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RESUMO

COSTA, Renata Garcia. Avaliacdo da Resisténcia Antimicrobiana em Sorovares de
Salmonella Caracterizados em Carcacas de Frango Congeladas e Resfriadas,
Provenientes de Diferentes Regides do Brasil. 2013. 129p. Tese (Doutor em Ciéncias de
Alimentos). Instituto de Tecnologia. Departamento de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Entre os patdgenos de natureza zoonoOtica, Salmonella ssp. é reconhecida por sua elevada
casuistica em doencas de transmissdo alimentar em todo o mundo, tendo na atualidade
interesse especial por sua resisténcia aos antimicrobianos, uma vez que esta caracteristica
pode comprometer a eficacia do tratamento de infeccbes humanas. Neste sentido, a presente
investigacdo visa avaliar os sorovares de Salmonella circulantes em cepas isoladas de
carcacas de frango, a emergéncia de cepas multirresistentes aos antimicrobianos, assim como
reconhecer 0s mecanismos envolvidos na disseminacdo de clones resistentes a drogas de
ultima geracdo utilizadas na terapéutica humana e veterindria. Foram avaliadas 243 cepas
isoladas de carcacas de frango congeladas (n.84) e resfriadas (n.159), comercializadas em
diferentes regifes do Pais e encaminhadas no periodo de 2009 a 2011 ao LRNEB para a
caracterizacdo antigénica conclusiva. Foram identificados nove sorogrupos distintos, com a
prevaléncia do sorogrupo O:4 (B) em carcacas resfriadas (32,7%) e O:4 (B), O:7 (C,) e O:8
(C,-C3) com percentuais semelhantes em torno de 20% nas congeladas. Foi possivel
reconhecer 33 sorovares, entre 0s quais 0s cinco prevalentes foram Salmonella ser. Mbandaka
(10,3%), Minnesota (7,4%), Enteritidis (7,4%), Typhimurium (7,0%) e Infantis (6,2%). O
perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos avaliado em 194 cepas apontou 70% de
resisténcia a uma ou mais drogas, distribuidas em 57 perfis distintos com varia¢do entre 1 a 7
marcos de resisténcia. Os indices individuais apontaram para cefalosporinas de 3% geracao,
uma elevacdo acentuada em cepas isoladas de carcacas de frango resfriadas, com indices
correspondentes a 7% em 2009, 21% em 2010 e 20% em 2011. Nas congeladas, somente foi
observado em 2011 com um percentual de 22,2%. Para as quinolonas 0s percentuais
mostraram-se semelhantes em ambas as fontes (13 a 15%), com indices mais elevados em
2009 nas resfriadas e em 2010 em congeladas. Particularmente para fluoroquinolonas, a
resisténcia foi somente detectada em resfriadas em 7% de cepas isoladas em 2009 e 1% em
2011. Os percentuais detectados para os aminoglicosideos variaram entre 9 a 15%. Para
drogas proibidas pelo MAPA, houve redugédo acentuada (37% em 2009 e 4% em 2011) para
os nitrofuranos. Para tetraciclina e cloranfenicol, os percentuais mantiveram-se entre 27% e
4% respectivamente, durante todo periodo de analise. A totalidade das cepas apresentou
sensibilidade os carbapenemas. A caracterizacdo de genes de resisténcia avaliada pela PCR
detectou percentual de positividade para blacmy (=50%) entre as cepas resistentes aos beta-
lactdmicos isoladas das duas fontes e 2,9% entre aquelas com sensibilidade reduzida, isoladas
a partir de carcagas congeladas. indices de 21,2% e 9% foram obtidos para blactx.m em cepas
isoladas de carcacas congeladas e resfriadas, respectivamente. Resisténcia as quinolonas
codificada pelo gene qnrB foi observado em 13% das cepas de ambas as fontes, das quais 2%
com resisténcia aos aminoglicosideos foram positivas para aac(3”)lla. Integrons de classe 1 foram
detectados em 20 (18%) das cepas. A caracterizagdo destes elementos em cepas isoladas da
cadeia alimentar representa uma base Util para o conhecimento quanto & disseminagdo da
multirresisténcia em Salmonella spp. possibilitando adocao de acdes profilaticas e de controle
em medicina humana e veterinaria.

Palavras-chaves: Salmonella, Sorovares, Resisténcia Antimicrobiana, Genes de Resisténcia.



ABSTRACT

COSTA, Renata Garcia. 2013. Evaluation of Antimicrobial Resistance in Salmonella
Serovars Characterized from Frozen and Refrigerated Poultry Carcasses, from
Different Regions of Brazil. 129p. Tesis (Doctor in Food Science) Instituto de Tecnologia,
Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2013.

Salmonella ssp. is recognized, among pathogens of zoonotic nature, for its high incidence in
food borne diseases around the world. It currently receives special interest because of
resistance to antimicrobials since this feature might compromise the effectiveness of
treatments in human infections. The aims of the present study were to detect the Salmonella
serotypes isolated from poultry carcasses, evaluate the emergence of antimicrobial resistant
strains and recognize the mechanisms involved in the spread of resistant clones, mainly in last
generation drugs, used in human and veterinary medicine. From 2009 to 2011, 243
Salmonella spp., isolated from frozen (n=84) and refrigerated (n=159) poultry carcasses
commercialized in Brazil were received by LRNEB for antigenic characterization. Nine
serogroups were identified, being O:4 (B) in refrigerated carcasses (32.7%) and O:4 (B), O:7
(C1), O:8 (C,-C3) with similar percentual in frozen carcasses (=20%). Thirty-three
Salmonella serotypes have been recognized and, Salmonella ser. Mbandaka (10.3%),
Minnesota (7.4%), Enteritidis (7.4%), Typhimurium (7.0%) and Infantis (6.2%) the five most
prevalent. The antimicrobial susceptibility evaluated in 194 strains showed 70% resistance up
to seven antimicrobial drugs, with 57 distinct patterns. From 2009 to 2011 increase the
resistance to 3rd generation cephalosporins (from 7% to 20%) in refrigerated carcasses while
in frozen, was observed from 2011 in 22.2% of strains. Percentages for quinolones resistance
were similar in both sources (13 to 15%). Particularly for fluoroquinolones this was only
detected in refrigerated carcasses in 7% of strains (2009) and 1% (2011). Percentages detected
to aminoglycosides varied between 9 to 15%. Discontinued drugs (MAPA resolution, 1998
and 2003) showed that decreased resistance to nitrofurans (from 37% in 2009 to 4% in 2011).
Resistance to tetracyclines and phenicols was observed in 3 and 9% during the period. All
strains were sensitive to carbapenens. The genes blacyy were detected by PCR in strains
resistant to beta-lactams isolated from refrigerated and frozen carcasses (50%) and from 2.9%
strains which showed reduced susceptibility zone diameter isolated from frozen. The gene
blactx-m was obtained in 21.2% and 9% of Salmonella strains isolated from both sources.
Among strains resistant to quinolones, qnrB was observed in 13% and, aac(3’)lla and
integrase was characterized in 2% and 18%, respectively. The occurrences of food-borne
diseases represent an important public health problem, and continuous surveillance to assess
the risk of different pathogens and implement actions for its control it is necessary to monitor,
act by the prevention in the entry or export of pathogenic microorganisms.

Key words: Salmonella, Serovars, Antimicrobial Resistance, Resistance Genes
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1 INTRODUCAO

A avicultura representa uma atividade de continua expansdo no setor de agronegocios
no Brasil, na qual vem sendo consolidada pela implementacdo de novas tecnologias com alto
grau de automagdo e investimentos em equipamentos, instalagdes e Insumos.
Consequentemente, o fortalecimento da cadeia produtiva resultou no aumento de
produtividade e competitividade, fazendo com que o Brasil ocupasse o primeiro lugar em
producdo e exportacdo de aves em nivel mundial. Paralelamente, 0 consumo interno pela
populacdo brasileira veio aumentando gradativamente nos ultimos anos, especialmente pela
carne de ave representar uma fonte proteica de boa qualidade e de baixo custo em relacdo a
outras fontes de origem animal.

Por outro lado, para atender as demandas de producdo, exportacdo e consumo, a
manutencdo desta atividade no mercado competitivo esta aliada a implementacdo de
programas de qualidade e seguranca alimentar, exigindo um controle rigoroso em todas as
etapas de producdo para garantir a inocuidade dos produtos que sdo ofertados aos
consumidores.

A exigéncia de um produto seguro intensifica-se nos paises desenvolvidos onde
particularmente, as doencas de origem alimentar, normalmente sdo detectadas de forma mais
eficiente, ampliando assim a busca constante de um alimento livre de patégenos.

Entre os patdgenos associados a doencas de transmissdo alimentar, alguns apresentam
caracteristicas zoondticas e facilidade de se disseminar indistintamente na cadeia alimentar,
representando um problema significativo para a salde e economia.

Neste particular, o género Salmonella assume papel importante sendo uma das
principais causas de infeccdo transmitida por alimentos tanto nos paises desenvolvidos quanto
nos emergentes. Reconhecida atualmente como um dos patdgenos de alta relevancia em
quadro das enteroinfeccles, sdo responsaveis pelo impacto na saude das populacbes e atuam
como indicativos da qualidade dos alimentos. Seu ciclo de transmissédo envolve todas as
fontes de isolamento e sua veiculacdo estd associada a ingestdo de alimentos, dos quais 0s de
origem animal sdo os mais incriminados na transmissao de Salmonella spp. para 0 homem.

