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PERFIL DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS DE Salmonella spp.
ISOLADAS DE AVES PRODUTORAS DE OVOS DE MESA NA REGIAO DE
BASTOS-SP

RESUMO - Infeccbes paratificas em aves sdo ocasionadas por sorovares de
Salmonella spp., 0s quais podem acometer diversos hospedeiros animais e 0s seres
humanos. A fim de se implementar programa de prevengdo e controle para o
patogeno, é imprescindivel que se realize a identificacdo e tipificacdo do agente
envolvido em cada surto, além de caracterizacdo epidemioldgica. Assim sendo, este
estudo teve como objetivo pesquisar a presenca e realizar caracterizagdo do perfil
de resisténcia a antimicrobianos de estirpes de Salmonella spp. isoladas de
amostras de fezes cecais, oriundas de aves produtoras de ovos de mesa,
provenientes de granjas localizadas na regido centro-oeste do estado de Sédo Paulo.
Foram examinadas 2008 amostras de fezes provenientes de 151 granjas de postura
comercial. Foram identificados 22 sorovares de Salmonella spp., em 80 das granjas
visitadas (52,9 %), com maior prevaléncia para os sorovares S. Mbandaka (37,2 %)
e S. Braenderup (12,8 %). Todas os isolados foram caracterizados como resistentes
a pelo menos um dos 23 antimicrobianos testados, tendo sido observado maior
recorréncia para a estreptomicina (93,5 %) e sulfonamida (84,6 %), além de
verificagdo de perfil de multirresisténcia (sorovares resistentes a trés ou mais
antimicrobianos de classes distintas) em 41 % dos isolados, sendo uma estirpe de S.
Schwarzengrund resistente a 10 drogas antimicrobianas. Assim, a identificacdo de
Salmonella spp. na producdo avicola, fornece conhecimento epidemiologico para
desenvolver medidas de prevencdo e controle do patégeno, a fim de garantir a

salude das aves e impedir a salmonelose humana transmitida por alimentos.

Palavras-chave: Enfermidade veiculada por alimentos, multirresisténcia,

salmonelose aviaria, saude publica, sensibilidade antimicrobiana.



PERFIL DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS DE Salmonella spp.
ISOLADAS DE AVES PRODUTORAS DE OVOS DE MESA NA REGIAO DE
BASTOS-SP

ABSTRACT - Avian paratyphoid infections are caused by several serovars of
Salmonella spp. which can affect a wide range of hosts, like humans and animals. In
order to implement a control program against this pathogen, it is indispensable to
take notice of which serovar is facing up. Thus, this study was done to investigate the
presence of Salmonella spp. and to identify the antimicrobial resistance profiles of
the isolates in the Midwest of Sdo Paulo state, which is known as the main region of
Brazilian table egg production. For this, 2008 feces samples were collected from 151
commercial laying hen farms and were submitted to microbiological analysis.
Twenty-two Salmonella serovars were identified in 80 (52.9 %) farms and the most
prevalent were S. Mbandaka (37.2 %) and S. Braenderup (12.8 %). All strains were
resistant to at least one of the 23 antimicrobials tested, being the highest levels of
resistance against to streptomycin (93.5 %) and sulfonamide (84.6 %).
Multiresistance was observed in 41 % of the isolates and the maximum resistance
profile observed was to 10 drugs. Thus, the identification of Salmonella spp. in avian
production provides epidemiological knowledge to develop prevention and control
measurements of the pathogen in order to guarantee poultry health and to prevent

human foodborne salmonellosis.

Keywords: Antimicrobial susceptibility, avian salmonellosis, food-borne desease,
multiresistance, public health.
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira possui destaque nacional e internacional por produzir
alimentos de qualidade (Donato et al., 2009; Samanta et al., 2011). Embora a
avicultura de postura no Brasil ndo possua destague no comercio internacional,
exportando em torno de 0,26 % ao ano, o volumo de ovos produzido tem crescido
anualmente. No ano de 2018, a producao de ovos foi de 44,2 bilhdes de unidades e
0 consumo per capita de 212 ovos, volume 10,4 % superior ao registrado no ano de
2017 (ABPA, 2019). O aumento da producédo tém alavancado a necessidade de
adequacao e industrializacdo das granjas e fabricas de ovos, as quais tendem a
seguir normas e diretrizes dos paises importadores, com destaque para o controle
da qualidade e de patdgenos (Lagatta e Gameiro, 2017).

Dentre os microrganismos que podem causar prejuizos na industria avicola,
as bactérias do género Salmonella encontram-se amplamente distribuidas na
natureza e conseguem infectar tanto humanos quanto animais. Sao de dificil
controle, devido a diversidade de sorovares e hospedeiros e, complexidade
epidemioldgica gerando grande preocupacdo para as autoridades de vigilancia em
saude nacional e internacionais (Berchieri Junior e Freitas Neto, 2009).

Salmonella spp. tem sido associada ao comprometimento da saude animal e
relatado anualmente entre o0s principais patdgenos transmitidos por alimentos,
principalmente decorrente do consumo de produtos avicolas (Shah et al., 2017).
Tendo em vista as diversas fontes de infeccdo e a capacidade de disseminacéo
entre os hospedeiros e vetores, a sua eliminacdo de granjas avicolas torna-se
complexa e, muitas vezes, impraticavel (Andino e Hanning, 2015). Por serem
susceptiveis, as aves sao consideradas como potenciais disseminadores da bactéria
(Ma et al, 2018), o que torna imprescindivel a realizacdo de estudos
epidemioldgicos para conhecer a incidéncia de Salmonella spp. em granjas e nos
produtos avicolas. Varios sorovares sdo encontrados em criagBes industriais de
aves (Kottwitz et al., 2008; Salles et al., 2008; Freitas Neto et al., 2014; Perdoncini et
al., 2014; Moraes et al., 2016), gerando preocupag¢do em saude publica, devido a
sua associacdo as enfermidades veiculadas por alimentos (EVA) (SVS, 2015;
EFSA, 2017; CDC, 2019).



Com o propoésito de evitar a ocorréncia de enfermidades bacterianas, a
administragdo de antimicrobianos tem sido amplamente utilizados, tanto em
medicina veterinaria quanto em medicina humana (Molina-Santiago et al., 2018). O
uso na producéo animal ndo tem se limitado ao tratamento, sendo também para fins
profilaticos e como aditivos melhoradores de desempenho (Antunes et al., 2016). O
uso indiscriminado de antimicrobianos favorece a emergéncia de estirpes
resistentes, acarretando risco para as saudes animal e humana (Sapkota et al.,
2014; Pande et al., 2015; Antunes et al., 2016; Rodriguez et al., 2017; Reis et al.,
2018; Lima et al., 2019).

Informacdes sobre a presenca de Salmonella spp. em planteis avicolas,
contribuem para melhorar os conhecimentos epidemioldgicos, favorecendo a adocao
de medidas de biosseguranca. Além disso, a caracterizacdo da suscetibilidade de
isolados de Salmonella spp., ressalta a necessidade de uso racional de
antimicrobianos na avicultura e salde publica, com a implementacao de programas
qgue priorizem minimizacado do surgimento de resisténcia antimicrobiana (Allen et al.,
2013).

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Descri¢ao do género Salmonella

Bactérias do género Salmonella, pertencem a familia Enterobacteriaceae, séo
bacilos Gram-negativos, aerdbios ou anaerébios facultativos e ndo formadores de
esporos. Fermentam a glicose, produzem sulfeto de hidrogénio (H,S), sdo incapazes
de fermentar lactose e sacarose. Comumente sdo méveis, por possuirem flagelos,
com excecao de Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Gallinarum
biovares Gallinarum e Pullorum (Grimont et al., 2000).

Foram identificados mais de 2.659 sorovares de Salmonella spp., dos quais
cerca de 100 ja4 foram isolados tanto de seres humanos quanto de animais. O
género é dividido em duas espécies: S. bongori e S. enterica, sendo que a ultima
compreende mais de 99 % dos sorovares. Salmonella enterica é subdividida em seis
subespécies (subesp.): S. enterica subesp. enterica, S. enterica subesp. salamae, S.
enterica subesp. arizonae, S. enterica subesp. diarizonae, S. enterica subesp.

houtenae, S. enterica subesp. indica. Dentre estas, destaca-se a subespécies



enterica, que compreende aproximadamente 60 % dos sorovares e estes podem
infectar humanos e animais (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014). Provas bioquimicas
definem o género e provas sorolégicas complementares definem os sorovares, com
base nos antigenos somaticos (O) e flagelares (H) (Grimont et al., 2000). O antigeno
de viruléncia (Vi) pode ser identificado em sorovares especificos, compreendidos por
S. Typhi, S. Paratyphi C e S. Dublin (Grimont e Weill, 2007).

Em aves, podem ocorrer trés enfermidades resultantes de infec¢cdes por
Salmonella spp., o tifo aviario e a pulorose, causadas pelos biovares hospedeiro-
especificos S. Gallinarum e S. Pullorum, respectivamente e o paratifo aviario, que
corresponde a infeccdo por qualquer outro sorovar (Poppe, 2000). As salmonelas
paratificas ndo sdo especificas de aves e podem infectar diversos hospedeiros,
como seres humanos e outros animais, o que dificulta os procedimentos para
prevencdo e controle. Assim sendo, a presenca de salmonelas paratificas na
producdo animal constitui-se em problema de saude publica, com atencao voltada a
avicultura industrial, em decorréncia da expansdo mundial da producdo avicola
(Berchieri Junior e Freitas Neto, 2009).

2.2 Paratifo aviario

Salmonelas paratificas, por ndo possuirem hospedeiro especifico, podem
infectar seres humanos e diversos animais, como mamiferos, anfibios, répteis e aves
(Berchieri Junior e Freitas Neto, 2009). Por se tratar de animais susceptiveis,
produtos de origem avicola sédo veiculadores desses microrganismos com potencial
de causar infeccao alimentar em seres humanos (Omiccioli et al., 2009). Os sinais
clinicos da enfermidade variam de acordo com a idade e a condicdo imunolégica da
ave, o0 sorovar e a intensidade da infeccdo. Em geral, sdo mais aparentes em aves
jovens, cujo sistema imune ainda estd imaturo (Gast e Holt, 1998; Gama et al.,
2003).

A infecgéo da ave por salmonelas paratificas pode ocorrer de forma horizontal
e vertical. A transmissdo horizontal ocorre de diversas formas. A bactéria pode
adentrar no organismo da ave por penetracdo através da cavidade oral ou pela
cloaca, além da inalacdo de poeira contaminada ou pela conjuntiva ocular. Ainda no

incubatoério, as aves podem se infectar por contato com aves, cascas ou



equipamentos contaminados. Agua, ragdo e seus componentes, em especial os de
origem animal, também contribuem para a introducdo da bactéria em propriedades
avicolas. Outras formas de disseminacao do patdégeno ocorrem devido circulacéo de
veiculos, seres humanos, aves silvestres, outros animais, moscas e roedores
(Berchieri Junior e Freitas Neto, 2009; Andino e Hanning, 2015). A contaminac&o do
ovo pode ocorrer pela transmissédo vertical, seja durante a formacdo do ovo no
aparelho reprodutivo (ovario e oviduto) ou pela sua passagem pela cloaca da ave
infectada, ao entrar em contato com as excretas. Além disso, 0os ovos podem ser
contaminados no ambiente, como, o contato direto com gaiola, ninho, cama,
bandejas de transporte, esteiras de rolagem e embalagens (Poppe, 2000).

