isolados
MDR.

Salmonella Typhimurium multirresistente foi isolada pela primeira vez em 1964 no
Reino Unido (Anderson, 1998). Durante a década de 1990 houve um aumento mundial
acentuado no namero de isolados desse sorovar com esse fendtipo (Threlfall, 2002). Rowlands
(2008), relatou que 10,5 % dos isolados de Salmonella spp. de alimentos em 2008 apresentaram
multirresisténcia. Pandini et al (2014) observou 25,6 % de multirresisténcia avaliando a acdo
de 12 antimicrobianos em 39 amostras de Salmonella spp. provenientes de granjas de frangos
no estado do Parané.

Almeida et al (2018) realizou o sequenciamento do genoma completo em 90 amostras
de Salmonella Typhimurium isolados de humanos e alimentos entre 1983 e 2013, obteve um
resultado de 38 cepas multirresistentes sendo 19 de humanos e 19 de alimentos. Costa et al
(2013) avaliou a resisténcia antimicrobiana em 12.582 isolados de Salmonella spp. oriundos de
carcacas e produtos avicolas, de diferentes regides do Brasil entre 2007 e 2011, durante o
periodo do estudo observou-se 16,4 % de multirresisténcia e aumento da resisténcia a
ampicilina de 12,4 % a 18,9 %, tetraciclina de 15,2 % a 18,9 %. Em estudo recente, Souza et

al. (2019), descreveram que 100 % dos isolados de Salmonella spp. de frangos foram
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multirresistentes sendo amoxicilina, ampicilina, cefazolina, sulfanamida, tetraciclina e
trimetropim foram os antimicrobianos de maior resisténcia percentuais.

As cepas produtoras de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) geralmente sao
multirresistentes, devido ao fato da maioria destas enzimas serem codificadas por genes
situados em plasmideos, que frequentemente transportam genes de resisténcia a outros
antibidticos, como aminoglicosideos, sulfonamidas, trimetroprim, tetraciclinas e cloranfenicol
(SOUSA et al., 2002). No presente estudo a pesquisa por cepas produtoras de ESBL apontou
que 15 (83,33%) dos isolados MDR foram positivos para ESBL. Estudos como de Clemente et
al. (2013), Ziech et al. (2016) e Qiao et al. (2017) demonstram como é cada vez mais comum a
presenca de Salmonella spp. produtora de ESBL em produtos destinados a alimentacdo humana
e plantas de processamento de frango de corte. B-lactamases de espectro estendido apresentam
um notavel desafio para a terapia, devido sua capacidade de hidrolisar penicilinas,
cefalosporinas de todas as geracGes e monobactamicos, levando a reducdo de opcgdes na
terapéutica. Carbapenémicos apresentam estabilidade frente as ESBLs e sdo drogas de primeira
escolha para no tratamento de infecgbes por microrganismos produtores de ESBL, com
destaque para o meropenem (LENHARD-VIDAL, 2011; ZHANEL et al., 2007). Neste estudo
néo se observou mudanca significativa do perfil de resisténcia aos carbapenémicos, apenas um
isolado antigo e um novo apresentaram resisténcia intermediaria para esta classe farmacoldgica.
Porém, Su et al. (2012) relata o desenvolvimento de resisténcia a Carbapenémicos em um
isolado de Salmonella Typhimurium proveniente de amostra clinica de um paciente com
historico de internagfes e dificuldade de escolha de antimicrobianos para o tratamento
terapéutico devido a multirresisténcia ja encontrada. O surgimento de cepas de Salmonella spp.
resistentes aos carbapenémicos representa grande problema clinico, pois para pacientes com
infeccdo invasiva por este microrganismo multirresistente, os carbapenémicos podem

representar o Gltimo recurso de opcao terapéutica (JEAN et al. 2005).
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Em 2014 nos Estados Unidos da América (EUA), foi isolada uma cepa multirresistente
de uma amostra de carne de frango, esta cepa apresentava um gene que ndo era comum entre
Salmonella spp. de frango nos EUA. Porém, identificou-se essa cepa entre pessoas doentes
retornando de viagens da América do Sul. Esta cepa resistente se espalhou rapidamente, e em
2018, era responsavel por 25% das infeccdes por Salmonella infantis em pessoas. A maioria
dessas pessoas infectadas ndo tinha histérico de viagens, mas havia consumido carne de frango
recentemente. Ao mesmo tempo, identificou-se a crescente presenca desta cepa em amostras de
frango. Fatos como este demonstram a facilidade de disseminacdo de cepas resistentes, tanto
em humanos como na cadeia de producdo animal (CDC, 2019).

Os resultados dos estudos citados, juntamente com os do presente estudo que
demonstram o alto percentual de cepas MDR que também se apresentam ESBL, apontam que
com o passar dos anos a disseminacdo de cepas resistentes e multirresistentes vem se mostrando
maior e cada vez mais facilitada, deixando evidente de que é necessario 0 monitoramento destes

microrganismos em especial Salmonella spp. na cadeia de producéo de aves.

CONCLUSAO

Conclui-se que os isolados novos apresentaram maior frequéncia de resisténcia em comparacao
com os isolados antigos, sugerindo que, com o0s passar dos anos, Salmonella spp. pode ter
adquirido resisténcia aos antimicrobianos testados. O uso inadequado destes agentes na
medicina humana e medicina veterinaria, pode ter influenciado para que isto ocorresse, assim
como 0s mecanismos de inducéo a resisténcia que as bactérias podem possuir, como a producgéo
de enzimas beta-lactamases de espectro estendido. Além disso, é necessario a realizagdo de

estudos genéticos para avaliar a presenca de genes de resisténcia nestes isolados.
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