Entretanto o aspecto de sanidade exige acGes continuas no controle da salmonelose,
zoonose de epidemiologia complexa, cujos padrdes diferem de uma regido para outra. Embora
esta flutuacdo seja passivel de ocorréncia, uma continua acdo de monitoramento deve ser
ponto pacifico nas a¢des, tendo em vista o risco a Saude Publica.

Entre as caracteristicas do género, sua condicdo ubiqua favorece a implantacdo em
diferentes nichos ecologicos, determinando dificuldade em seu controle. Particularmente,
entre animais de producdo, a contaminacdo pode ocorrer em qualquer etapa da cadeia
produtiva, na comercializag&o, inclusive durante o preparo final pelo consumidor. Em geral,
0s riscos sdo aumentados quando had auséncia ou falhas nos procedimentos tecnoldgicos
dentro das diferentes etapas da producéo, incluindo o processo de abate e processamento, bem
como nos ambientes das plantas avicolas.

Sua permanéncia e distribuicdo na natureza estdo vinculadas a sua facilidade de
adaptacdo. Desta forma, sua disseminacdo na cadeia alimentar é continua e representa um
fator relevante pela resisténcia a pressao seletiva imposta pelas condi¢cbes ambientais em que
se encontram. Somam-se neste contexto, a capacidade de desempenhar um papel importante
como receptor ou doador de genes de resisténcia aos antimicrobianos, favorecendo a difusao
destes elementos através da cadeia alimentar, no qual constitui um objeto de preocupagéo para
Saude Publica, pelas implicagfes que podem resultar no tratamento de infecgdes humanas
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(BUTAYE et al., 2006; CATTOIR et al., 2007; KRAULAND et al., 2009; STRAHILEVITZ
etal., 2009; FIROOZEH et al., 2012).

Este panorama pode ser evidenciado, quando detectamos a circulacdo e emergéncia de
clones com resisténcia em todos os niveis da cadeia alimentar, representando um problema
que vem sendo impactado pelo uso imprudente destas drogas em diversos segmentos da
clinica humana e veterinaria e na producdo animal e vegetal. Estes sdo transmitidos por
bactérias, a partir de outros produtos de origem animal ou mesmo pelo contato direto, onde
caracteristicas zoonoticas das salmonelas representam um fator de elevada relevancia.

Esta assertiva corresponde a propagacdo desse micro-organismo em infecgdes
alimentares e sublinham sobre adocdo de programas sanitarios e de seguranca alimentar por
Orgdos competentes, visando o controle e/ou reducdo de patdgenos durante o processamento
industrial. No Brasil, os padrées microbioldgicos em alimentos, sdo estabelecidos pela
ANVISA, através da RDC n°12 (ANVISA, 2001a). No entanto, este regulamento técnico ndo
exige o “parametro Salmonella spp.” em carne de aves in natura (auséncia em 25 gramas) e
estabelece “10™ como limite maximo aceitavel para coliformes termotolerantes. No entanto,
por considerar que os processos tecnolégicos utilizados pelas industrias produtoras de carne
de aves ndo assegura a eliminacdo completa de Salmonella spp., e que sua presenca pode
significar risco a satde do consumidor, caso o0 produto ndo seja adequadamente conservado e
preparado, a ANVISA estabeleceu através da RDC n°13 (ANVISA, 2001b), o regulamento
técnico para instrugdes de uso, preparo e conservacao na rotulagem de carne de aves e seus
subprodutos.

Considerando os riscos que Salmonella spp. pode causar a Saude Publica, o objetivo
deste estudo foi avaliar a dindmica populacional dos sorovares de Salmonella circulantes em
carcacas congeladas e refrigeradas de frango comercializadas no Brasil, assim como o
reconhecimento quanto a emergéncia de cepas que apresentem resisténcia multipla aos
antimicrobianos, principalmente a drogas de ultima geracéo utilizadas na medicina humana e
veterinéria, cujo conjunto de informagdes visa ofertar subsidios para auxiliar seu controle na
cadeia produtiva e consequentemente contribuir para a melhoria da satide humana.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:
Determinar entre os sorovares circulantes de Salmonella em carcacas de frangos

congeladas e resfriadas, o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, reconhecendo a
distribuicdo dos clones resistentes, através da avaliacdo quanto ao mecanismo genético de
resisténcia as drogas de Ultima geracéo.

2.2 Objetivos especificos:

Reconhecer os sorovares de Salmonella ocorrentes em carcacas de frango congeladas e
resfriadas, estabelecendo a correlacdo de acordo com a regido do pais.

Determinar a suscetibilidade aos antimicrobianos que sdo empregados nas areas
humana e veterinaria.

Confirmar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos obtidos a partir das
atividades de monitoramento do LRNEB.

Determinar o papel representado pelos sorovares prevalentes para a disseminacdo da
multirresisténcia.

Investigar a ocorréncia e a diversidade de genes que codificam resisténcia as drogas
de Gltima geracdo empregadas na terapia humana e veterinaria.

Determinar a natureza genética em cepas multirresistentes e correlacionar o seu papel
na cadeia alimentar para a transmissdo de integrons e diferentes genes de resisténcia.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Desenvolvimento da Avicultura

A avicultura industrial constitui atualmente uma atividade dotada de eficécia
produtiva, cujo desenvolvimento crescente representa um diferencial oriundo da combinagéo
de continuos progressos em genética, nutricdo, ambiéncia e sanidade.

No mundo, de acordo com o Relato Setorial (BNDES, 2005), a avicultura industrial se
desenvolveu a partir da segunda grande guerra, com a necessidade de destinar oferta de carnes
vermelhas para os soldados em combate, sendo preciso aumentar a producdo de carnes
alternativas e de animais de pequeno porte que estivessem prontos para consumo num curto
espaco de tempo. Assim, os EUA comecaram a desenvolver pesquisas no sentido de obter
novas linhagens de frangos, formulas de racdes e alimentos que atendiam aos requerimentos
nutricionais das aves e medicamentos especificos para a avicultura, 0 mesmo ocorreu no pés-
guerra, nos paises da Europa.

A partir da sua introdugdo em 1950, a avicultura veio sofrendo reestruturagdo, com a
implantacdo de novas tecnologias no manejo, equipamentos, nutricdo e sanidade das aves, se
tornando responsaveis por gerar a reducdo de custos de forma gradativa, aumentando a
competitividade comercial e ganhos de produtividade, o que a configura como uma atividade
econdmica mundialmente reconhecida (LAGE et al., 2007).

No Brasil, a partir da década de 60 ocorreram transformacfes na organizacdo dos
sistemas agroindustriais aliadas a crescente participacdo do capital industrial. Estas
resultaram no implemento dos setores produtivos, entre eles o avicola de corte brasileiro, 0s
quais lograram expressivas taxas de crescimentos ao longo das ultimas décadas. Isso foi
possivel porque tais setores experimentaram crescentes ganhos tecnolégicos reunindo as pré-
condigdes para conquistar mercados externos (TALAMINI et al., 2005).

Nos meados da década de 80 quase a totalidade da producdo era absorvida
internamente. Diante disso, os investidores perceberam que a atividade avicola de corte
representava uma importante alternativa de remuneracdo de capitais e com isso, a partir de
vultosos investimentos, a atividade se desenvolveu e se consolidou em diversos paises do
mundo, despertando o grau de competicdo entre os produtores mundiais, como os Estados
Unidos, Franga e a China (UBABEF, 2012).

Particularmente no Brasil, o inicio da chamada avicultura industrial, se caracterizou
em um primeiro estagio, pela importacéo de linhagens hibridas americanas, mais resistentes e
produtivas. Mais tarde, devido aos investimentos nacionais, o setor se estruturou com base na
melhoria genética das aves, desenvolvimento de vacinas contra doencas, introducao de novas
tecnologias, uso de instalacbes mais apropriadas e de uma alimentagdo racional. Desta forma,
passou a ter carater industrial, impulsionada pela intensidade no seu processo de producao
deixando de ser uma atividade de subsisténcia, para se tornar um verdadeiro complexo
agroindustrial impulsionado por uma coordenacdo coesa estabelecida entre os segmentos da
cadeia produtiva e, caracterizado também, pela elevada escala de producdo industrial
(BERTOGLIO, 2006; TAVARES e RIBEIRO, 2007).



Consequentemente, o Brasil alcangou de forma muito rapida o cenario internacional,
tendo em vista os resultados expressivos obtidos em suas exportacbes nos Ultimos anos.
Atualmente, a avicultura de corte representa um dos principais segmentos do complexo
agroindustrial brasileiro, ocupando o terceiro lugar em producdo e primeiro em exportacao de
aves no mundo. (UBABEF, 2012).

Dados gerados no altimo relatorio anual da Associacdo Brasileira dos Produtores e
Exportadores de Frango (UBABEF, 2012) reconheceram que em 2011, a producéo de carne
de frango no Brasil, atingiu cerca de 13.058 milhdes de toneladas, representando um aumento
de 6,8% em relacdo ao ano anterior.