Em estudo realizado por Berchieri et al. (1985), foi relatado a ocorréncia de 32
sorovares do género em amostras de farinha de origem animal destinado a
fabricacdo de racdes. Moraes et al. (2014), isolaram 10,5 % (126/1200) Salmonella
spp. em amostras de farinha de origem animal, sendo que em farinha de carne os
sorovares mais frequentes foram S. Montevideo (10,4 %), S. Anatum (9,3 %), S.
Cerro (9,3 %), S. Enteritidis (8,1 %) e S. Worthington (8,1 %). Na de farinha de
sangue foram isolados S. enterica subesp. enterica (0:3,10) (20 %), S. Minnesota
(20 %), S. Mbandaka (20 %), S. Worthington (10 %), S. Anatum (10 %) e S. Cerro
(10 %). Em farinhas de penas foram identificados S. Enteritidis (33,3 %), S.
Schwarzengrund (33,3 %), S. subesp. enterica (0:3,10) 11,1 % (1/9) e S. Cerro (11
%). Os sorovares S. Tennessee (14,2 %), S. Rissen (14,2 %), S. Schwarzengrund
(14,2 %), S. Enteritidis (9,5 %), S. Ohio (9,5 %), S. Cerro (4,7 %), S. Montevideo (4,7
%), S. subesp. enterica (0:4,5) (4,7 %), S. subesp. enterica (0:3,10) (4,7 %), S.
subesp. enterica (0:9,12) (4,7 %) e S. Johannesburg (4,7 %) foram prevalentes nas
farinhas de visceras.

A disseminacdo da bactéria também pode ocorrer durante o processo de
incubacédo, seja por ovos ou equipamentos contaminados, introduzindo nas granjas
pintos de um dia de vida infectados (Cason et al., 1994). Ao realizar avaliacdo da
presenca de patdogenos em frangos de corte com um dia de vida, Tessari et al.
(2003) relataram o isolamento de Salmonella spp. em 24,62 % dos lotes, com
prevaléncia dos sorovares S. Enteritidis e S. subesp. enterica 9,12. As caixas

destinadas ao transporte de pintos de um dia, também s&o importantes perante a



veiculacao da bactéria, tanto para a granja, quanto para incubatoérios, que conforme
analise realizada por Zancan et al. (2000) nesse tipo de material, obtiveram 77 % de
amostras positivas para Salmonella spp. Barnhart et al. (1991), ao analisarem
amostras de ovarios de galinhas, identificaram os sorovares S. Heidelberg 56,5 %,
S. Agona 13,0 %, S. Oranienburg 6,1 %, S. Mbandaka 5,2 %, S. Kentucky 3,5 %, S.
Montevideo 3,5 %, S. London 2,6 %, e S. Enteritidis 2,4 %, o0 que pode possibilitar a
transmissao da bactéria para o ovo durante a sua formacao. Portanto, lotes positivos
no primeiro dia de vida, permanecem positivos até o fim da vida produtiva das aves
e, muitas vezes, a infeccao passa desapercebida, quando a monitoria do lote é feita
inadequadamente (Gama et al., 2003).

2.3 Epidemiologia do Paratifo Aviario

O fato de poder contaminar o meio ambiente e se manter viavel por longos
periodos, bactérias do género Salmonella ocasionam prejuizos em todas as escalas
da producédo de aves comerciais, tendo impacto negativo tanto no mercado interno,
guanto nas exportacdes (Poppe, 2000; Berndt et al., 2007; Omiccioli et al., 2009).
Desde a década de 1980, S. Enteritidis tem sido o principal sorovar associado a
infecgbes alimentares provenientes de produtos avicolas no Brasil (Silva e Duarte,
2002). Porém, nos ultimos anos tem ocorrido aumento do isolamento de outros
sorovares, como S. Heidelberg, S. Infantis, S. Hadar e S. Virchow (Freitas Neto et
al., 2010).

Apesar do consumo interno ainda ser considerado pequeno, o Brasil é o
sétimo maior produtor de ovos, sendo que em 2017 foram produzidos 39,9 bilhdes
de unidades e o consumo per capita foi de 192 ovos/ano (ABPA, 2018). Em 2018,
houve aumento de 10,4 % na producédo (44,2 bilhdes de unidades) e o consumo foi
para 212 ovos per capita. Apesar do aumento da producdo, apenas 0,26 % é
destinado a exportacdo, muito embora o volume exportado tenha aumentado em
83,9 %, tendo passado de 5,434 mil toneladas em 2017, para 10,8 mil toneladas em
2018 (ABPA, 2019). Por se tratar de uma fonte proteica dequalidade, o ovo esta
cada vez mais presente na mesa dos brasileiros (Donato et al., 2009), o que torna

necessario realizar pesquisa e controle de Salmonella spp. nos lotes de galinhas e



em ovos de mesa, a fim de garantir a qualidade dos produtos destinados ao
mercado consumidor (Shinohara et al., 2008).

Em estudo sobre a prevaléncia de Salmonella spp. em amostras de casca,
albimen e gema de ovos brancos e marrons provenientes do estado de Goias,
isolou-se S. Agona (18,2 %), S. enterica subsp. enterica O: 4,5 (18,2 %), S.
Schwarzengrund (18,2 %), S. Cerro (13,6 %), S. Anatum (13,6 %), S. Enteritidis (9,1
%), S. Joanesburgo (4,5 %) e S. Corvallis (4,5 %) (Moraes et al., 2016). Em estudo
semelhante, Freitas Neto et al. (2014) avaliaram 340 amostras decorrentes de ovos
para consumo provenientes da regiao de Jaboticabal-SP, os quais obtiveram 1,47 %
de amostras positivas para Salmonella spp., sendo identificados os sorovares S.
enterica subsp. enterica 4,12: r: -, S. Mbandaka, S. enterica subsp. enterica 6,7: z10:
-, S. Enteritidis e S. Havana e S. Braenderup. Kottwitz et al. (2008) relataram que o
sorovar mais prevalente em amostras de fezes de galinhas para postura comercial
de ovos, com idade entre 17 a 76 semanas e provenientes de granjas do estado do
Parand, foi S. Mbandaka (11 %). No estado do Ceara, foram analisadas fezes
frescas de galinhas para postura comercial de ovos, de oito granjas, onde o
percentual de positividade para Salmonella spp. foi de 25 % dos lotes avaliados
(Salles et al., 2008).

Assim como no Brasil, hd variabilidade dentre os sorovares isolados em
granjas de postura em outros paises produtores de ovos, como EUA, Reino Unido e
Franca, tendo-se relatado os sorovares S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Mbandaka,
S. Havana, S. enterica subsp. enterica 4,12:d:- (Castellan et al., 2004; Snow et al.,
2007; Chemaly et al., 2009).

Embora as aves possam ser acometidas por diversos sorovares de
salmonelas paratificas, a manifestacéo de sinais clinicos é pouco evidente e em sua
grande maioria é inexistente, tendo como principal problema a excrecéo fecal, que
permite a contaminacdo do ambiente e dos produtos produzidos, seja carne ou Ovos.
No entanto, a contaminacdo do produto final acarretara em prejuizos associados a
ocorréncia de EVA em seres humanos, por ser uma das principais bactérias de

importancia em saude publica (Shinohara et al., 2008; Celis-Estupifian et al., 2016).



2.4 Salmonelose humana de origem alimentar

Em revisdo de literatura conduzida por Taylor et al. (2001), foram identificados
1.415 espécies de microrganismos infecciosos que acometem seres humanos, dos
quais 61 % sdo patdgenos zoonadticos. Dentre as bactérias associadas as infec¢des
alimentares, as do género Salmonella tem sido as mais associadas as EVA em
seres humanos, devido ao consumo de 4gua ou alimentos crus contaminados ou
mal processados, como vegetais, frutas, ovos, leite e carne provenientes de bovinos,
aves, suinos, peixes e frutos do mar (Shinohara et al., 2008). A infeccdo pode
provocar um quadro de enterite, com diferentes niveis de patogenicidade,
dependendo do sorovar e da imunidade do hospedeiro (Barletta et al., 2013). EVA
tém sido constantemente associado ao consumo de produtos avicolas, como carne
e ovos (Tavechio et al., 2002; Taylor et al., 2015; WHO, 2017).

A incidéncia da enfermidade em paises industrializados é frequentemente alta
(Ma et al., 2014). Ao menos 1,3 bilhdo de casos de salmoneloses humanas de
origem alimentar sdo reportadas anualmente no mundo, nos quais, cerca de 3
milhdes de pacientes vém a oObito (CDC, 2018). Na Unido Europeia (EU), dentre os
320 mil casos de enfermidades veiculadas por alimentos reportados anualmente,
100 mil (31,2 %) deles sédo associados a bactérias do género Salmonella, com 35
casos notificados a cada 100 mil habitantes. No periodo entre 2004 e 2015, apos a
implantacdo dos programas de prevencao e controle, observou-se a reducao de 50
% na incidéncia de salmoneloses humanas nos paises pertencentes a Unido
Europeia (EU, 2016). De acordo com o “European Food Safety Authority” (EFSA), no
ano de 2017 foram reportados 67.418 casos de salmoneloses humana, em que 0s
sorovares com maior prevaléncia foram S. Enteritidis (48,5 %), S. Typhimurium (13,4
%), S. Typhimurium monofasica 1.4.[5].12:i:- (8,4 %), S. Infantis (2,4 %), S. Newport
(1,1 %), S. Derby, S. Kentucky e S. Stanley (0,8 %), S. Virchow e S. Saintpaul (0,7
%), S. Agona, S. Paratyphi B var. Java e S. Braenderup (0,6 %) e S. Panama (0,5
%) (EFSA, 2017).

Nos Estados Unidos da América (EUA), as bactérias provenientes do género
Salmonella ocupam o segundo lugar dentre os isolados provenientes de surtos
deEVA em seres humanos. De acordo com o “Centers for Desease Control and

Prevention” (CDC), estima-se que, os surtos de EVA provocam média anual de 1,2



milh&o de enfermos, 23 mil hospitalizagbes e 450 mortes. Ao analisar a incidéncia
dos sorovares envolvidos nesses surtos de salmonelose, os relatados com maior
frequéncia foram S. Enteritidis (19 %), S. Typhimurium (11 %) e S. Newport (10 %)
(CDC, 2019).

No Brasil, a grande maioria dos casos de salmoneloses ndo séo notificados,
impedindo que o real cenério epidemioldgico seja evidenciado (Ebling e Rossmann,
2016). Apesar disso, foi reportado pela Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS),
gue no ano de 2015 houve reducao de 35 % dos surtos de EVA no Brasil. Contudo,
a identificacdo dos patdégenos envolvidos foi realizada em apenas 42,2 % dos surtos
de EVA sendo que os patdégenos mais prevalentes pertenciam ao género Salmonella
(14,3 %). Acredita-se que essa porcentagem seja ainda maior, devido a falta de
notificacéo e dificuldade na identificacdo do agente infeccioso (SVS, 2015).

Diversos sorovares ja foram identificados causando enfermidades alimentares
no Brasil. No estado de S&o Paulo, entre os anos de 1950 e 1990 foram isoladas
31.517 estirpes de Salmonella spp. provenientes de infec¢cdes humanas (Taunay et
al., 1996). De acordo com Silva e Duarte (2002), entre 1970 e o inicio dos anos
1990, os sorovares os mais frequentes, isolados com maior frequéncia no estado de
Sdo Paulo, foram S. Typhimurium e S. Agona. Conforme descrito por Berchieri
Junior e Penha Filho (2016), em levantamento epidemioldgico realizado pelo
Instituto Adolfo Lutz, no ano de 2014, S. Typhimurium (63,9 %) e S. Enteritidis (15
%) foram os isolados com maior prevaléncia dentre os surtos de salmonelose

humana ocorridos no Brasil.

2.5 Prevencao e controle das salmoneloses aviarias

Em 1994, foi elaborado o Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA)
(Brasil, 1994), que objetiva que as granjas sejam livres ou controladas para S.
Gallinarum, S. Pullorum, S. Enteritidis e S. Typhimurium. Dessa forma, a Instrucao
Normativa (IN) n° 78, de 3 de novembro de 2003 visa que lotes de reprodutoras
positivos para os sorovares S. Gallinarum, S. Pullorum, S. Typhimurium e S.
Enteritidis devem ter seus animais submetidos ao abate sanitario e os ovos
eliminados. Contudo, o isolamento de outros sorovares em lotes de aves de

producdo, ndo requerem a ado¢ao das medidas de controle descritas na IN n° 78



(BRASIL, 2003). Embora o Brasil ndo disponha de legislacdo especifica para a
producédo de ovos, a resolucdo n° 005, de julho de 1991, estabelece como exigéncia
do padréo de qualidade do ovo a ser comercializado, auséncia de Salmonella spp.
em 25g de ovo integral liquido ou desidratado (Brasil, 1991).