Segundo a UBABEF (2012), do volume total de frangos produzidos pelo pais em
2011, 30,2% foi destinado para exportacdes, totalizando 3.943 milhGes de toneladas dos quais
representaram um aumento significativo de 3,2% em relagdo a 2010, atingindo recorde
historico no setor. Pelas projeces da Unido Brasileira de Producédo e Exportacdo de Frango,
em 2013 a avicultura brasileira deve produzir cerca de 16,9 milhdes de toneladas de carne de
frango, volume que corresponde a um incremento médio de 6,25% desde 2004.

Em relacdo ao consumo interno, os indices alcangaram 9.010 milhdes de toneladas em
2011, equivalendo 69,8% da producdo. Possivelmente, esta demanda foi estimulada pela
mudanca de habitos alimentares, para carnes consideradas mais saudaveis e pelo preco mais
competitivo, 0 que contribuiu para popularizar a carne de frango como parte da dieta de

grande parcela da populacdo (UBABEF, 2012).

Estima-se que o consumo médio anual em todo o Brasil, estd em torno de 47,4
kg/hab/ano, impactando em um aumento de mais de 60% nos ultimos 10 anos (UBABEF,
2012). Apesar do Estado do Rio de Janeiro ndo se encontrar entre 0os maiores produtores,
alguns levantamentos realizados o colocam entre os maiores consumidores no Brasil.

A manutencdo da competitividade do Brasil no mercado de carne de aves parece ser
reforcada pelas atividades em parceria de entidades publicas e privadas, que simultaneamente,
desenvolvem as condi¢cdes necessarias colaborando para o fortalecimento deste setor.
Oliveira et al. (2012) admitem que a garantia de manutengdo no mercado competitivo esta
vinculada ao fornecimento de produtos com padrao de qualidade estavel, que devem atender a
satisfacdo das exigéncias a matéria prima e seus produtos, além da seguranca do consumidor.

No entanto, Tessari et al. (2008) admite que o alto indice de producao,
comercializacdo e consumo tornaram-se atividades passiveis de risco a saude, tendo em vista
0s inumeros fatores que podem comprometer a inocuidade desses alimentos.

Oliveira et al. (2012) consideram que se por um lado, o sistema de criagdo sob
confinamento foi um dos responsaveis pelo aumento na produtividade, gerando carne
suficiente para suprir a demanda mundial, por outro apresentou alguns inconvenientes
especialmente aqueles relacionados ao comportamento, bem-estar animal, populacédo
ambiental e disseminacao de patdgenos.

Esta assertiva reafirma que a pratica de confinamento favorece a introducéo,
multiplicacdo e disseminagdo de agentes patogénicos, especialmente micro-organismos da
microbiota intestinal dos animais, como por exemplo, Salmonella.

Acredita-se que as infecgdes sdo comumente associadas ao sistema de criacdo
intensiva, atingindo aves jovens (até duas semanas de idade), sendo os adultos portadores
assintomaticos, por longo periodo (MEDEIROS, 2006; HOFER et al., 1997).



Embora todas as salmonelas possam ser reconhecidas como patégenos potenciais,
algumas, responsaveis por infecgdes no homem, estdo presentes no intestino de aves sadias,
sendo capazes de contaminar 0 meio ambiente e outras aves, através das fezes (POPPE,
2000). Isso corrobora para um aumento no custo financeiro nos sistemas de criagdo intensiva
de animais para consumo, devido ao aumento na morbidade e mortalidade animal,
influenciando diretamente nos valores gastos com programas de controle e reducdo dos
produtos contaminados.

Especialmente as aves de corte estdo entre os principais carreadores deste patbgeno em
abatedouros, constituindo importante reservatorio e apresentando alta correlacdo com
contaminacgdo cruzada, sendo indispensavel a avaliacdo do estado sanitario dos plantéis, bem
como seu reflexo para a producéo de alimentos (OLIVEIRA et al., 2012).

Bersot (2006) salienta que muitas vezes, a presenca de patdgenos ndo se manifesta
clinicamente nos animais alojados nas granjas, no entanto pode ser veiculado pelo trato
gastrointestinal e possibilitar a contaminagdo da carcaca. Este mecanismo de contaminacgéo
envolve inicialmente a retencdo das bactérias na camada liquida sobre a pele. Nas operacdes
de abate, os pontos criticos como depenacdo, evisceracdo, pré-resfriamento e o resfriamento
constituem fatores primordiais para controle, pois as salmonelas possuem a capacidade de se
aderir firmemente a fibras de colageno da superficie externa da pele do frango, apds a imerséo
em agua.

No sistema atual de integracdo, a contaminagdo das aves ou o produto final podem
ocorrer desde a industria, durante o transporte até no armazenamento na granja, através de
aves de reposicdo, incubatério, ambiente de criacdo, abatedouro, pessoas, passaros, falta de
biosseguridade, manejo e instalacbes (CARDOSO e TESSARI, 2008). Particularmente,
durante o processamento industrial, falhas nas diferentes etapas permitem a contaminacéo da
carcaca e subprodutos. O quantitativo de micro-organismos presentes nas aves € influenciado
pelas condicdes higiénicas de abate e processamento (SCARCELLI e PIATTI, 2002).

Leitdo (2002) admite que as aves encaminhadas para o abate, constituem fonte inicial
de contaminacdo. Em condicGes de pré-abate, 0os contaminantes estdo concentrados nas
visceras, pele e penas, no entanto, em funcdo do processamento industrial os micro-
organismos se disseminam rapidamente entre as carcacas, seja por veiculacdo, contaminacéo
cruzada da carcaga ou até mesmo contaminacao da carcaca pelas visceras.

Isto faz com que a cadeia produtiva dependa da qualidade e da inocuidade dos
produtos que sdo ofertados a populacdo, os quais requerem o controle e monitoramento em
todas as etapas, tanto em nivel de abatedouro quanto de producdo, com a finalidade de
garantir a auséncia de patdgenos que oferecam riscos aos consumidores.

Abordagens neste sentido vém sendo constatadas em diversas partes do mundo atraves
da avaliacdo do isolamento de Salmonella spp. em carcagas de frango industrialmente
processadas, evidenciando um percentual consideravel nas amostragens avaliadas. Em
Portugal, Bernardo e Machado (1989) encontraram 55% das carcagas aprovadas para con-
sumo, positivas para Salmonella spp., na Argentina, Benassi et al. (1998) observaram que
12,5% das carcacas examinadas foram positivas para Salmonella spp.. Tibaijuka et al. (2003),
determinaram a presenca e prevaléncia de salmonelas em carne de frango crua a varejo e
miudos de aves (moela e figado) comercializados na Etiopia, reconhecendo em 301 amostras,
17, 9% contaminadas com Salmonella spp., assim como Cy et al. (2008), na Coréia, ao
analisarem 27 amostras obtiveram a frequéncia de 25,9%.



Particularmente, entre os inquéritos nacionais, sao apontados indices significativos ao
longo dos anos, como os evidenciados por Santos et al. (2000), que ao analisarem 150
carcacas de frango congeladas, em um comércio varejista em Jaboticabal, Sdo Paulo,
constataram a presenca de Salmonella spp. em 32% da amostragem, com evidéncia para
Salmonella ser. Enteritidis em 60,4%.

Dados similares foram obtidos por Fuzihara et al. (2000), que obtiveram 42% de
positividade em amostras de carcacas de frango processadas industrialmente, com 30% de
Salmonella ser. Enteritidis entre os isolados.

Percentuais superiores foram encontrados por Silva et al. (2002), equivalendo a 71 %
de Salmonella spp. em cortes de carcagas acondicionados em bandejas e exposto a venda sob-
refrigeracdo, na cidade de Jodo Pessoa, na Paraiba. No mesmo ano, Salles et al. (2002) ao
avaliarem carcacas de frango, oriundas de abatedouros do municipio de Uberlandia/MG,
detectaram um percentual de 23,9%.

Almeida Filho et al. (2003) analisaram carcagas de frango frescais, comercializadas
em feiras livres e carcacas congeladas submetidas a inspecdo federal, comercializadas em
supermercados, no Municipio de Cuiaba - MT, evidenciando a presenca de Salmonella spp.
em 40% e 50% respectivamente.

Silva et al. (2004) detectaram a presenca de Salmonella spp. em 13 das 30 amostras de
carcacas de frango comercializadas em Maceid/AL; Tirolli e Costa (2006) constataram a
ocorréncia de Salmonella spp. em 60 carcacas de frangos recém-abatidas em feiras e
mercados da cidade de Manaus/AM, com prevaléncia de Salmonella ssp. em 50% da
amostragem.

Em S&o Paulo, Carvalho e Cortez (2005) avaliaram Salmonella spp. em 165 amostras
de carne de frango e derivados, evidenciando 13,3% (6/45) em carcagas, 25% (15/60) em
carne mecanicamente separada, 16% (4/25) em linguicas, 30% (6/20) em peitos e 13,3%
(2/15) em coxas e sobrecoxas. Tessari et al. (2008) pesquisaram em carcacas de frango
prontas para distribuicdo no comércio e procedentes de exploracdes industriais do Estado de
Sdo Paulo, constatando em 116 amostras, 2,5% de contaminagdo, assim como Rall et al.
(2009), avaliaram as condicbes sanitarias de frango e diversos tipos de linguicas
comercializados na cidade de Botucatu/SP e determinaram em 50 amostras de carcacas de
frango e 75 de linguigas do tipo frescal, a positividade para Salmonella em 54% e 40%
respectivamente.

Moreira et al. (2008) ao avaliarem a ocorréncia de Salmonella spp. em carcacas de
frangos abatidos e comercializados em municipios do estado de Goias, verificaram que de 363
amostras, 14,3% estavam contaminadas com Salmonella spp., em semelhanca com os
resultados obtidos por Boni et al. (2011) em aviarios e abatedouro de frangos de corte na
regido central de Mato Grosso do Sul que detectaram 11,28% de 257 amostras avaliadas.

No computo geral, em todas as investigacfes acima apontadas, os autores admitem
ainda, que a contaminacdo das carcagas de frango pode ocorrer pela presenga do micro-
organismo no ambiente de criacdo e consequente disseminacdo as carcagas durante as
operacdes de abate, mesmo quando os abatedouros sé@o dotados de boas praticas de higie-
nizagao e processamento.



Esta afirmacdo pode ser fortalecida por Reiter et al. (2007) quando em estudo
comparativo entre diferentes fontes de um abatedouro avicola, localizado na cidade de
Blumenau/SC, determinaram a incidéncia de Salmonella spp. em 16,7% a partir do
isolamento de gaiolas de transporte, 10% de caixas, 6,7% de &gua gelada, 6,7% de carcacas
antes da evisceracao, 3,3% de carcacas apos arrefecimento, 13,3% de asa congelada, 13,3%
em coxa congelada, 6,7% de intestino de frango, 10% de pele do peito e da coxa e 6,7% de
pele do pescoco, demonstrando sua prospec¢do na cadeia produtiva.

Lopes et al. (2007) pesquisando Salmonella spp. e micro-organismos indicadores em
carcacas de frango e agua de tanques de pré-resfriamento em abatedouro de aves,
evidenciaram gque ndo houve reducdo da carga microbiana durante a passagem pelos tanques.

Tessari et al. (2008) admitem que embora possa haver flutuacfes entre os percentuais
encontrados nas analises de diversos eixos da cadeia produtiva, Salmonella sempre
representard um risco potencial para a saude da populacdo consumidora. Esta assertiva é
também fortalecida por Pires et al. (2009) apontando a necessidade de programas sanitérios e
de seguranca alimentar objetivando a reducdo de patdgenos circulantes.

Sobretudo no controle de Salmonella spp. em aves, a adocdo desses programas
garantem a saude animal e, consequentemente, reduzem a contaminacdo de produtos de
origem avicola, que podem servir de veiculo de transmissdo para 0 homem (BERCHIERI
JUNIOR e OLIVEIRA, 2006).

A implementacdo de programas que estabelecam controle efetivo em toda a cadeia
desde a producdo, armazenagem e distribuicdo, prepara o setor produtivo brasileiro para
atender as exigéncias dos paises importadores quanto aos termos de seguranca referentes a
exportacéo.

Internacionalmente, segue-se o Codex Alimentarius, que é um Programa Conjunto
entre a Organizacdo das Nac¢bes Unidas para a Agricultura e a Alimentacdo — FAO e a
Organizagdo Mundial da Saude - OMS onde constam as normas, diretrizes, padrdes e
recomendacdes relacionados a qualidade e inocuidade dos alimentos. Para o Codex, este
sistema deve ser aplicado desde a criagdo dos animais até o momento do alimento ser
consumido.

No Brasil, os Ministérios da Saude e da Agricultura estabeleceram, através da portaria
n°1428/93, a utilizacdo dos programas de Boas Praticas de Producdo (BPP) e Analise dos
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) como ferramentas para inspecdo de todo o
processo de producdo da industria de alimentos. O programa BPP é recomendado para
fabricacdo dos produtos sob condicdes sanitarias adequadas e como rotina de inspecéo.
Contempla aspectos higiénicos sanitérios, incluindo a eliminagéo ou redugdo dos riscos de
contaminacdo microbioldgica, quimica e fisica. Ja o sistema APPCC foi desenvolvido para
garantir a inocuidade dos alimentos para o consumidor final frente aos perigos
microbioldgicos, quimicos e fisicos, buscando estabelecer o controle em todo o processo
produtivo, considerando a matéria-prima, 0 processamento e ambiente até os operadores
envolvidos na producao.



3.2 A Pratica do Uso de Antimicrobianos na Avicultura

A utilizacdo de antibidticos e quimioterapicos representa atualmente uma prética
imprescindivel em qualquer atividade avicola rentdvel (SANTANA et al.,, 2011). Sua
introducéo as ragdes, visando beneficios para o crescimento, iniciou-se a partir dos trabalhos
de Moore et al. (1946) e Stokstad e Jukes (1950). A utilizacdo de antimicrobianos com intuito
comercial, além da eficiéncia na nutrigdo animal, também apresentou resultados positivos no
controle de infecgdes prevalentes em fazendas e nas estacdes experimentais de criacao.

Sob o ponto de vista historico, o sucesso da alimentacdo dos animais com antibidticos
foi descoberto em 1948, durante os estudos de identificacdo e isolamento da vitamina B12 em
culturas fangicas. A partir do conhecimento inicial de que a massa micelas obtida nessas
culturas apresentavam uma potencial acdo promotora de crescimento, as evidéncias da
atuacdo de antibidticos em baixas dosagens como promotores de crescimento foram se
sucedendo, de tal forma que em 1951 o Food and Drug Administration (FDA) aprovou o0 uso
de produtos antibioticos na alimentacdo animal sem prescri¢do veterinaria (JONES e RICKE,
2003).

Os estudos iniciais que demonstraram o0s efeitos benéficos dos antibi6ticos como
profilaticos foram realizados em 1946, quando foi relatada uma resposta positiva no
crescimento de frangos de corte com o uso de estreptomicina. Em 1949, avaliacdes obtidas a
partir do uso de clortetraciclina em niveis subterapéuticos em aves, demonstraram resultados
semelhantes. Desde entdo, um nimero muito grande de antibidticos vem sendo utilizado com
essa finalidade (LANGHOUT, 2005; ARAUJO et al., 2007).

Em 1991, Waibel et al. comprovaram sua eficiéncia sobre o desempenho de animais
sob condicBes experimentais e de campo, reconhecendo que o uso de antimicrobianos na
nutricdo animal, favorece uma produtividade mais adequada a animais criados de forma
intensiva. Os autores admitem ainda, que essas evidéncias constituiram um fator
preponderante para a inclusdo destes aditivos na ragdo como pratica rotineira e com amplo
sucesso nos atuais modelos de producéo.

No Brasil, os aditivos antimicrobianos vém sendo usados ha mais de 50 anos e estes
além de melhora na conversdo alimentar e consequente ganho de peso dos animais, evita o
risco de aparecimento e disseminacao de processos infecciosos no plantel. E reconhecido que
a presenca de um unico animal doente, poder resultar em consequéncias para o produtor,
refletindo na qualidade dos alimentos produzidos (PALERMO NETO e ALMEIDA, 2006;
ARAUJO et al., 2007).

A fiscalizagdo de produtos de uso veterinario esta prevista na legislacdo brasileira
desde o final da década de 60 e regulamentada no que diz respeito a utilizacdo, fabricacéo e
comercializagéo.

Rosen (1995) realizou uma grande revisdo acerca do uso de aditivos antimicrobianos,
tendo sumarizado os resultados de 12.153 experimentos em que esses produtos foram
utilizados em avicultura, tendo verificado que 72% apresentaram respostas positivas no
desempenho dos animais.

A utilizacdo de antimicrobianos tem como base informagdes cientifica e técnicas
respeitando as boas praticas no uso de medicamentos veterinarios. Na escolha destes,
considera-se a eficacia, a aplicabilidade, a seguranca e o custo (JUNIOR et al., 2010).

De acordo com Bottezini et al. (2003), os antibioticos sdo também estimulantes do
crescimento, atuando no intestino selecionando a microbiota e eliminando micro-organismos
produtores de toxinas, além de melhorar o aproveitamento dos alimentos.



Junior et al. (2010) reconhecem que alguns farmacos como bacitracina,
clortetraciclina, oxitetraciclina, penicilina, estreptomicina, eritromicina, oleandomicina,
virginamicina, flavomicina e lincomicina, favorecem em ganho de peso em torno de 10%.
Linzmeier et al. (2009) afirmam que usualmente as racdes avicolas contém 2, 4, 10 ou 40
gramas por tonelada de algum tipo de antibidtico, para estimular o crescimento e melhorar a
conversgo alimentar.

Sob o ponto de vista terapéutico, a utilizacdo de antimicrobianos também requer o
conhecimento ou suspeita quanto ao agente infeccioso e seu perfil de suscetibilidade, assim
como a avaliacdo das condi¢des clinicas do animal. Contempla um regime posologico, cuja
dosagem e duracgdo possibilitam o controle do processo infeccioso, reduzindo-se riscos do
desenvolvimento de resisténcia bacteriana.