Com o intuito de minimizar a ocorréncia de enfermidades bacterianas, os
antimicrobianos possuem reconhecido destaque na rotina médica, tanto veterinaria,
gquanto humana. Dentre as classes mais utilizadas, incluem B-lactamicos,
tetraciclinas, aminoglicosideos, anfenicéis, quinolonas, fluoroquinolonas e
sulfonamidas (Moreno-Bondi et al., 2009). No entanto, o tratamento das
salmoneloses é realizado somente na medicina humana, tendo mostrado ser
ineficaz na producdo animal, ao reduzir mortalidade no lote sem eliminacdo do
patdogeno. Na avicultura, a antibioticoterapia € utilizada em infeccbes por outros
microrganismos, como em quadros de onfalite e enfermidades respiratorias.

Na medicina veterinaria, além da sua utilizacdo para fins de tratamento,
durante muitos anos os antimicrobianos foram utilizados como profilatico e
melhorador de desempenho (Antunes et al., 2016). A classe dos B-lactamicos sdo
empregados em medicina veterinaria para tratamento de infec¢cBes por
enterobactérias, além das fluoroquinolonas e quinolonas (Ferreira et al., 2016).
Relatos de resisténcia a ampicilina e sulfametoxazol-trimetoprim tem aumentado ao
longo dos anos e, dessa forma, favoreceram a utilizacdo de ciprofloxacina e
cefalosporinas de amplo espectro, medicamentos que sao utilizados para o
tratamento das salmoneloses em seres humanos (Chen et al., 2013; Antunes et al.,
2016). Além disso, ap0s a liberacédo do uso de fluoroquinolonas na producao animal,
foram isoladas estirpes de Salmonella spp. resistentes a ciprofloxacina em produtos
de origem animal e em seres humanos (Cosby et al., 2015).

Seu uso indiscriminado tem favorecido o surgimento de resisténcia em
microrganismos, o que inclui bactérias do género Salmonella (Sapkota et al., 2014,
Pande et al., 2015; Antunes et al., 2016; Grant et al., 2016). Em consequéncia, no
ano de 2006, a Unidao Europeia baniu o uso de qualquer antimicrobiano como
melhorador de desempenho na producéo animal, tanto para a sua producao, quanto

para a importacdo de produtos de origem animal. Dessa forma, 0s paises
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exportadores tiveram que se adequar as medidas impostas, a fim de ndo perderem a
comercializacao desses produtos (Castanon, 2007).

Embora considerado como pais emergente, o Brasil destaca-se entre 0s
maiores produtores e exportadores do setor avicola (ABPA, 2019). Dessa forma, o
MAPA, por meio da Lei 6.198, de 26/12/1974 regulamentada pelo Decreto 6.296, de
11/12/2007, é o o6rgado responsavel pela inspecéo e fiscalizacdo da utilizacdo de
aditivos na alimentacdo animal (Brasil, 2007). Desde a década de 1980, o MAPA
tém estabelecido normativas que proibem a utilizacdo de aditivos melhoradores de
desempenho na producdo de aves, tendo banido a avoparcina (Brasil, 1998),
cloranfenicol e nitrofuranos (Brasil, 2003), anfenicéis, tetraciclinas, beta lactamicos
(benzilpenicilamicos e cefalosporinas), quinolonas e sulfonamidas sistémicas (Brasil,
2009) e espiramicina e eritromicina (Brasil, 2012). Recentemente, foi publicada a IN
n° 45, em 30 de novembro de 2016, a qual descreve a proibicdo da importacéo e
fabricagdo de colistina destinada a nutricdo animal (Brasil, 2016).

Em relatério publicado pelo MAPA, referente ao ano de 2017, foram descritos
os resultados obtidos para ndo conformidades em amostras de produtos de origem
animal, realizado pelo Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
(PNCRC/Animal). Dentre as amostras de produtos de origem avicola, foram obtidas
1,21 % (12/3.894) de né&o conformidades, das quais 1,03 % (6/584) foram
proveniente de ovos e 0,18 % (6/3.310) de aves de corte. Ao discriminar as
substancias encontradas, verificou-se a presenca de enrofloxacina (1,81 %),
sulquinoxalina (0,17 %), sulfametazina (0,36 %), doxiciclina (0,08 %), nicarbazina
(0,85 %) e arsénio (0,51 %). Tal relato evidencia a preocupacdo que se tem
decorrente da ingestédo desse tipo de produto, o que pode contribuir com 0 aumento
da ocorréncia de bactérias resistentes, pois apenas uma das substancias
encontradas nao era proveniente de antimicrobianos (MAPA, 2018).

Dessa forma, a adocdo de medidas preventivas objetivam a melhoria da
sanidade e dos indices produtivos, além da minimizacao da utilizacdo de farmacos
na produgdo animal, com o emprego de programas de vacinacdo e aditivos
alternativos, como probioticos, prebidticos, simbioticos, acidos organicos e aditivos
fitogénicos (Allen et al., 2013; Diaz-Sanchez et al., 2015). Esses produtos objetivam

o equilibrio da microbiota intestinal, a reducdo da carga de patégenos no trato
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digestivo, a otimizacdo da digestdo, a estimulacdo do apetite e a secrecdo de
enzimas digestivas endogenas, que auxiliam na ativacdo da resposta imune
intestinal (Ramos et al., 2011; Toghyani et al., 2011; Kopecky et al., 2012).

A vacinacdo também vem apresentando eficacia na prevencdo das
salmoneloses em aves comerciais. De acordo com a instru¢do normativa n° 8, de 17
de fevereiro de 2017 (Brasil, 2017b), estabelecimentos avicolas de postura
comercial devem manter alojadas somente aves vacinadas contra Salmonella
Enteritidis, o que auxiliou na diminuicdo da ocorréncia do sorovar na producao de
aves para postura.

Além disso, o MAPA, elaborou o Programa Nacional de Prevencdo e
Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos na Agropecuaria (AgroPrevine), que
visa 0 desenvolvimento de medidas de prevencdo e controle para bactérias
resistentes aos antimicrobianos utilizados na agropecuéria. Tais agdes propdem a
realizacdo de educacdo sanitaria, monitoria de lotes e estudos epidemiolégicos
(Brasil, 2017a).

2.6 Resisténcia bacteriana a antimicrobianos

Com a crescente preocupacao voltada as infeccdes bacterianas, a ocorréncia
de resisténcia a antimicrobianos também tem chamado a atencdo dos setores de
vigilancia em saude, tanto humana, quanto animal e, de pesquisadores em diversos
paises. A resisténcia bacteriana € definida pela capacidade do microrganismo
multiplicar-se ou manter-se na presenca de determinado antimicrobiano. Para isso,
existem diversos mecanismos que permitem a expressao de resisténcia por parte
das bactérias, como inativacdo enziméatica, modificacbes no sitio alvo, ativacdo de
bombas de efluxo e alteracbes na permeabilidade celular (Alekshun e Levy, 2007;
Alterthum, 2008).

Em estudo realizado no Brasil, com isolados de Escherichia coli, provenientes
da microbiota de frangos de corte, 100 % apresentaram-se resistentes as
cefalosporinas de terceira geragédo, ao acido nalidixico e a ciprofloxacina, 85 % para
tetraciclina, 23 % para gentamicina e 15 % para cloranfenicol (Ferreira et al., 2016).
Nos EUA, os indices de resisténcia a tetraciclina passaram de 9 % em 1980 para 24

% em 1990, enquanto que no mesmo periodo a ampicilina passou de 10 % para 14
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% (Smith et al., 2002). Quando hé resisténcia a esses antimicrobianos, opta-se por
realizar o tratamento com a classe dos carbapenémicos (Jean et al., 2005).
Entretanto, a partir de 2010 iniciou-se relatos de estirpes resistentes a essa classe
de antimicrobianos, com o isolamento de E. coli resistente (Su et al., 2012).

Dessa forma, o uso incorreto dos antimicrobianos tanto na medicina humana,
quanto na veterinaria, teve como consequéncia a selecdo de bactérias resistentes e
multirresistentes, inclusive para as drogas tidas como de primeira escolha para
tratamento de seres humanos, com destaque para as quinolonas, fluoroquinolonas e

as cefalosporina de terceira geracao (Burke et al., 2014).

2.6.1 Classes e mecanismos de acado dos antimicrobianos

As quinolonas e fluoroquinolonas sédo antimicrobianos caracterizados como
bactericidas e sintéticos, que agem na inibicdo da enzima DNA-girase, que impede a
replicacdo do DNA bacteriano. As quinolonas sédo farmacos de eleicdo para o
tratamento de infec¢Bes por bactérias da familia Enterobacteriaceae, tendo como
destaques o acido nalidixico, ciprofloxacina, norfloxacina e ofloxacina (Lee e
Kanatani, 1999; Heuer et al., 2009; Bolon, 2011). As fluoroquinolonas foram
desenvolvidas em 1980, em que foi acrescentado uma molécula de fldor na regido
do carbono-6 das quinolonas, melhorando a eficicia do antimicrobiano em penetrar
a membrana celular, sendo classificado como de amplo espectro de acdo (Madigan
et al., 2004; Tortora et al., 2017). Na medicina veterinaria, os farmacos pertencentes
a essa classe mais utilizados s&o a enrofloxacina e sarafloxacina (Cruz et al., 2012).

A classe dos [-lactamicos é dividida em quatro grupos principais,
representados pelas penicilinas, as cefalosporinas, os monobactamicos e o0s
carbapenémicos. Apresenta como caracteristica a presenga de anel 3-lactamico em
sua estrutura molecular (Schneider e Sahl, 2010). Tem como mecanismo de acdo a
inibicdo das proteinas PBP’s (penicillinbinding-proteins), que impedem a formacéao
das ligacdes entre as cadeias peptidicas de peptidoglicano (cross-linking) e afeta a
fase final da biossintese de peptidoglicano (Suarez e Gudiol, 2009). As
cefalosporinas de espectro estendido e os carbapenémicos sdo os antimicrobianos
de primeira escolha para o tratamento de infec¢cdes severas (Coque et al., 2008). No

entanto, indices de resisténcia a essa classe de antimicrobiano tem sido reportada
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perante isolados de Salmonella spp. decorrentes de infeccbes humanas e de
animais de producéo (Liakopoulos et al., 2016).

Os aminoglicosideos possuem acao bactericida e atuam no ribossomo de
bactérias Gram-negativas aerobias. Sao sintetizados a partir do metabolismo de
determinados fungos, como Streptomyces spp., Micromonospora spp. e Bacillus
spp. Os principais farmacos da classe sdo neomicina, amicacina, gentamicina e
estreptomicina (Spinosa et al.,, 2011). Esses dois ultimos, atuam nas primeiras
etapas da sintese proteica, modificando a conformacao da por¢céao 30S do ribossomo
70S, o que resulta na leitura incorreta do cddigo genético e, consequentemente,
altera a atividade da membrana celular em relagdo a saida de constituintes
essenciais para o funcionamento da célula, com posterior morte celular (Kotra et al.,
2000).

Alguns antimicrobianos interferem no metabolismo celular, como por exemplo
as sulfonamidas ou quando da sua combinagdo com o trimetroprim, que podem inibir
a sintese do &cido félico. O acido folico € uma coenzima que atua na sintese de
proteinas, DNA e RNA. A estrutura das sulfas € analoga ao acido paraminobenzoico
(PABA), precursor do acido félico, que ocasiona ligacdo competitiva a enzima
destinada ao PABA, ao resultar na inibicdo de &cido félico. A combinacdo de
sulfametoxazol e trimetoprim, que atuam em sinergismo, ampliam o seu espectro de
acao e reduzem o surgimento de bactérias resistentes (Tortora et al., 2017).