Costa (2002) reconhece que o uso intensivo de antibidticos é uma peca essencial para
a otimizacao dos resultados zootécnicos e econdémicos, principalmente na cadeia de producao
avicola. Segundo o autor, a enorme pressao seletiva em avicultura é funcdo das quantidades
de antibidticos usadas, da diversidade de moléculas empregadas e do préprio modo de
administracdo, geralmente oral e por tempo prolongado em concentracdes sub-terapéuticas.
Este regime é reconhecido como principal impulsionador da resisténcia antimicrobiana,
exercendo uma potente pressédo seletiva a favor da emergéncia de clones resistentes,
eventualmente ja existentes dentro da populacao bacteriana (NUNES, 2008).

Desta forma, os antimicrobianos utilizados desordenadamente na cadeia de producéo
de alimentos de origem animal, especialmente pela sua incorporacdo as racdes, favorece a
selecdo de um pool de genes, transferiveis para bactérias da microbiota normal, presentes no
trato digestivo, levando a uma pressdo seletiva, que favorece a sobrevivéncia e disseminagéo
através da cadeia alimentar (HASMAN et al, 2005).

PALERMO NETO e ALMEIDA (2006) consideram o fato de que o uso continuo de
antibidticos como promotores de crescimento apresenta riscos potenciais, podendo causar
entre outros aspectos, a emergéncia de resisténcia cruzada entre o promotor de crescimento e
o farmaco de uso terapéutico.

Nesta perspectiva, a Unido Europeia vem restringindo cada vez mais sua utilizagdo na
producdo animal e os Estados Unidos ampliando seu programa de uso prudente de
antibidticos (NARMS, 2006).

Em 1995, as autoridades dinamarquesas passaram a controlar com mais cautela, o uso
de aditivos antimicrobianos como promotores de crescimento. Em consequéncia dos elevados
indices de resisténcia, foi proibido o uso de avoparcina, supostamente por selecionar
enterococos resistentes a vancomicina. Em 1997, a proibicdo estendeu-se para todos os paises,
alcancando o Brasil em 2008.

O Brasil, como grande produtor e exportador, efetivamente consolidou a pratica
prudente do uso de aditivos antimicrobianos visando um melhor desempenho zootécnico em
2004.

A publicagdo da instru¢do normativa n°. 13, pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA, 1998; MAPA, 2003) aprovou o regulamento técnico sobre aditivos
para produtos destinados a alimentagdo animal. Este regulamento estabeleceu regras para o
uso, o registro e a comercializacdo dos aditivos. A lista de aditivos proibidos na alimentacao
animal e legislacédo correspondente encontram-se no Quadro 1.
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Quadro 1 - Aditivos de uso proibido na alimentacdo animal e legislacdo correspondente,

segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA, 1998; 2003).

ADITIVO

LEGISLACAO

Avoparcina

Arsenicais e antimoniais

Penicilinas, Tetraciclinas,
Sulfonamidas sistémicas
Olaquindox

Violeta Genciana
Carbadox

Hormonios como
alimentar em aves

Espiramicina e Eritromicina

Cloranfenicol e Nitrofuranos

Anabolizantes para bovinos

aditivos

Instrucdo Normatival4, 17/05/2012
Of. Circular DFPA N° 047/98
Instrucdo Normativa 09, 27/06/2003
Portaria 31, 29/01/2002

Portaria 193, 12/05/1998

Instrucdo Normativa 11, 24/11/2004
Instrucdo Normativa 34, 13/09/2007
Instrucdo Normativa 35, 14/11/2005
Instrucdo Normativa 10, 27/04/2001
Instrucdo Normativa 17, 18/06/2004

Posteriormente, em novembro de 2006 foi publicada a Instru¢cdo Normativa n°. 65, que
aprovou os procedimentos para a fabricacdo e o emprego de medicamentos para os animais de
producdo, via alimentacdo animal. Esta Instrucdo estabelece que as empresas fabricantes de
alimentos para animais, sejam de ragdes ou suplementos, premixes, nucleos ou concentrados,
deverdo receber do MAPA uma autorizacdo para este tipo de producao.
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3.3 Género Salmonella
3.3.1 Consideragdes Gerais

O género Salmonella constitui um vasto grupo da familia Enterobacteriaceae que
inclui atualmente 2610 sorovares (GRIMONT e WEILL, 2007; GUIBOURDENCHE et al.,
2010) capazes de infectar o homem e inimeros animais de sangue quente e frio, posicionados
na cadeia epidemiologica como doente, portador e/ou reservatorio (GERMANO e
GERMANO, 2008).

A denominacéo do género Salmonella foi criada por LIGNIERES em 1890, como uma
homenagem ao patologista Daniel Salmon, que descreveu junto com Theobald Smith, em
1886, a espécie cholerae-suis (LE MINOR, 1984).

Por definicdo, sdo classificados como bacilos ndo esporulados, que se apresentam na
forma de bastonetes curtos que medem em geral 0.7-1.5 x 2.0-5um, Gram negativos, catalase
positivos, oxidase negativos, e geralmente méveis por flagelos peritriquios, com excecdo dos
sorovares Gallinarum e Pullorum (FRANCO e LANDGRAF, 2005). N&o apresentam
exigéncias nutricionais, se desenvolvendo bem nos meios wusuais. No entanto,
preferencialmente s&o utilizados meios seletivos diferenciais, pela sua capacidade de se
desenvolver na presenca de impedientes como, por exemplo, sais biliares, verde brilhante,
desoxicolato de sodio e sulfito de bismuto (meio de alta seletividade para Salmonella ser.
Typhi). Sua adaptabilidade fisiolégica é demonstrada pela habilidade de alguns sorovares
sobreviverem em condi¢Ges ambientais varidveis como pH entre 7,0 a 7,5 (extremos 3,8 a
9,5), temperatura de 35 a 43°C (extremos 7 a 49.5°C), na presenca ou auséncia de O,
inclusive em atmosfera com 20 a 50% de CO; e atividade hidrica de > 0,94 (SVS, 2011).

Segundo Edwards e Ewing (1986), a maioria dos sorovares produz acido e gas a partir
da glicose (com excecdo da Salmonella ser. Typhi e Gallinarum), raramente fermentam a
sacarose, lactose ou adonitol. S&o vermelho de metila positivos, VVoges-Proskauer negativos,
ndo hidrolisam a uréia e ndo produzem indol. Apresentam ainda como caracteristicas
metabolicas bem definidas, a capacidade de descarboxilar o aminodcido lisina, produzir gas
sulfidrico profusamente e utilizar o citrato como Unica fonte de carbono.

3.3.2 Nomenclatura e Classificacao

Segundo Germano e Germano (2008), a classificacdo das salmonelas € muito
complexa e, apesar das inimeras discussdes ao longo de varios anos, s6 aproximadamente a
partir de 1970, com o uso de métodos moleculares de homologia de DNA pode se definir mais
claramente o quadro taxondmico deste género.

Seu histdrico foi marcado inicialmente na década de 50, quando Kauffmann e Edwards
(1952) propuseram a divisdo do género em trés especies: S. typhosa, S. choleraesuis e S.
enterica. Posteriormente, Ewing em 1963 alterou essas designacdes, substituindo a S. typhosa
por S. typhi, e S. enterica por S. enteritidis, englobando nesta ultima todos os demais sorotipos
que compunham o género.

No entanto, considerando o perfil metabolico frente a alguns substratos, Kauffmann
(1980) sugeriu que o género Salmonella fosse divido em quatro subgéneros e de acordo com 0
comportamento bioquimico classificou em: I, 11, 111 (englobando o Género Arizona) e IV. Em
1994, Le Minor estabeleceu que o subgénero 1ll, fosse dividido em duas subsespécies: Illa
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incluindo todos os sorovares monofasicos (que apresentavam uma unica fase flagelar) nédo
fermentativos da lactose e Illb os sorovares com duas fases flagelares e fermentativos da
lactose.

As edigfes mais atuais consideram a classificagdo da Salmonella baseada na
caracterizacdo de seus antigenos de superficie (O) e flagelares (H), que intimamente
relacionados uns aos outros, determinam uma variedade de sorovares distintos, apresentados
por Popof e Le Minor nos esquemas de Kauffmann-White em 2001 e 2004.

A verséo recente descrita por Grimont e Weill (2007), fundamentada em estudos de
hibridizacdo do DNA, divide o género Salmonella em duas espécies geneticamente distintas:
Salmonella enterica e Salmonella bongori (GRIMONT e WEILL, 2007). Particularmente
Salmonella enterica, de acordo com seu perfil bioquimico e a capacidade de lise do fago O1,
se divide em seis subespécies: Salmonella enterica subsp. enterica (I), Salmonella enterica
subsp. salamae (Il), Salmonella enterica subsp. arizonae (Il1a), Salmonella enterica subsp.
diarizonae (111B), Salmonella enterica subsp. houtenae (IV) e Salmonella enterica subsp.
indica (VI), conforme apresentado no Quadro 2:

Quadro 2 — Caracteristicas diferenciais das espécies e subespécies de Salmonella, segundo
Grimont e Weill, 2007.

Espécies S. enterica S. bongori
Subespécies enterica  salamae arizonae diarizonae  houtenae indica
Caracteristicas
Dulcitol + + - - - d +
ONPG (2h) - - + + - d +
Malonato - + + + - - -
Gelatinase - + + + + + -
Sorbitol + + + + + - +
Crescimento KCN - - - - + - +
L (+) tartarato® + - - - - - -
Galacturonato - + - + + + +
Y-glutamil transferase +0) + - + +
B-glucurosidase d d - + - d -
Mucato + + + - (70%) - + +
Salicina - - - - + - -
Lactose - - - (75%) + (75%) - -
Lise — fago O1 + + - + - + D
Animais de sangue

Habitat normal Animais de sangue frio e meio ambiente

quente

a:d-tartarato, (*): Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (d), Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Dublin (-) +: >90% reagdes positivas, -: >90% rea¢des negativas, d: diferentes reacGes
(sorovares).
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Com base na expressdo antigénica, o esquema de Kauffmann e White, segundo
Grimont e Weill (2007), permite reconhecer 2610 sorovares distribuidos em grupos
soroldgicos e definidos em sorogrupos por antigenos especificos (Quadro 3).

Estes sorovares se distribuem nas diferentes espécies e subespécie (Quadro 4), sendo
que epidemiologicamente Salmonella enterica subsp. enterica sdo normalmente associadas
com animais de sangue quente, englobando cerca de 100% dos sorovares encontrados.

Quadro 3 — Exemplo do Esquema Kaufmann e White, segundo Grimont e Weill (2007) para
classificacdo de Salmonella.

Salmonella enterica CLASSIFICAGAO ANTIGENICA
subsp. enterica SOROGRUPOS - -
serovar ANTIGENO O ANTIGENOH
FASE 1 FASE 2
Typhimurium 0:4 (B) 1,4,1[5], 12 i 1,2
Agona 0:4(B) 1,4,1[5], 12 f.0,s [1,2]
Mbandaka 0:7 (Cy) 6,7,14 z10 e,N,Z15
Infantis 0:7 (Cy) 6,7,14 r 15
Corvallis 0:8 (C,- Cy) 8,20 74,223 [26]
Hadar 0:8 (C,- Cy) 6,8 z10 e,n,x
Enteritidis 0:9(D) 19,12 g,m
Minnesota 0:21 (L) 21 b e,n,x

Quadro 4 — Distribuicdo e frequéncia dos sorovares de Salmonella, de acordo com a espécie
e subespécies, segundo Grimont e Weill (2007) e Guibourdenche et al. (2010).

Espécies S. enterica S. bongori

Subespécies enterica  salamae arizonae diarizonae houtenae  indica

N° de sorovares 1547 513 100 341 73 13 23

14



3.3.3 Etiologia e Patogenicidade

De acordo com a evolugdo histdrica sobre o binbmio Salmonella-salmonelose, no
periodo de 1880 a 1949, a febre tifoide tendo como etiologia a Salmonella typhi, era a forma
clinica predominante no homem e no mundo. Neste periodo, sob o ponto de vista clinico-
epidemioldgico foram apresentadas duas doutrinas, tais como as de Kiel e de Montevideo.

A doutrina de Kiel, na década de 1910 a 1920, classificou as salmonelas por sua
patogenicidade em dois grupos: salmonelas humanas, que englobavam aquelas que eram
patogénicas exclusivamente ao homem, como Salmonella ser. Typhi, Paratyphi A e B,
associadas relativamente com baixa dose infectante, longo periodo de incubacdo (em torno de
10 a 14 dias) e quadros clinicos de febre tifoide, septicemia, e estado de portador crénico
(acima de 1 ano); e as salmonelas animais, representada por outros sorovares associados as
doencas de transmissdo alimentar (como Salmonella ser. Typhimurium e Enteritidis),
responsaveis por determinar quadro de enteroinfeccbes no homem, 24 a 96 horas apds a
ingestdo de 10° a 10® viaveis, e 0 mesmo se manter no estado de portador temporério no
periodo variavel entre 6 a 12 meses.

A segunda doutrina, denominada de Montevideo reconheceu que os preceitos de Kiel
eram verdadeiros para 0 homem adulto, mas em criangas < 1 ano as salmonelas animais
desenvolviam infecgcbes extra-intestinais, de forma similar a patogenia causada em animais
jovens (HORMAECHE e PELUFFO, 1941).

Contudo, ao passar dos anos, as infec¢bes determinadas por salmonelas especificas
para os hospedeiros foram se tornando relativamente raras. Especialmente no periodo entre
1950 a 1969, a frequéncia de casos associados a febre tiféide diminuiu em varios paises,
devido a medidas de saneamento e tratamento da agua. Da mesma maneira, as infeccBes
animais foram controladas com a adocdo de praticas higiénicas na area de criacdo. Com isso,
outros sorovares ndo tifoides foram associados mais frequentemente com infecgdes entéricas
no homem, determinando um periodo com indices menores de transmissdo de sorovares
espécie-especifico, e aumento daquelas consideradas ndo tifoides para o homem. Assim, a
doenca clinica tipica produzida pelas salmonelas no homem, marcada por diarreia, febre, dor
abdominal, com rara invasao, passou a ser designada gastrenterite.

Mais recentemente, a classificacdo de Jay (2005), baseou-se na especificidade do
hospedeiro e padrdo clinico determinado, sendo possivel distinguir 3 categorias de
salmonelas:

e Salmonelas altamente adaptadas ao homem, como a Salmonella ser. Typhi e
Paratyphi, agentes etiologicos da febre tiféide e paratifoide (A, B e C)
respectivamente, responsaveis por infeccdes sistémicas que determinam quadros
septicémicos graves, com alto grau de infectividade e de viruléncia;

e Salmonelas altamente adaptadas aos animais, representadas por Salmonella ser.
Gallinarum e Pullorum que determinam os quadros clinicos do tifo aviario em aves
adultas e da pulorose em jovens; Salmonella ser. Choleraesuis e Typhisuis, agentes de
processos patolégicos em suinos e Salmonella ser. Dublin em bovinos.

Tanto a Salmonella ser. Choleraesuis e Dublin, infectando pacientes com doenca
crénica, idosos e /ou imunocomprometidos podem provocar um quadro septicémico
mais grave que aquele resultante da Salmonella ser. Typhi.
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e Salmonelas zoondticas, que incluem a maioria dos sorovares, sendo incriminados por
infeccbes sub-clinicas e sindromes gastrointestinais (enterocolite) ou doencgas de
transmissao alimentar.

Especificamente, a febre tifoide é uma doenca bacteriana aguda, de gravidade variavel
que esta associada a condicdes sanitarias, de higiene pessoal e ambiental precarias, sendo
frequente sua ocorréncia sob forma de surtos relacionados com o consumo de agua e/ou
alimentos contaminados. A dose infectante varia de 10" a 10° (média de 10°) células. Apés a
ingestdo, sdo capazes de alcangar o intestino delgado e se multiplicarem no interior de
fagocitos, invadindo desta forma as células M, desenvolvendo um quadro generalizado que
envolve a participacdo ativa do sistema reticulo endotelial (BAUMLER e KINGSLEY, 2000).
Dentre suas caracteristicas clinicas destacam-se septicemia, febre, mal estar, cefaléia, nausea,
vOmito e dor abdominal. Nas formas mais severas pode-se observar disfuncdo cerebral,
delirio, choque e ocasionalmente perfuracdo intestinal e hemorragia (COSTA e HOFER,
1972).

O periodo de incubacdo pode variar de 3 dias a 3 meses, sendo em média de 1 a 3
semanas. Os portadores assintomaticos desempenham papel importante na disseminacdo da
doenca. Entre aqueles que se curam clinicamente, 0 nimero de portadores temporarios € de 5
a 10 % (eliminam o micro-organismo por até 3 meses ap6s o inicio do quadro clinico) e os
portadores cronicos de Salmonella ser. Typhi, de 2 a 3% albergando a bactéria na vesicula
biliar e eliminando-a durante toda a vida (JAKABI e PERESI, 2006).

Contudo, sdo as espécies zoondticas que representam especialmente na atualidade, um
sério problema de Saude Publica em todo o mundo, pois estdo associadas em quadros de
gastrenterite, sendo responsaveis por significantes indices de morbidade e mortalidade, tanto
nos paises emergentes como desenvolvidos, determinando pequenos e grandes surtos
envolvendo, principalmente, o consumo de alimentos de origem animal como ovos, carnes e
produtos lacteos (SVS, 2011).

Burr et al. (1998) reconhecem que todos os sorovares de Salmonella sdo considerados
potencialmente patogénicos, e seu grau de viruléncia dependem da propria linhagem, do
hospedeiro e do meio ambiente. Cesco (2010) ainda reafirma que a patogenicidade e a
viruléncia da Salmonella spp. estdo relacionadas a diferentes fatores associados ao sorovar
envolvido, dose infectante e pré-disposicdo do hospedeiro.

A ingestdo de 10° a 10° células viaveis é o suficiente para o desenvolvimento da
doenca sintomatica, o periodo de incubacdo pode variar em funcdo da quantidade de células
viaveis ingeridas e do sorovar envolvido. As primeiras manifestacGes clinicas aparecem em
torno 12 a 36 horas apds a ingestdo e sdo caracterizadas por dor abdominal, diarréia, nduseas e
vomito. Normalmente as infec¢Ges por Salmonella spp. séo autolimitadas, com duragcdo em
torno de 7 dias. No entanto, em alguns casos, a doenca pode evoluir para uma infeccdo
extraintesitnal, marcados por quadros de septicemia, otite, osteomielite, artrite, hepatite,
pneumonia, meningite, entre outros (SVS, 2011).