As tetraciclinas sdo compostos semissintéticos e isolados a partir do
metabolismo do fungo Streptomyces spp. Apresentam efeito bacteriostatico em
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, por conta da sua atuacao na inibicdo da
sintese proteica, ao atuar na ligacdo do tRNA, recombinando aminoacidos a porcéo
30S do ribossomo bacteriano 70S, o que evita a incorporacdo de aminoacidos
especificos as cadeias de polipeptideos (Tortora et al., 2017). A oxitetraciclina,
tetraciclina e clortetraciclina sédo os antimicrobianos da classe mais utilizados na
medicina humana e veterinaria. Estes séo utilizados para o tratamento de infeccées,
principalmente respiratérias e gastrointestinais, além de ter sido utilizado como
melhorador de desempenho na producao animal (Liu et al., 2018).

Em 1969, foi sintetizado a partir de metabolito secundario de varias espécies
de Streptomyces spp., 0 antimicrobiano fosfomicina (Hendlin et al., 1969). O
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mecanismo de acdo da fosfomicina baseia-se na sua atuagdo como analogo do
fosfoenolpiruvato, ligando-se & UDP-N-acetilglucosamina-3-O-enolpiruvil transferase,
afetando a etapa inicial da biosintese da parede celular (Kahan et al., 1974). A
ocorréncia de resisténcia a fosfomicina ndo tem aumentado significativamente ao
longo dos anos, assim como nédo se tem notado resisténcia cruzada com outras
classes de antimicrobianos (Zamudio-Chavez et al., 2017).

As polimixinas sdo antimicrobianos polipeptidios catidnicos ciclicos,
descobertos em 1947. Atuam no lipopolissacarideo da membrana externa das
bactérias Gram-negativas, deslocando competitivamente os ions de calcio e
magnésio, que estabilizam a membrana. Como consequéncia, ocorre 0 aumento da
permeabilidade da membrana, com perda do conteudo celular, seguido de morte da
bactéria. Na década de 1970 seu uso foi suspenso por conta da sua toxicidade, no
entanto, em decorréncia do aparecimento de bactérias multirresistentes, a utilizacéo
das polimixinas retornou na década de 1990 (Storm et al., 1977; Poirel et al., 2017).
A classe € representada por cinco farmacos, denominados de polimixinas A, B, C, D
e E (Falagas e Kasiakou, 2006).

2.6.2 Mecanismos de resisténcia antimicrobiana

A ocorréncia de resisténcia antimicrobiana pode ser de forma intrinseca,
determinada por caracteristica estrutural ou funcional, o que resulta em acéo
ineficiente do antimicrobiano ou pela aquisicdo de material genético exdgeno,
contendo genes de resisténcia, adquiridos por mecanismos de transferéncia
horizontal (Blair et al., 2015). Existe ainda a resisténcia caracterizada por mutacgoes,
induzidas por intermédio de agentes mutagénicos ou durante o0 processo de

replicacdo celular (Baptista, 2013).

2.6.2.1 Aquisicdo e disseminagcdo de genes relacionados a resisténcia

antimicrobiana

A aquisicdo de genes de resisténcia é dependente da sua ocorréncia,
evolucdo e disseminacdo de elementos genéticos (Miriagou et al., 2006). Também
podem adquirir resisténcia génica pela disseminacao de genes via plasmidio. Dessa

forma, bactérias patogénicas e comensais transferem frequentemente genes que
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podem carrear resisténcia a antimicrobianos (Goldstein et al, 2001; Nield et al.,
2001). Estes genes encontram-se em transposons, que se caracterizam por
elementos genéticos organizados em sequéncias de DNA que codificam a enzima
transposase, 0 que possibilita a introdu¢cdo do transposon ao plasmidio ou
cromossomo (O’Brien, 2002; Carattoli, 2003).

Os integrons, assim como os plasmideos, sdo elementos genéticos moveis
associados a resisténcia antimicrobiana. Em bactérias patogénicas os integrons de
“classe 1” sdo os mais encontrados, no entanto até o momento foram referidos
quatro classes de integrons (Carattoli, 2001), que podem ser encontrados em
plasmideos, transposons e no cromossomo bacteriano (Fluit e Schmitz, 2004). Estes
conseguem codificar um sistema de recombinacdo sitio-especifico, tendo como
funcdo identificar e recolher cassetes de genes exdgenos e produzir a enzima
relacionada a recombinacdo, nomeada como integrase (Hall e Collis, 1995; Fluit,
2005).

Nesse contexto, apds a introducdo dos genes de resisténcia antimicrobiana,
pode ocorrer a translocacdo e/ou persisténcia, sem a necessidade da pressao
seletiva constante (Marshall et al. 1999). Além disso, a presenca desses genes no
genoma bacteriano, ndo resisténcia a determinado antimicrobiano, sendo necessario

a sua expressao fenotipica (Cosentino et al., 2010).

2.6.2.2 Inativacao enzimética do antimicrobiano

Algumas bactérias sdo capazes de produzir enzimas que degradam ou
inativam antimicrobianos, esse processo € chamado de mecanismo enzimatico de
resisténcia. As penicilinas e as cefalosporinas sdo o0s principais antimicrobianos
afetados pela destruicdo ou inativacdo enzimatica. As reacfes enzimaticas que
podem ocorrer sdo a hidrélise, a transferéncia de um grupo quimico ou 0 processo
de oxirreducao. Em bactérias resistentes, ocorre a producdo da enzima B-lactamase,
que hidrolisa o anel B-lactamico das penicilinas, cefalosporinas e carbapenemos.
Aproximadamente 200 variacdes de B-lactamase foram identificadas, adaptadas a
variantes estruturais do anel B-lactamico. Dentre estas, destaca-se a enzima AmpC,
codificada pelo gene blacwy, que pode conferir resisténcia a ampicilina, ceftiofur e

ceftriaxona (Tortora et al., 2017).
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A resisténcia aos aminoglicosideos envolve a acdo de trés enzimas
modificadoras, que alteram a estrutura covalente do antimicrobiano, ao diminuir a
eficacia de ligacdo ribossomal. Estas sdo nomeadas de aminoglicosideo
acetiltransferases, = aminoglicosideo  fosfotransferases e  aminoglicosideo
nucleotidiltransferases, codificadas pelos genes aac, aph e aad, respectivamente
(Jana e Deb, 2006; Wachino e Arakawa, 2012). Estes genes apresentam ampla
habilidade de transferencia, por estarem localizados em plasmidios, transposons e

integrons (Dijkshoorn et al., 2007).

2.6.2.3 Modificag&o no sitio alvo do antimicrobiano

Diversos antimicrobianos se ligam, especificamente, aos seus sitios alvos
com alta afinidade. No entanto, 0 mecanismo de resisténcia por alteracdo nessas
regides caracteriza-se pela diminuicdo ou auséncia de afinidade do antimicrobiano
ao local de acao, sem que as funcbes da bactéria sejam modificadas. Esse
mecanismo de resisténcia ocorre em consequéncia da alteracdo estrutural do
peptidioglicano, por interferéncia na sintese de proteinas ou da sintese de DNA
(Blair et al., 2015). De acordo com Tortora et al. (2017), os antimicrobianos
acometidos por esse tipo de mecanismo sdo os aminoglicosideos, tetraciclinas e

macrolideos.

2.6.2.4 Bombas de efluxo

Na membrana plasmatica das bactérias Gram-negativas encontram-se
proteinas, caracterizadas como bombas de efluxo, que atuam na eliminacdo de
substancias toxicas decorrentes do metabolismo bacteriano. Também atuam na
ejecao dos antimicrobianos, impossibilitando que a sua concentracdo seja efetiva
(transporte ativo do meio intracelular, para o extracelular) (Ribeiro e Cortina, 2016).
Séo classificadas em cinco categorias de transportadores, sendo major facilitator
family (MFS), multidrug and toxic efflux (MATE), resistance nodulation division
(RND), small multidrug resistance (SMR) e adenosine triphosphate binding cassette
(ABC). Embora tenha predilecdo por diferentes classes de antimicrobianos, é
relacionado principalmente as tetraciclinas e fluoroquinolonas (Baptista, 2013).
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2.6.2.5 Alteracao da permeabilidade da membrana

A penetracdo do antimicrobiano na membrana celular das bactérias
€ dependente das caracteristicas fisico-quimicas da molécula como, polaridade e
tamanho. Pode ocorrer por difusdo simples através da bicamada fosfolipidica, por
difusdo facilitada mediada por proteinas porinas ou por self promoted uptake
(Mayers, 2009). Em bactérias Gram-negativas, os antimicrobianos como, -
lactamicos, aminoglicosideos, cloranfenicol e fluoroquinolonas podem ter a
permeabilidade da membrana alterada, por conta de alteracdes na quantidade ou
funcdo de porinas e no lipopolissacarideo (LPS), o que induz resisténcia da bactéria
(Dzidic et al., 2008).

2.6.3 Ocorréncia de resisténcia a antimicrobianos em bactérias do género
Salmonella em avicultura

De acordo com Fabrega e Vila (2013), as salmoneloses geralmente ndo sao
submetidas ao tratamento com antimicrobianos, por conta do custo elevado e da
pouca efetividade para animais de producdo. O emprego de antibibticoterapia para
aves comerciais acometidas por Salmonella spp. tem se mostrado ineficaz, uma vez
que pode reduzir a mortalidade, mas ndo impedira que a ave permaneca portadora
do patégeno. Ademais, os portadores podem excretar 0 microrganismo por mais
tempo em relacdo aos animais ndo tratados (Berchieri Junior e Freitas Neto, 2009;
Hirsh, 2009). A origem e disseminacdo de isolados de salmonelas paratificas
provenientes de alimentos e resistentes a antimicrobianos, tém se tornado
importante fator de risco a saude publica, em particular nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil (Yang et al., 2010; Tamang et al., 2011). Devido a
ocorréncia de resisténcia antimicrobiana associados a surtos de EVA, tem delimitado
a comercializagédo e exportacdo de produtos, como carne de frango e ovos (Shah et
al., 2017).

Estudos realizados no Brasil demonstraram aumento da incidéncia de
resisténcia a antimicrobianos para estirpes de Salmonella spp. ao longo dos anos.
Berchieri Junior et al. (1985), ao avaliarem amostras provenientes de farinha de
origem animal destinadas a fabricacdo de racao, foram isoladas 139 estirpes de

Salmonella spp., pertencentes a 32 sorovares. Dentre os isolados, observou-se 100
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% de resisténcia a bacitracina, penicilina e sulfazotrim, 100 % de sensibilidade a
sulfato de colistina e cloranfenicol e sensibilidade intermediaria a tetraciclina (77,1
%), acido nalidixico (18 %), nitrofurantoina (2,16 %), amicacina (1,44 %) e cefoxitina
(0,7 %). Em estudos posteriores, Cardoso et al. (2006) relataram resisténcia em
todos os 80 isolados de S. Enteritidis provenientes de carcacas de frango, para
colistina e tetraciclina. Cortez et al. (2006), ao testarem 29 estirpes de salmonelas
paratificas isoladas em abatedouros de aves, observaram que 86,2 % delas foram
resistentes aos antimicrobianos aztreonam e ampicilina, 72,6 % a tetraciclina e 55,2
% a amoxicilina/acido clavulanico e trimetoprim/sulfametoxazol.

Galdino et al. (2013), ao avaliar isolados de Salmonella spp. provenientes de
frango de corte no estado de Sao Paulo, demostraram a presenca de estirpes
resistentes a pelo menos um dos 11 antimicrobianos testados, com maior
predominéncia para a amoxicilina (27,7 %) e sulfonamidas com trimetropim (11 %).
Dentre os 18 isolados, uma estirpe de S. Typhimurium apresentou multirresisténcia.
Em estudo conduzido por Musgrove et al. (2006), relataram que 60 % das estirpes
de Salmonella spp. isoladas de cascas de ovos foram resistentes a mais de 11
antimicrobianos, principalmente quando provenientes de S. Typhimurium (12
antimicrobianos), que juntamente com S. Enteritidis sdo o0s sorovares mais
comumente isolados em surtos de EVA em seres humanos no Brasil e em outros
paises (SVS, 2015; EU, 2017; CDC, 2019).

2.6.4 Salmonella spp.: Resisténcia antimicrobiana em saude publica

A ocorréncia de resisténcia a antimicrobianos tem sido um problema a saude
publica, principalmente quando da ocorréncia em agentes zoonéticos, como
Salmonella spp. (Moraes et al., 2014). Dessa forma, a incidéncia de surtos de
salmonelose em seres humanos pode colaborar para a administracéo indiscriminada
de antimicrobianos, fato que contribui para o surgimento de estirpes resistentes (Hur
et al., 2012).

Em monitoramento feito na Europa, a ocorréncia de resisténcia em isolados
de Salmonella spp. provenientes de infeccdo em seres humanos aumentou,
representando em 2000, 57,0 % de estirpes resistentes a sulfonamidas, tetraciclina,

ampicilina e estreptomicina, observando um indice de 66,0 % em 2004 (Meakins et
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al., 2008). Na Dinamarca, Skov et al. (2007) isolaram 4.081 estirpes de Salmonella
spp. em pacientes hospitalizados, identificando 58 estirpes referentes ao sorovar S.
Saintpaul, nos quais 19 % foram multirresistente e 7 % apresentaram resisténcia ao
acido nalidixico.

J& nos paises em desenvolvimento, na regido sul do Brasil, das 280 estirpes
de Salmonella spp., provenientes de pacientes hospitalizados, 59,2 % apresentaram
resisténcia ao acido nalidixico, 37,6 % a tetraciclina, 35,1 % a ampicilina, 34, 2 % a
nitrofurantoina, 32,6 % a estreptomicina, 19,1 % a gentamicina, 15,6 % a
ciprofloxacina, 15,2 % ao cloranenicol, 11,8 % ao trimetoprim / sulfametoxazol, 2,8
% a cefoxitina e 1,4 % a ceftazidima. Os autores relataram o isolamento dos
sorovares S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Newport, S. Panama, S. Agona, S. Give,
S. Braenderup, S. Corvallis, S. Derby, S. Saintpaul, S. Oranienburg e S. Mbandaka,
0S quais apresentaram resisténcia a pelo menos um dos antimicrobianos testados
(Reis et al., 2018).

Bouallégue-Godet et al. (2005), ao avaliarem estirpes de S. Livingstone em
bebés hospitalizados na Tu nisia, relataram resisténcia para ceftriaxona, ceftazidima,
aminoglicosideos (canamicina, tobramicina, netilmicina, gentamicina e amicacina) e
sulfametoxazol-trimetoprim. Na Colémbia, no periodo entre 2005 e 2011, foram
isolados de pacientes que apresentavam diarreia aguda 4.010 estirpes de
Salmonella spp., identificando-se 92 sorovares, que apresentaram resisténcia a
tetraciclina, ampicilina, sulfametoxazol-trimetoprim, cloranfenicol, amoxicilina/acido
clavulanico e &cido nalidixico (Rodriguez et al., 2017).

As enfermidades causadas por Salmonella spp. na avicultura, representam
significativas perdas econémicas, em que, de acordo com Lagatta e Gameiro (2017),
a aplicacdo de medidas de biosseguridade nas granjas dispdem de baixo custo (2,09
%), quando comparado aos custos gerados com ocorréncia de infecgcdo nas aves,
com o descarte de lotes positivos e 0s produtos produzidos. Perdas econdmicas
também podem estar relacionadas a ocorréncia de resisténcia antimicrobiana. De
acordo com O’Neill (2016), até o ano de 2050 é estimado 10 milhdes de Obitos
decorrentes de bactérias multirresistente, com impacto de 100 trilhGes de dolares na
econOmica global.
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Portanto, a intensa pressdo seletiva imposta pela administracéo
inconsequente de antimicrobianos, tem selecionado estirpes bacterianas resistentes
(Wright, 2010). Sendo assim, o surgimento e disseminagcdo de estirpes resistentes
tem importancia para saude puUblica, pois gera ineficiéncia dos tratamentos
implementados na medicina humana, além de elevar as taxas de mortalidade
(Cohen e Tauxe, 1986). Com isso, destaca-se a necessidade na ado¢ao de politicas
governamentais de utilizagcdo consciente de antimicrobianos (WHO, 2012; Antunes
et al., 2016).

3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Pesquisar a presenca e realizar caracterizacdo do perfil de resisténcia a
antimicrobianos de estirpes de Salmonella spp. isoladas de amostras de fezes
cecais, de aves produtoras de ovos de mesa, de estabelecimentos avicolas

localizados na regido centro-oeste do estado de S&o Paulo.

3.2 Especificos

- Colher amostras de fezes provenientes de aves para postura comercial e
realizacdo de isolamento e identificacdo de estirpes de Salmonella spp., por meio de
analise microbiol6gica.

- Avaliar sensibilidade aos antimicrobianos utilizados em medicina veterinaria

e humana dos sorovares isolados.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Colheita de amostras

As amostras foram obtidas de 151 granjas de aves produtoras de ovos de
mesa, localizadas em 11 municipios da regido centro-oeste do estado de Sao Paulo,
entre os anos de 2016 e 2017, totalizando 2.008 amostras. Foram colhidas 300
gramas de fezes cecais por galpdo, acondicionados em recipientes estéreis e
mantidos sob refrigeracdo (4 a 8 °C), até realizacdo das andlises laboratoriais,
conforme descrito na IN n° 8, de 17 de fevereiro de 2017 (Brasil, 2017b). Todos os
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procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
FCAV/Unesp campus de Jaboticabal-SP, processo n°® 07058/19.

4.2 Isolamento e identificacdo de Salmonella spp.

As analises de isolamento e identificacdo de Salmonella spp. foram realizados
no Laboratério de Ornitopatologia, Departamento de Patologia Veterinéria,
FCAV/Unesp campus de Jaboticabal-SP. A metodologia adotada foi realizada
conforme recomendacdes oficiais do MAPA, descrito na Portaria SDA n° 126, de 03
de novembro de 1995, com adaptac¢des (Brasil, 1995) (Figura 1).

As amostras foram submetidas ao pré-enriguecimento, adicionando-se 25
gramas de fezes em 225 mL de agua peptonada a 1 % (AP) (Oxoid®, Basingstoke,
Hampshire, UK - CM0509). Apds incubacédo a 37 °C por 24 horas, transferiu-se 1 mL
e 0,1 mL de cada amostra para tubos de ensaio contendo, respectivamente caldo
Tetrationato-Novobiocina (Oxoid®, Basingstoke, Hampshire, UK - CM0671) e caldo
Rappaport-Vassiliadis-Novobiocina (Oxoid®, Basingstoke, Hampshire, UK - CM866),
respectivamente, com posterior incubacdo a 37 °C por 24 horas. A seguir, com
auxilio de alca bacteriolégica, a amostra foi estriada em meios solidos seletivos,
dispostos em placas de Petri contendo agar de MacConkey (MC) (Oxoid®,
Basingstoke, Hampshire, UK - CMO0115), agar Verde Brilhante (VB) (Oxoid®,
Basingstoke, Hampshire, UK - CMO0263) e agar Xilose-Lisina-Tergitol4 (XLT4)
(DIFCO™, S&o Paulo, SP - 223420).

Apo6s incubacdo a 37 °C por 24 horas, as coldnias com caracteristicas
sugestivas para o género Salmonella, foram semeadas em tubos de ensaio
contendo meios bioquimicos de diagndéstico presuntivo: agar Triplice-Acucar-Ferro
(TSI) (Oxoid®, Basingstoke, Hampshire, UK - CM0277), agar Lisina Ferro (LIA)
(Oxo0id®, Basingstoke, Hampshire, UK - CM0381), meio SIM (Oxoid® Basingstoke,
Hampshire, UK - CM0435) e caldo ureia (Oxoid®, Basingstoke, Hampshire, UK -
CMO0071). Os meios foram incubados a 37 °C por 24 horas.
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Pré-enriquecimento 25 g de amostra + 225 mL de APT (1%)
(Nao-seletivo) 37 °C/24h
Enriquecimento seletivo 1mL 0,1 mL
10 mLde caldoTT 10 mL de caldo RV
43°C/24h 43°C/24h
Semeadura em agar Semeadura em agar
VB, XLT4 e MC VB, XLT4 e MC
l37 °C/24h 37 °C/24hl
Colonias sugestivas Colonias sugestivas
de Salmonella spp. de Salmonella spp.

Triagem bioquimica

- TSI, LIA, SIM e Ureia
- Semeadura em agar nutriente

137 °C/24h

Colonias sugestivas
de Salmonella spp.

Série bioquimica l/
- Fenilalanina, Citrato, VM, VP, Malonato, Descarboxilacdo
de lisina, ornitina e arginina e Fermentacao de ducitol,
glicose, lactose, maltose, manitol e sacarose
- Semeadura em agar nutriente

37 °C/24h

Caracterizacao antigénica

Sorotipagem

Figura 1. Fluxograma da metodologia de isolamento e identificagdo de
Salmonella spp. APT: agua peptonada; TT: Tetrationato; RV:
Rappaport-Vassiliadis Modificado; VB: Verde Brilhante; XLT-4:
Xilose-Lisina-Tergitol4; MC: MacConkey; TSI: Triplice-Agucar-
Ferro; LIA: Lisina Ferro; SIM: Sulfato/ Indol/Motilidade; VM:
Vermelho de Metila; VP: Voges-Proskauer
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As amostras provenientes da série bioquimica preliminar e sugestivas para
Salmonella spp., foram semeadas em agar nutriente (Oxoid®, Basingstoke,
Hampshire, UK - CM0003) e incubadas a 37 °C por 24 horas. Posteriormente, foram
inoculadas em meios da série bioquimica complementar (agar citrato de Simmons,
agar fenilalanina, caldo malonato, caldos para descarboxilacdo de lisina, ornitina e
arginina, caldos para fermentacdo de dulcitol, glicose, lactose, maltose, manitol e
sacarose e caldos para prova de vermelho de metila e Voges-Proskauer). As
estirpes que apresentaram o perfil bioquimico para género Salmonella foram
semeadas novamente em agar de Lisogenia (LB) (DIFCO™ Sao Paulo, Brasil -
240110) e incubadas a 37 °C por 24 horas. Em seguida, com o auxilio de uma al¢ca
estéril, misturou-se uma colénia proveniente do agar LB em 30 pL de solucéo salina
a 2 % e posteriormente, adicionou-se 30 pL de antissoro (somatico e flagelar), para

observacédo da presenca ou nao de aglutinagéo.

4.3 Identificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) do género

Salmonella

As estirpes sugestivas para Salmonella spp. pela caracterizacédo
microbiolégica, foram submetidas a analise de PCR convencional, para confirmacgéo
do género. O produto esperado era de 796 pb, correspondente ao gene invA (Tabela

1), seguindo o descrito por Fratamico e Strobaugh (1998), com modificacdes.

Tabela 1. Iniciadores utilizados na reacdo de PCR para confirmacdo do género
Salmonella spp.