Os micro-organismos penetram por via oral, sendo capazes de invadir a mucosa e se
disseminar para as células adjacentes, resultando em enterocolite aguda. Normalmente o
quadro diarreico € moderado, sem a presenca de sangue, entretanto, em alguns quadros
clinicos, pode ocorrer perda de pequeno volume de fezes associado a tenesmo e sangue.

Em particular, para individuos subnutridos ou com deficiéncia do sistema imune, o
quadro pode ser efetivamente mais severo, incluindo quadros bacterémicos, como o exemplo
em pacientes portadores de SIDA, dos quais 20 a 60% relatam infeccéo gastrointestinal prévia
(SVS, 2011).
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Sua viruléncia é multifatorial, incluindo mobilidade, habilidade de penetrar e replicar
nas células epiteliais, resisténcia a acdo do complemento, producdo de diferentes toxinas, cuja
avaliacdo molecular de seus componentes, ainda necessita de ser ampliada, tendo em vista o
reconhecimento quanto a participagdo de genes presentes em diferentes ilhas de
patogenicidade, algumas das quais capazes de ser transferida através de DNA plasmidial
(CASTILLA et al., 2006; OKAMOTO, 2009).

3.3.4 Ecologia

A salmonelose é uma das zoonoses mais complexa em sua epidemiologia e controle,
cujos padrdes diferem de uma regido para outra. Isto se deve a diferengas nos habitos
alimentares, praticas na elaboracdo de alimentos, criacdo de animais e padrdes de higiene e
saneamento. Seu controle é permanente, tendo em vista a emergéncia de novos sorovares e
reemergéncia de outros em determinadas areas, tanto nos paises emergentes quanto naqueles
industrializados (SVS, 2011).

As salmonelas possuem vasta distribuicdo na natureza, sendo encontrada no trato
intestinal dos animais e do homem. A principal via de transmissdo é fecal-oral, por
intermédio do contato direto ou indireto com animais infectados ou pela ingestdo de alimentos
e agua contaminados, estando dispersas amplamente em ambientes onde ha& presenca de
animais e dejetos (KETZ-RILEY, 2003; MERMIN et al., 2004; DAVIES, 2007; SVS, 2011).

O micro-organismo € eliminado em grande nimero nas fezes, contaminando o solo e a
agua, permanecendo vidveis no meio externo por tempo prolongado. A sobrevida das
salmonelas pode variar entre 28 meses em fezes secas de aves, 30 meses no estrume bovino,
280 dias no solo cultivado e 120 dias na pastagem, sendo ainda encontrada em efluentes de
adgua de esgoto, como resultado de contaminagdo fecal. A veiculacdo hidrica,
consequentemente leva a contaminacdo de produtos agricolas, como hortalicas, frutas,
vegetais e leguminosas, que quando ingeridas cruas, determinam quadro gastrentérico no
homem (ACHA e SZYFRES, 2003; CARDOSO e CARVALHO, 2006; SVS, 2011).

O carater zoondtico deste género tem influéncia sob a suscetibilidade destes micro-
organismos a pressdo seletiva imposta pelas condi¢bes do ambiente, o que constitui um
aspecto importante para se adaptar em diferentes nichos ecoldgicos, favorecendo sua
disseminacdo em nosso meio (SVS, 2011).

Desta forma, constituem um dos maiores problemas de Saide Publica, pois a maioria
dos sorovares atinge indistintamente o homem, através do contato com animais domésticos ou
pela ingestdo de alimentos de origem animal e seus derivados, que desenvolvem
manifestacdes clinicas de gastrenterite (enterocolite) e infeccdo alimentar (WHO, 2012).

Sua participacdo em surtos alimentares € capaz de determinar um impacto
socioecondémico em varios paises do mundo, principalmente nos industrializados, onde o
agente etiologico desta enfermidade é relatado como o principal patdégeno responsavel por
doencgas transmitidas por alimentos (KOTTWITZ et al., 2010; VAZ et al., 2010; AFSCA,
2011; WHO, 2012; CDC, 2012).

Na cadeia epidemiolodgica, particularmente os animais de producdo ocupam o ponto
central na epidemiologia das salmoneloses entéricas, representando reservatorio de
importancia sanitéria e dificil controle.
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Freitas Neto et al. (2010) ressaltam a importancia de animais silvestres e domésticos
como reservatorios de Salmonella, sendo um risco de contaminagdo para humanos e animais
de producdo (BERCHIERI JUNIOR e OLIVEIRA, 2006).

Especialmente as aves constituem um dos principais reservatorios de salmonela,
representando um risco em potencial na transmissdo para o homem. Nestes animais, 0S
sorovares de Salmonella ndo apresentam seletividade por linhagens ou ragas, sendo
indistintamente encontrados em pombos, passaros e principalmente em aves comerciais para
consumo alimentar.

De acordo com o Escritério Internacional de Epizootias (OIE, 2010), as aves sdo
capazes de transmitir a doenca para 0 homem e outros animais, bem como contaminarem
alimentos por contato direto e indireto, representando um dos mais importantes reservatorios
implicados na propagacgdo de Salmonella spp. na cadeia epidemioldgica.

Nas aves, a transmissdo de Salmonella spp. pode ser do tipo vertical ou horizontal. Por
séculos 0 consumo de ovos sem cocg¢do era uma pratica comum do homem, porém na
atualidade diferentes surtos evidenciados pela participacdo da Salmonella ser. Enteritidis e
mais recentemente os outros sorovares (Salmonella ser. Heidelberg, Agona e Virchow)
levaram ao reconhecimento de sua capacidade de transmissao transovariana, evidenciando sua
disseminacdo ao homem através de alimentos onde sdo utilizados sem a devida coccéo
(WHITE et al., 2006).

A transmissdo horizontal envolve todos o0s sorovares, 0s quais apresentam
caracteristicas ubiquas, e normalmente ocorre através do meio ambiente, onde portadores
assintomaticos constituem um importante fator epidemioldgico, pois a falta de sintomas e a
dificuldade de técnicas para sua deteccdo antes ou durante a inspe¢do dos produtos de origem
animal, os convertem em fonte continua de contaminacdo do meio ambiente e, portanto dos
alimentos (SVS, 2011).

Em outros tipos de alimentos de origem animal produzidos para 0 consumo, como
leite, carnes bovinas ou suinas e seus subprodutos, a contaminagdo ocorre através da
exposicao direta e para a carne, usualmente durante as operacdes de abate (OLIVEIRA et al.,
2012).

Particularmente, a contaminacdo em ambientes avicolas pode ser favorecida pelo uso
de ingredientes contaminados por Salmonella spp., e especialmente as farinhas de origem
animal sdo potencialmente consideradas as que determinam perigo e maior risco como
veiculos de infeccdo (BERCHIERI JUNIOR e OLIVEIRA, 2006).

Entre os métodos e os suplementos utilizados na alimentacdo desses animais, a farinha
é¢ uma matéria-prima de valor nutricional desejavel pelos formuladores de racdo. Os
ingredientes utilizados em racGes animais sdo basicamente originados do processamento
industrial de tecidos animais, carne, 0sso e pena, elaboradas segundo as normas sanitarias
vigentes. Embora a Salmonella spp. néo resista as temperaturas de processamento da farinha,
a contaminacdo ocorre atraveés da veiculacdo por insetos, utensilios contaminados,
armazenamento em locais com fezes contaminadas e também pela manipulacdo humana
(KETZ-RILEY, 2003).

Quinn et al. (2005) sugerem que a contaminacdo da racdo normalmente estd
relacionada as falhas no processamento e armazenamento e, reconhecem que podem
representar um elo na disseminagdo de Salmonella spp. para outras fontes, incluindo
ambiental, animal e humana.

18



Nesta prerrogativa, analises realizadas em diferentes partes do mundo apontaram a
participacdo efetiva dos insumos de origem animal e racdo, na veiculacdo de Salmonella spp.,
para varias fontes de infeccdo. No Brasil, destacam-se os trabalhos de Kaneto et al. (1996),
que entre as matérias-primas utilizadas para a elaboracdo de ra¢fes destinadas a alimentacao
de galinhas poedeiras, evidenciaram a contaminagdo por Salmonella spp. em percentuais
equivalentes a 40% em farinha de carne e 20 % em farinha de peixe, assim como, as
avaliacOes realizadas por Hofer et al. (1998) em 2293 cepas de Salmonella spp. isoladas em
1976 e durante 12 anos consecutivos (1979 -1991) provenientes de matérias-primas e racoes
para aves, reconhecendo que a dimensdo do problema passou a ser mais evidente,
especialmente quando o incremento extraordindrio da criacdo dos animais sob a forma
intensiva estimulou o uso de ragdes como nutricdo basica em plantéis avicolas. Segundo os
autores, este veiculo, mesmo albergando um discreto niumero de células viaveis, pode se
constituir no ponto de partida do processo de colonizagdo de Salmonella spp. num plantel.