Primers Sequéncias Tamanho do Referéncia
: produto (pb)
invVA-F 5 - CGGTGGTTTTAAGCGTACTCTT -3 Fratamico
e
) 796
invVA-R 5 - CGAATATGCTCCACAAGGTTA -3’ Strobaugh
(1998)

A reacado consistiu de, tampdo 1X de PCR, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de
dNTP, 1,25 uM de cada oligonucleotideo iniciador, 1 Ul de Tag DNA polimerase, 2
ML de DNA e agua ultra pura para completar o volume final de 20 uL (Invitrogen,
EUA). O protocolo de amplificacéo foi realizado no termociclador MyCycler Thermal

Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) e consistiu de: um ciclo de 94 °C por 2 min; 30
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ciclos a 94 °C por 40 seg; 58 °C por 1 min; 72 °C por 1min; um ciclo final de
extensédo a 72 °C por 7 min. Posteriormente, foi realizado eletroforese em gel de
agarose, seguido de Vvisualizacdo do produto amplificado em aparelho
fotodocumentador Gel Doc EZ System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

4.4 Tipificacdo dos sorovares de Salmonella spp.

Apés confirmacdo do género pelos testes microbiologico, sorologico e
molecular, as estirpes positivas foram encaminhadas ao setor de enterobactérias do
Instituto Adolfo Lutz, localizado na cidade de S&o Paulo, SP, para realizacdo da
tipificacdo dos sorovares. A metodologia adotada seguiu a normativa oficial

brasileira, descrita no item 4.2.

4.5 Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Para realizacdo do teste de sensibilidade a antimicrobianos, foram utilizados
os método de Kirby-Bauer de difusdo em discos (Bauer et al.,1966) e o teste para
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC) (Thamlikitkul e Tiengrim,
2014). A relagdo de antimicrobianos que foram utilizados no estudo estao descritos
na Tabela 2, os quais foram selecionados de acordo com a sua utlizagdo e

relevancia em medicina veterinaria e humana.

4.5.1 Método de difusdo em discos

As estirpes foram submetidas a multiplicagdo bacteriana em caldo LB (Difco™,
Sao Paulo, Brasil — 240230) a 37 °C por 18 h, sob agitacdo. ApGs esse processo, as
estirpes foram repicadas em placa de Petri contendo agar LB e incubadas a 37 °C
por 24 horas. Posteriormente, as colénias foram diluidas em solucéo salina estéril a
0,85 % e comparadas com o grau 0,5 da escala MacFarland, até diluicdo
correspondente a, aproximadamente, 1,5 x 102 UFC/mL (CLSI, 2017). Em seguida,
um suabe estéril foi imerso na suspensdo bacteriana, de modo a espalhar
uniformemente a amostra em placa de Petri contendo 30 ml de agar Mueller-Hinton

(Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA - 70191). As placas contendo os discos de
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antimicrobianos sobre a suspensdo bacteriana foram incubadas a 37 °C por 18
horas (Figura 2).

Os resultados foram analisados conforme a observacao da formacao de halos
de inibicdo ao redor dos discos de antimicrobianos testados. O diametro do halo foi
medido com auxilio de uma régua graduada em milimetros e classificado como

sensivel ou resistente.

Tabela 2. Antimicrobianos utilizados para a realizacédo do teste de sensibilidade.

Classes Antimicrobianos Concentragao Fabricante*
(hg/mL)
Acido Nalidixico 30 Sensifar®
Quinolonas e Enrofloxacina 5 Sensifar®
Fluoroquinolonas Norfloxacina 10 Oxoid ®
Ciprofloxacina 5 Oxoid ®
Fenicois Cloranfenicol 30 Sensifar®
Carbapenémicos Imipenem 10 Oxoid ®
Monobactamicos Aztreonam 30 Sensifar®
Canamicina 30 Sensibiodisc®
Aminoglicosideos Estreptomicina 10 Sensibiodisc®
Gentamicina 10 Oxoid ®
Amicacina 30 Oxoid ®
Sulfonamidas Sulfonamida 300 Sensibiodisc®
Trimetoprim/Sulfametoxazol 1,25/23,75 Oxoid ®
Cefotaxima 30 Sensifar®
Cefepime 30 Sensifar®
. Ceftiofur 30 Sensifar®
B-lactamicos Ampicilina 10 Sensibiodisc®
Amoxacilina 10 Sensifar®
AmOX|C|I|r1a{AC|do 20/10 Oxoid ®
Clavulanico
Tetraciclinas Tgtracic_lin_a 30 Sen_sif:_ar®
Oxitetraciclina 30 Sensi-disc®
Fosfomicinas Fosfomicina 200 Sensifar®
o o Sigma-
Polimixinas Polimixina E 0,125-32 Aldrich®

*Oxo0id®, Basingstoke, Hampshire, UK; Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA; Sensi-disc®, Franklin Lakes, Nova
Jersey, EUA; Sensibiodisc®, Sao Paulo, BR; Sensifar®, Sao Paulo, BR

4.5.2 Método de determinacdo da concentracdo inibitoria minima (MIC)

O teste MIC foi realizado por meio de microdiluicho em caldo para

determinacdo da sensibilidade das estirpes ao antimicrobiano Polimixina E
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(Thamlikitkul e Tiengrim, 2014). Esse método foi adotado devido a baixa capacidade
de difusdo da molécula de Polimixina E em teste de difusdo em disco (CLSI, 2017).
A suspensdo bacteriana foi preparada conforme descrito no item 4.5.1. O
antimicrobiano foi preparado a partir de sulfato de colistina 100 % (Sigma-Aldrich®,
St. Louis, Missouri, USA — PHR1605), no qual foi utilizado agua como diluente, de
forma a obter a concentracdo final de 1 mg/mL. Para verificagdo da MIC, foi
adicionado a amostra em caldo Mueller-Hinton (Oxoid®, Basingstoke, Hampshire,
UK - CM0405), o qual continha a solucédo de antimicrobiano, nas concentracdes de
32,16, 8,4,2,1, 0,5, 0,25 e 0,125 pg/mL. Em seguida, foi realizado incubacédo a 37
°C por 18 horas. ApoOs esse periodo, foi verificado a presenca ou nao de

multiplicacéo bacteriana para cada diluicdo do antimicrobiano.

Estirpe de Salmonella spp.

& Incubagéo a 37 °C/24 h sob agitagdo
H

Multiplicagao em caldo LB

@ Incubagao a 37 °C/24 h

' Colénias em agar LB 1
g ' |

l ,‘ 0,5 da escala de MacFarland |:>

E> Incubago a 37°C/16-20h
e leitura da placa

é

G Placa de microtitulagao
com diluigdo do antimicrobiano

Agar Mueller-Hinton

o

3
1y Q4

Discos dispostos em Agar Mueller-Hinton

Incubagao a 37 °C/24 h

ALY

[ (o) &
( o |
L° o /' Leitura do diametro do halo

~—

Figura 2. Esquema do teste de sensibilidade a antimicrobianos. A: Método de
difusédo em discos; B: Método de determinagdo da concentragdo inibitoria
minima (MIC). Fonte: Adaptado de Capuano (2012).
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4.5.3 Andlise dos Resultados

Os resultados dos testes de sensibilidade antimicrobiana foram avaliados
seguindo as recomendac¢des do Clinical and Laboratory Standards Institute, tendo
sido classificados em isolados resistentes e sensiveis, em que o0s intermediarios
foram caracterizados como resistentes. Como controle de qualidade da reacéao, foi
utilizada a estirpe Escherichia coli ATCC 25922, que é considerada sensivel aos
antimicrobianos avaliados (CLSI, 2013; CLSI, 2017). Os sorovares resistentes a trés
ou mais antimicrobianos, de classes distintas, foram considerados multirresistentes

(Schwarz et al., 2010).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A producéo de aves comerciais tém sido associada como fonte de infeccéo
em surtos de salmonelose em seres humanos e, por serem susceptiveis, a pesquisa
de Salmonella spp. em aves para postura comercial € fundamental para
entendimento epidemioldgico da infec¢do, que varia de acordo com a localizacédo da
granja, a linhagem da ave, tipo de producdo e as tecnologias adotadas (Gama,
2003; Kottwitz et al., 2008). No Brasil, a monitoria das salmonelose em granjas
avicolas exige apenas a identificacdo dos sorovares S. Gallinarum, S. Pullorum, S.
Enteritidis e S. Typhimurium, além da implementacdo de metodologias de controle e
erradicacdo, como vacinacao e abate sanitario. Apds a implementacdo da vacinacao
nos programas de controle de S. Enteritidis por meio da Instrugdo Normativa n° 78,
de 05 de novembro de 2003, foi verificado reducdo no isolamento desse patdgeno
na avicultura e da transmisséo vertical para pintos de um dia (Brasil, 2003).

Outros sorovares néo séo tipificados e sao descritos como Salmonella spp.
em relatérios técnicos (Brasil, 2003; Brasil, 2013). A falta de identificacdo do
patégeno dificulta o entendimento epidemioldgico da enfermidade nas aves, o que
pode prejudicar a producdo de ovos e surtos de EVA em seres humanos (Brasil,
2017b). Além disso, de acordo com a Resolucdo n° 005, de 05 de Julho de 1991, os
padrées microbiol6gicos em 25g dos ovos integrais liquidos e desidratados devem
ter como resultado a auséncia de Salmonella spp.

Neste estudo, foram colhidas amostras de fezes de aves para postura

comercial, provenientes de onze municipios da regido centro-oeste do estado de
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Sao Paulo, em que, o municipio de Bastos foi onde se obteve maior niumero de
isolados (62,5 %), como descrito na Tabela 3. Essa regido possui a maior
concentracdo de granjas para postura de ovos de mesa do Brasil, com 187 granjas,
onde 58,3 % destas pertencem ao municipio de Bastos (Figura 3). Além disso, a

regido destaca-se como maior produtor de ovos de mesa do pais (ABPA, 2019).

Tabela 3. Distribuicdo dos municipios em que foram isolados Salmonella spp., no
periodo de 2016 a 2017, provenientes de granjas produtoras de ovos de
mesa da regido centro-oeste do estado de Sao Paulo, SP, Brasil.

Municipio Numero %
Bastos 50 62,5
Parapua 8 10,0

lacri 7 8,75
Rancharia 3 3,75
Osvaldo Cruz 3 3,75
Rindpolis 3 3,75
Tupa 2 2,50
Lucélia 1 1,25
Herculandia 1 1,25
Jodo Ramalho 1 1,25
Queiroz 1 1,25
Total 80 100

300 E@_l

o 14

EEEEEN
R

Figura 3. Distribuicdo geografica de granjas de postura comercial dos municipios
pertencentes a maior regiao produtora de ovos do estado de Sao Paulo
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5.1 Isolamento e identificag&o de sorovares de Salmonella spp.

Das 151 granjas avaliadas, foram colhidas 2.008 amostras de fezes, em que
80 granjas (52,9 %) foram positivas para Salmonella spp. no exame microbiolégico.
Para confirmacdo dos resultados obtidos com o isolamento das amostras, foi
realizado analise de PCR (Figura 4). Ha relatos da incidéncia de Salmonella spp. em
diversas regides brasileiras, no entanto com resultados inferiores ao obtido neste
estudo, o que pode ser atribuido ao maior volume de granjas e aves alojadas nessa
regido, por favorecer a disseminacdo do patégeno. Andrade et al. (1995) e Salles et
al. (2008) relataram 3,98 % e 6,25 % de amostras positivos, nas cidades de Goiania-
GO e Fortaleza-CE, respectivamente. JA& em estudo conduzido em granjas norte-
americanas, relataram 27 % de amostras positivas (Ebel et al., 1992).

Dos 80 isolados de Salmonella spp. foram identificados 22 sorovares e duas
estipes rugosas, as quais nao foram submetidas ao teste de sensibilidade, devido a
impossibilidade de tipificacdo. Foi observado maior prevaléncia para os sorovares S.
Mbandaka (37,2 %) e S. Braenderup (12,8 %) (Tabela 4), seguidos por S.
Senftenberg e S. Tennessee (6,4 %), S. Saintpaul (5,1 %), S. Rissen (3,8 %), S.
Sandiego, S. Javiana, S. Meleagridis, S. Panama, S. 1.07:eh:- e S. Cerro (2,6 %) e,
S. Oranienburg, S. Schwarzengrund, S. Ouakam, S. Muenster, S. Livingstone, S.
Agona, S. Yoruba, S. Enteritidis, S. Minnesota e S. Derby, que foram isoladas em
apenas um isolado (1,3 %). No municipio de Bastos, onde se obteve a maior
qguantidade de isolados, verificou-se ampla variabilidade de sorovares (18/22),
incluindo o sorovar S. Mbandaka, que foi o0 mais prevalente. Entretanto, nos
municipios de Rancharia, Lucélia, Herculandia e Tup& esse sorovar ndo foi isolado
(Tabela 5).

A presenca simultdnea de diferentes sorovares em granjas de postura
comercial tem sido relatado em estudos realizados anteriormente, com a ocorréncia
dos sorovares S. Agona, S. O: 4,5, S. Schwarzengrund, S. Cerro, S. Anatum, S.
Enteritidis, S. Joanesburgo, S. Corvallis (Moraes et al., 2016) S. subesp. enterica
4,12: r. -, S. Mbandaka, S. subesp. enterica 6,7: z10: -, S. Havana, S. Braenderup
(Freitas Neto et al., 2014), S. Typhimurium e S. subesp. enterica 4,12: d: - (Snow et
al., 2007; Chemaly et al., 2009).
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796 pb

MW CP CN 1

Figura 4. ldentificacdo do género Salmonella spp. pela técnica de PCR. MW:
marcador molecular (1 Kb); CP: controle positivo (S. Enteritidis); CN:
controle negativo (adicdo de &gua ultra pura); 1 a 12: isolados sugestivos
para Salmonella spp.

A prevaléncia do sorovar S. Mbandaka (37,2 %) jA era esperada, pois
resultados semelhantes foram relatados por outros autores em isolados fecais de
galinhas poedeiras no Brasil e Argentina (Kottwitz et al., 2008; Soria et al., 2017).
Entretanto, esse percentual é superior ao reportado por Kottwitz et al. (2008) no
estado do Parand, que relataram a ocorréncia de S. Mbandaka em 11 % dos
isolados de fezes de galinhas poedeiras analisadas. Este sorovar € associado a
poeira presente na ventilacdo de granjas para postura, fato que pode contribuir para
a circulacao e disseminacdo do patdgeno entre as aves, além de dificultar a sua
eliminacdo durante os procedimentos de desinfeccdo, o que pode inferir na
persisténcia do sorovar nos aviarios (lwabuchi et al., 2010). O sorovar S.
Braenderup, segundo dentre os isolados (12,8 %), é comumente associado a
enfermidades transmitidas por alimentos (EFSA, 2017; CDC, 2019) sendo isolado
em produtos avicolas, como ovos (Nor Faiza et al., 2013; Long et al., 2017) e

vegetais, como tomate (Micallef et al., 2012) e alface (Gajraj et al., 2012).
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Tabela 4. Estirpes de Salmonella spp. isoladas de amostras de fezes de aves
proveinentes de granjas produtoras de ovos de mesa, pertencentes a

regido centro-oeste do estado de Séo Paulo, SP, Brasil.

Sorovar Isolados % Sorovar Isolados %
S. Mbandaka 29 37,2 |S. Cerro 2 2,6
S. Braenderup 10 12,8 |S. Oranienburg 1 1,3
S. Senftenberg 5 6,4 |S. Schwarzengrund 1 1,3
S. Tennessee 5 6,4 |S. Ouakam 1 1,3
S. Saintpaul 4 5,1 |S. Muenster 1 1,3
S. Rissen 3 3,8 |S. Livingstone 1 1,3
S. Sandiego 2 2,6 |S.Agona 1 1,3
S. Javiana 2 2,6 |S. Yoruba 1 1,3
S. Meleagridis 2 2,6 |S. Enteritidis 1 1,3
S. Panama 2 2,6 |S. Minessota 1 1,3
S. 1.O7:eh:- 2 2,6 |S. Derby 1 1,3

S. Seftenberg, o terceiro sorovar mais isolado (6,4 %), foi detectado em surtos
de salmoneloses em seres humanos (Tavechio et al., 2002) e na ultima década foi a
principal causa de surtos de EVA na Inglaterra e no Pais de Gales (Pezzoli et al.,
2008). De acordo com Moraes et al. (2016), o sorovar também foi encontrado em
amostras meconio, gaiolas, bebedouros, cloaca, racdes e insetos de fazendas de
galinhas poedeiras.

A baixa ocorréncia de alguns sorovares em lotes de poedeiras, tanto neste
estudo, quanto em outros, pode ser atribuido a predilecdo que possuem a outras
fontes de infeccéo, sejam de origem animal ou vegetal. Como exemplo disso, 0s
sorovares S. Enteritidis e S. Schwarzengrund, que s&o frequentemente isolados de
frangos de corte e associadas a infecgbes em seres humanas (Du et al., 2017) e S.
Agona, que tem sido associada ao consumo de farinha de peixe contaminada, tendo
sido associada a introducao desse sorovar no territério nacional nas décadas de 70
e 80 (Clark et al. 1973; Berchieri Junior et al., 1985).
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Tabela 5. Distribuicdo dos sorovares de Salmonella spp. perante os municipios em que foram isolados Salmonella spp., no
periodo de 2016 a 2017, provenientes de granjas produtoras de ovos de mesa da regido centro-oeste do estado de
Séo Paulo, SP, Brasil.
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Devido a importadncia das salmoneloses em salude publica, é essencial
identificar o agente decorrente do surto e as suas possiveis fontes de infeccdo. No
Brasil, a identificacdo de patdgenos provenientes de infeccbes alimentares nao é
realizada na maior parte dos casos, correspondendo a 58,8 %. No entanto, quando é
realizado, Salmonella spp. € o principal agente isolado (SVS, 2015). Os sorovares
mais comumente notificados nos EUA, Unido Européia e Brasil sdo S. Enteritidis e
S. Typhimurium (SVS 2015; EU, 2017; EFSA 2017; CDC, 2019), principalmente em
decorréncia do consumo de produtos de origem avicola (Lapuz et al., 2012; Jackson
et al., 2013). Entretanto, neste estudo apenas um isolado (1,3 %) foi positiva para S.
Enteritidis e nenhuma para S. Typhimurium, resultado que infere que o0s ovos
destinados ao consumo podem estar sendo associados a esse tipo de ocorréncia,
sem que estejam efetivamente contaminados por estes sorovares. O que também
pode estar associado a adocao de medidas de controle e prevencéo impostas pelo
MAPA (Brasil, 2003).

Por ser classificado como importante pais exportador de produtos de origem
animal e vegetal, a garantia da qualidade da producdo de alimentos brasileiros se
adequam conforme normativas sanitarias recomendadas pela “World Organization
for Animal Health” (OIE). A adoc&o dessas medidas agregam confiabilidade aos
paises importadores de produtos brasileiros e minimizam a ocorréncia de embargos
comerciais, pois néo toleram a presenca de patdgenos e residuos antimicrobianos,
sendo as bactérias do género Salmonella o principal alvo dessas monitorias (Allen et
al. 2013; ABPA, 2019; OIE, 2019).

5.2 Sensibilidade a antimicrobianos dos isolados de Salmonella spp.

Com o intuito de minimizar a ocorréncia de enfermidades bacterianas, os
antimicrobianos possuem reconhecido destaque na rotina da medicina, tanto na
veterinaria, quanto na humana. Entretanto, na medicina veterinéria, além da sua
utilizacdo para tratamento, durante muitos anos foram utilizados como profilatico e
como melhoradores de desempenho (Antunes et al., 2016). Dentre as classes mais
utilizadas, incluem a dos B-lactamicos, tetraciclinas, aminoglicosideos, anfenicois,

quinolonas, fluoroquinolonas e sulfonamidas (Moreno-Bondi et al. 2009).
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Com a realizac&o dos testes de sensibilidade para os isolados deste estudo,
obteve-se que 100 % dos isolados testadas foram resistentes a pelo menos um dos
antimicrobianos testados, em que a estreptomicina foi a de maior ocorréncia (Tabela
6). Em semelhanca, estudos realizados na ultima década verificaram 100 % de
isolados de Salmonella spp. provenientes de amostras avicolas resistentes, com
destaque para a fosfomicina e as cefalosporinas (Kasimoglu Dogru et al., 2010;
Rehman et al., 2017; Campos et al., 2018).

Neste estudo, as estirpes de Salmonella spp. apresentaram maior resisténcia
a estreptomicina (93,5 %), sulfonamida (84,6 %) e ciprofloxacina (41 %), seguidos
pelo &cido nalidixico e enrofloxacina (20,5 %), tetraciclina e oxitetraciclina (17,9 %),
sulfametoxazol/trimetoprima (14,1 %) e ampicilina, amoxicilina e amoxicilina/acido
clavulanico (9 %). Os antimicrobianos norfloxacina, amicacina, gentamicina,
aztreonam, cefotaxima, ceftiofur, cefepime, imipenem, cloranfenicol e fosfomicina
foram caracterizados como sensiveis para os isolados testadas, os quais devem ser
utilizados com cautela, a fim de ndo induzir microrganismos resistentes a esses
patdgenos.

A analise de MIC para polimixina E, teve variagao de 0,5 e 4 ug/mL para os
isolados testadas, que de acordo com o descrito por CLSI (2017), apenas dois
isolados foram consideradas resistentes, ao considerar 2 pg/mL como ponto de corte
(Tabela 7). Mesmo que a maioria das estirpes caracterizaram-se como sensiveis
para esse antimicrobiano, vale ressaltar que a sua utilizacdo deve ser restrita e
consciente, que embora tenha sido suspensa na década de 1970, por conta da sua
toxicidade, com o aparecimento de bactérias multirresistentes a outras classes de
antimicrobianos, seu uso foi liberado novamente na década de 1990 (Storm et al.,
1977; Poirel et al., 2017) e, no ano de 2016, foi proibida para a utilizacdo como
melhorador de desempenho, devido ao risco de resisténcia com a utilizagdo do
sulfato de colistina (Brasil, 2016).
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Tabela 6. Sensibilidade dos isolados de Salmonella spp. a antimicrobianos, isoladas no periodo de 2016 a 2017, provenientes de

granjas produtoras de ovos de mesa da regido centro-oeste do estado de S&ao Paulo, SP, Brasil.

NUmero de sorovares resistentes a antimicrobianos

Serovares NAL CIP  ENO NOR AMC AMP AMO AMI GEN EST KAN ATM CTX CTF CPM IPM SUL SXT CLO TET OXI FOS
S. Mbandaka 4 11 4 - 4 4 4 - - 28 - - - - - - 26 8 - 8 8 -
S. Braenderup 4 6 4 - - - - - - 9 1 - - - - - 9 1 - 1 1 -
S. Senftenberg 3 4 3 - - 2 - - - 5 - - - - - - 5 1 - 2 2 -
S. Tennessee - 2 - - - - - - - 5 - - - - - - 4 - - - -
S. Saintpaul 1 1 1 - 2 - 2 - - 4 - - - - - - 2 - - 2 2 -
S. Rissen - - - - - - - - - 2 - - - - - - 3 - - - - -
S. Sandiego - 1 - - - - - - - 2 - - - - - - 2 - - - - -
S. Javiana - - - - - - - - - 2 - - - - - - 2 - - - - -
S. Meleagridis - - - - - - - - - 2 - - - - - - - - - - _ -
S. Panama - - - - - - - - - 2 - - - - - - 2 - - - - -
S. 1.O7:eh:- 2 2 2 - - - - - - 1 - - - - - - - - _ - - .
S. Cerro - - - - - - - - - 2 - - - - - - 2 - - - - -
S. Oranienburg - - - - - - - - 1 - - - - - - - - - - -
S.Schwarzengrund - 1 1 - 1 1 1 - - 1 - - - - - - 1 1 - 1 1 -
S. Ouakam - - - - - - - - - 1 - - - - - - 1 - - - - -
S. Muenster - 1 - - - - - - - 1 - - - - - - 1 - - - - -
S. Livingstone - - - - - - - - - 1 - - - - - - 1 - - - - -
S. Agona - - - - - - - - - 1 - - - - - - 1 - - - - -
S. Yoruba - - - - - - - - - 1 - - - - - - 1 - - - - -
S. Enteritidis 1 1 - - - - - - - - - - - - - - 1 - - - - -
S. Minnesota 1 1 1 - - - - - - 1 - - - - - - 1 - - - - -
S. Derby - 1 - - - - - - 1 - - - - - - 1 - - - - -
Total 16 32 16 0 7 7 7 0 0 73 1 0 0 0 0 0 66 11 0 14 14 O

-: Negativo; NAL: Acido Nalidixico; CIP: Ciprofloxacina; ENO: Enrofloxacina;

NOR: Norfloxacina; AMC: Amoxicilina/Acido clavulanico; AMP: Ampicilina; AMO: Amoxicilinal

; AMI: Amicacina; GEN:

Gentamicina; EST: Estreptomicina; KAN: Canamicina; ATM: Aztreonam; CTX: Cefotaxima; CTF: Ceftiofur; CPM: Cefepime; IPM: Imipenem; SUL: Sulfanamida; SXT: Trimetoprim/Sulfametoxazol; CLO:

Cloranfenicol; TET: Tetraciclina; OXI: Oxitetraciclina; FOS: Fosfomicina
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Tabela 7. Concentracdo inibitdria minima de Polimixina E para os sorovares de
Salmonella spp. isolados.

Sorovares MIC (pg/mL)
S. Mbandaka 0,5(2); 1(18); 2(8); 4(2)
S. Braenderup 0,5(2); 1(7); 2(2)
S. Senftenberg 1(3); 2(2)
S. Tennessee 1(4); 2(1)

S. Saintpaul 1(2); 2(2)

S. Rissen 1(3)

S. Sandiego 1(1); 4(1)

S. Javiana 1(2)

S. Meleagridis 1(2)
S. Panama 1(2)
S. 1.O7:eh:- 1(1); 2(1)

S. Cerro 1(2)
S. Oranienburg 2(1)
S. Schwarzengrund 1(2)

S. Ouakam 1(2)

S. Muenster 1(2)
S. Livingstone 1(2)

S. Agona 1(2)

S. Yoruba 1(2)
S. Enteritidis 2(1)
S. Minnesota 2(1)

S. Derby 2(1)

Conforme descrito na Tabela 8, foram observados 18 perfis de resisténcia,
sendo dois padrdes Unicos e 16 multiplos (dois a 10 antimicrobianos). Dentre os 78
isolados avaliados, 10 apresentaram perfil Unico de resisténcia para o0s
antimicrobianos sulfanamida (3/78) e estreptomicina (7/78). Padrdes de
multirresisténcia (resistente a trés ou mais antimicrobianos de classes distintas)
foram observados em 32 dos isolados, agrupados em 11 perfis diferentes, em que
um dos sorovares de S. Schwarzengrund (1) foi caracterizado com o perfil maximo
de resisténcia, tendo sido resistente a 10 antimicrobianos.

A ocorréncia de resisténcia a antimicrobianos tem aumentado com o decorrer
dos anos, seja pela frequente utilizagcdo nas medicinas humana e veterinaria, quanto

da adaptacdo e reorganizagdo genica bacteriana, incluindo bactérias do género
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Salmonella spp. (Chen et al., 2013; Burke et al., 2014; Sapkota et al., 2014; Cosby
et al., 2015; Pande et al.,, 2015; Antunes et al., 2016; Grant et al.,, 2016). A
associacdo desses fatores favorece o aparecimento de bactérias multirresistentes,
as quais sao frequentemente relacionadas quando da ocorréncia de mortalidade de
seres humanos em centros hospitalares ou unidades de tratamento intensivo
(Rodriguez et al., 2012; Du et al., 2017).

Antunes et al. (2003) relataram 39 % de sorovares de Salmonella resistentes
a estreptomicina isolados de produtos avicolas, enquanto que neste estudo
caracterizou-se 93,5 % de estirpes resistentes a esse farmaco. Essa ocorréncia tem
sido atribuida ao uso deste antimicrobiano em doses subterapéuticas na avicultura,
0 que delimita, a cada ano, a sua eficacia para fins terapéuticos (Manie et al., 1998;
Liliebjelke et al.,, 2017). O segundo antimicrobiano com maior ocorréncia de
resisténcia pertence a classe das sulfonamidas (84,6 %). Entretanto, quando em
associacdo ao trimetroprim, o0 percentual de resisténcia mostrou-se
significativamente inferior, com apenas 14,1 %. Assim como descrito por Castagna
et al. (2001); Galdino et al. (2013), que ao pesquisarem a sensibilidade de isolados
de Salmonella spp. de suinos e frangos de corte, também verificaram maior eficacia
da associacdo de sulfonamida com trimetropim. Embora a combinagdo tenha se
mostrado mais efetiva, € muito utilizada para o tratamento de infeccdes em seres
humanos, em que relata-se aumento anual de 30 % de estirpes de Salmonella spp.
resistentes ao composto (Barlow et al. 2014; Tagg et al., 2018).

o surgimento de isolados resistentes a ampicilina e
sulfametoxazol/trimetoprim tem aumentado ao longo dos anos, promovendo a
utilizacdo de antimicrobianos de amplo espectro, como ciprofloxacinas e
cefalosporinas, que sdo comumente empregados no tratamento das salmoneloses
em seres humanos (Chen et al., 2013; Antunes et al., 2016). Além disso, apos a
liberacdo das fluoroquinolonas na produgcdo animal, isolaram-se estirpes de
Salmonella spp. resistentes a ciprofloxacina em produtos de origem animal e em
seres humanos (Cosby et al., 2015). Embora tenha sido baixo o percentual de
estirpes resistentes a ciprofloxacina neste estudo, Costa et al. (2013); Shang et al.

(2018), relataram que o surgimento de estirpes resistentes a essa classe é
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preocupante, uma vez que esses medicamentos sdo usados para tratar casos
graves de infeccbes bacterianas na medicina humana.

Além disso, a ocorréncia de estirpes resistentes em seres humanos também
pode estar relacionadas a fontes alimentares com residuos antimicrobianos. Em
relatorio publicado pelo MAPA, referente ao ano de 2017, foram descritos os
resultados obtidos para n&o conformidades em amostras de produtos de origem
animal, monitoramento realizado pelo Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC/Animal). Dentre as amostras de produtos de origem
avicola, foram descritos 1,21 % (12/3.894) de ndo conformidades, das quais 1,03 %
(6/584) eram de ovos e 0,18 % (6/3.310) de aves de corte. Ao discriminar as
substancias encontradas, verificou-se a presenca de enrofloxacina (1,81 %),
sulfaquinoxalina (0,17 %), sulfametazina (0,36 %), doxiciclina (0,08 %), nicarbazina
(0,85 %) e arsénio (0,51 %). Tal relato evidencia a preocupacdo que se tem
decorrente da ingestdo desse tipo de produto, pois apenas uma das substancias
encontradas ndo era proveniente de antimicrobianos, além de que, foi relatado a
presenca de dois compostos caracterizados como resistentes neste estudo,
sulfonamida (84,6 %) e enrofloxacina (20,5 %), o que pode contribuir com o0 aumento
do surgimento de bactérias resistentes e multirresistentes (Brasil, 2018).

A intensa pressao seletiva imposta pela administracdo indiscriminada de
antimicrobianos tem selecionado estirpes bacterianas resistentes a esses compostos
(Wright, 2010). O surgimento e disseminacdo de estirpes de Salmonella spp.
resistentes veiculadas pela ingestdo de alimentos de origem animal, tem importante
implicacdo para a saude publica, o que gera ineficiéncia no seu tratamento e
aumento das taxas de mortalidade em seres humanos (Costa et al., 2013; Shang et
al.,, 2018). Além disso, a antibioticoterapia tem se mostrado ineficaz para o
tratamento de aves infectadas por Salmonella spp. (Celis-Estupifian et al., 2016).
Portanto, torna-se necessario a promoc¢do de politicas de uso racional de
antimicrobianos, implementacéo efetiva de medidas de biosseguranca e a tipificacédo
de Salmonella spp. em granjas avicolas, para fornecer conhecimento epidemiolégico
para o desenvolvimento de medidas de prevencao e controle do patdgeno, a fim de
garantir a saude animal e a certificacdo de qualidade do produto final (WHO, 2012;
Antunes et al., 2016).
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Tabela 8. Perfis de resisténcia de estirpes de Salmonella spp. a antimicrobianos, isolados no periodo de 2016 a 2017,

provenientes de granjas produtoras de ovos de mesa da regido centro-oeste do estado de Sao Paulo, SP, Brasil.

Perfil . Sorovar (N° de estirpes)
estirpes
SUL 3 S. Rissen (1), S. Braenderup (1), S. Mbandaka (1)
EST 7 S. Oranienburg (1), S. Mbandaka (2), S. Saintpaul (1), S. Tennessee (1), S.
Meleaaridis (2)
S. Cerro (2), S. Braenderup (2), S. Mbandaka (12), S. Saintpaul (1), S. Panama (2),
SUL/EST 31 S. Tennessee (2), S. Senftenberg (1), S. Sandiego (1), S. Yoruba (1), S. Javiana (2),
S. Rissen (2), S. Agona (1), S. Livingstone (1), S. Ouakam (1)
S. Tennessee (2), S. Mbandaka (5), S. Braenderup (2), S. Derby (1), S. Senftenber
SUL/EST/CIP* 13 1), S. Sandieg(o )(1), S. Muenster((%) P Y ’
SUL/NAL/CIP 1 S. Enteritidis (1)
NAL/ENO/CIP 1 S.1. O7:eh:- (1)
NAL/ENO/EST/CIP 2 S. Mbandaka (1), S. I. O7:eh:- (1)
SUL/NAL/ENO/EST/CIP* 5 S. Braenderup (3), S. Senftenberg (1), S. Minnesota (1)
KAN/NAL/ENO/EST/CIP 1 S. Braenderup (1)
SUL/SXT/TET/OXI/EST* 1 S. Braenderup (1)
SUL/SXT/TET/OXI/EST/CIP* 1 S. Mbandaka (1)
SUL/NAL/TET/OXI/ENO/EST/CIP* 1 S. Senftenberg (1)
SUL/AMC/AMO/AMP/TET/OXI/EST* 1 S. Saintpaul (1)
SUL/SXT/NAL/TET/OXI/ENO/EST/CIP* 4 S. Senftenberg (1), S. Mbandaka (3)
SUL/SXT/AMC/AMO/AMP/TET/OXI/EST* 2 S. Mbandaka (2)
AMC/AMO/AMP/NAL/TET/OXI/ENO/EST/CIP* 1 S. Saintpaul (1)
SUL/SXT/AMC/AMO/AMP/TET/OXI/EST/CIP* 2 S. Mbandaka (2)
SUL/SXT/AMC/AMO/AMP/TET/OXI/ENO/EST/CIP* 1 S. Schwarzengrund (1)

* Sorovares resistentes a trés ou mais antimicrobianos de classes distintas foram categorizados como multirresistentes (Schwarz et al., 2010)
NAL: Acido Nalidixico; ENO: Enrofloxacina; AMC: Amoxicilina/Acido clavulanico; AMP: Ampicilina; AMO: Amoxicilina; EST: Estreptomicina; SUL: Sulfanamida; SXT:
Trimetoprim/Sulfametoxazol; TET: Tetraciclina; OXI: Oxitetraciclina; KAN: Canamicina
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, 52,9 % (80/151) das granjas foram positivas para Salmonella
spp. € houve ampla variabilidade dentre os isolados, com 22 sorovares, em que 100
% das estirpes foram resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos testados,
com 41 % de multirresisténcia. Os resultados obtidos demonstraram a situagéo do
setor de postura, de uma importante regido produtora de ovos do pais, quanto a
presenca de Salmonella spp. e sensibilidade dos isolados aos antimicrobianos
testados, proporcionando o desenvolvimento de medidas de prevencédo e controle, a
fim de evitar o comprometimento da comercializagdo do produto final e contribuir na

diminuicdo de resisténcia antimicrobiana.
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