3.3.5 Epidemiologia

Atualmente as doencgas de transmisséo alimentar (DTA) constituem alvo de discussédo
mundial na busca de estratégias que permitam o controle de patégenos transmitidos através
dos alimentos e garantia da colocacdo de produtos in6cuos no mercado consumidor. O
aumento de sua casuistica no mundo atual industrializado € produto de inUmeros fatores, tais
como o desenvolvimento econémico, a globalizacdo do comércio de alimentos, a
intensificacdo da urbanizacdo e a modificacdes dos habitos alimentares dos consumidores,
com aumento do consumo de alimentos frescos ou "in natura”, preferéncia por alimentos
prontos ou semi-prontos e o consumo de refeicdes fora do domicilio

Dados fornecidos pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) estimam
qgue anualmente, nos Estados Unidos da América, as doencas transmitidas por alimentos
acometem 76 milhdes de pessoas, resultando em 325 mil hospitalizaces e 5 mil dbitos, entre
0s quais cerca de 40% sao de origem bacteriana, e aproximadamente 4 milhdes séo causados
por Salmonella spp. (WHO, 2012).

As salmoneloses estdo incluidas neste contexto, sendo considerada a doenca
transmitida por alimentos que mais preocupa as autoridades sanitarias em nivel mundial.
Atualmente, estimam-se em torno de 8000 mortes/ano nos Estados Unidos, com incidéncia de
cerca 20 casos por 100.000 habitantes/ano. Na Hungria e na Finlandia a estimativa é de 120
casos por 100.000 habitantes/ano (WHO, 2012). Em razdo da sua elevada endemicidade e,
sobretudo, pela dificuldade de controle (SANTOS et al., 2002; ANTUNES et al., 2003),
representam uma das zoonoses mais problematicas para a Saude Publica em todo o mundo,
com significantes indices de morbidade e mortalidade (CARDOSO et al., 2002).

Nos alimentos, os produtos de origem animal sdo 0s maiores responsaveis pela
distribuicdo mundial deste género, representados principalmente pela carne de frango e
subprodutos; e ovos cuja cocgcdo incompleta pode servir de veiculo a salmonelose humana.
Inimeros surtos de infeccdo alimentar ja foram descritos envolvendo alimento desta origem e
derivados (WHO, 2012). Rodrigues et al. (2010) reconhecem que a preocupagdo com a
seguranca alimentar das populacdes é um tema real e atual, tendo em vista inlmeros surtos
associados a ingestdo de alimentos de origem aviaria contaminados por Salmonella spp.
reportados em todo o mundo.
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Na Australia, Dalton et al. (2004) ao revisarem no periodo de 1995 a 2000, 293 surtos
de DTA, concluiram que Salmonella spp. esteve incriminada com maior frequéncia, sendo
responsavel por 40% dos oObitos ocorridos, onde entre os alimentos envolvidos, a carne de
frango esteve associada em 27 deles. Nos Estados Unidos, Chittick et al. (2006) analisaram
6633 surtos de DTA no periodo de 1973 a 2001, constatando que Salmonella ser. Heidelberg
foi responsédvel por 184 surtos, sendo que destes 53 foram provocados pelo consumo e
ingestdo de carne de aves, bem como ovos e alimentos elaborados a partir dessas fontes.

Em relacdo ao Brasil, as DTA néo diferem muito das observadas em outros paises. O
género Salmonella tem sido descrito em alimentos tais como carnes cruas de bovinos, suinos e
aves; salsicha de porco; ovos e seus derivados quando consumidos crus ou mal cozidos e
vegetais.

Sob este aspecto, o perfil epidemioldgico das doencas transmitidas por alimentos em
estudos nacionais evidenciaram no periodo entre 2005 a 2010, 4.716 surtos notificados, com
98.018 pessoas acometidas e registros de 39 Obitos segundos dados da Secretaria de
Vigilancia em Sadde (WHO, 2012). Particularmente no Estado de S&o Paulo, foram
notificados ao Departamento de Vigilancia Epidemioldgica (DEVEP/SVS), 878 surtos de
doencas transmitidas por alimentos, com 20.471 casos. No Rio Grande do Sul, foram
notificados 1.275 surtos de DTA residenciais, atribuidas a ingestdo de alimentos de origem
animal (44%) e 18% por alimentos de origem mista. Basicamente entre as matrizes
alimentares envolvidas, 83,6% dos casos tiveram alimentos oriundos da cadeia avicola com
incidéncia de 72,2% de alimentos preparados com ovos e 11,4% de carne de frango. No
entanto, esse quadro ndo demonstra completamente a realidade atual, visto que muitas vezes
ha a falta/omissdo de notificacdo de casos ao Sistema de Salde.

Desta forma, estudos de carater epidemioldgico vém sendo realizados contribuindo
para evidenciar os principais agentes envolvidos em DTA, e especialmente para as salmonelas
tem representado uma ferramenta importante para a identificacdo de sorovares emergentes, re-
emergentes e/ou exdticos introduzidos em nosso meio.

Isto pode ser constatado pelas mudancas constantes que vem sendo observadas nos
ultimos anos em relacdo a distribuicdo, frequéncia e prevaléncia de determinados sorovares
em diversos lugares do mundo. Ressalta-se o aparecimento subito e multifocal da Salmonella
ser. Agona no inicio da década de 70 nos Estados Unidos, Reino Unido, Holanda e Israel
(CLARK et al., 1973), cuja introducdo recaiu na hipotese sobre a contaminacdo da farinha de
peixe peruana utilizada como ingrediente das ragdes, sendo posteriormente veiculada,
implantada e propagada em diferentes espécies animais de abate, atingindo subsequentemente
0 homem. De modo semelhante, difundiu-se internacionalmente, situando-se em posicao de
relevancia em varios paises, constituindo o sorovar mais prevalente no Brasil especialmente
na década de 80 (SOLARI et al., 1986).

No entanto, este panorama foi alterado com a emergéncia da Salmonella ser.
Enteritidis a partir dos anos 90, representando um sério problema no setor avicola e em Salde
Publica, devido seu elevado indice em quadros de infec¢gdes humanas, decorrentes da ingestéo
de alimentos contaminados (REIS, 1994; OLSEN et al, 2001; CARDOSO e CARVALHO,
2006).

Durante esta década, salmonelose humana por Salmonella ser. Enteritidis vinha sendo
descrita como um grave e crescente problema em varios paises de avicultura desenvolvida,
particularmente nos Estados Unidos (EUA) e Unido Europeia (HUMPHREY, 1990;
BARROW, 1993; MUNRO et al., 1999; VELGE et al., 2005; ASSEVA et al., 2006), com 0s
quais o Brasil vinha mantendo forte intercambio comercial na compra de material genético
(SILVA e DUARTE, 2002).
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Consequentemente, o reflexo da disseminacdo da Salmonella ser. Enteritidis foi
prontamente evidenciada no Brasil, pelas constatacdes realizadas por Peresi et al. (1998) de
surtos ocorridos no estado de S&o Paulo no periodo entre 1993 a 1997; Alves et al. (2001) em
Sao Luis /MA; e ainda na regido Sul, por Santos et al. (2002), no periodo 1995 e 1996;
Geimba et al. (2005), em 1999 e 2000; e Oliveira (2005) entre 2001 e 2002.

Contudo, as investigacdes epidemioldgicas demonstravam um panorama muito
semelhante e reconheciam que em todas as partes do mundo, os surtos estavam estreitamente
relacionados com o consumo de produtos avicolas contaminados, como carne de frango, ovos
e alimentos a base de ovos (HUMPHREY, 1990; ZEIDLER, 1996; PERESI et al., 1998;
BARBOUR et al.,, 1999; CHANG, 2000; ALVES et al.,, 2001; GIL-SETAS et al., 2002;
KOTTWITZ et al., 2010).

Na avicultura, as primeiras deteccOes de Salmonela ser. Enteritidis em matrizes no
Brasil ocorreram entre 1993 e 1994 e eram feitas em aves reagentes no teste de pulorose
enviadas para exames bacteriologicos laboratoriais (SILVA e DUARTE, 2002).

A partir dai, o aumento significativo da ocorréncia de Salmonella ser. Enteritidis foi
sendo retratada em algumas areas geograficas brasileiras, como as observacoes feitas por Irino
et al. (1996) em Sdo Paulo, que constataram a introducdo e disseminacdo de Salmonella ser.
Enteritidis fagotipo PT4 a partir de 1993, através do intercdmbio comercial de matrizes de
aves com paises da Europa.

Mais tarde, Andreatti Filho (2001) apontam a predominancia de Salmonella ser.
Enteritidis entre todos os sorovares isolados entre 1994 e 1999 pelo Laboratério de
Ornitopatologia da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia de Botucatu, SP com
percentuais correspondentes a 75,6% dos 45 sorovares isolados de aves no periodo, em
semelhanca aos resultados obtidos por Silva e Savano (2002) que detectaram em material de
galinha recebido pelo Laboratorio de Diagnostico Avicola no Rio Grande do Sul, a
prevaléncia de Salmonella ser. Enteritidis em todos os anos avaliados entre 1997 a 2001.

Desta forma, Salmonella ser. Enteritidis passou a ser considerada como o sorovar de
maior relevancia para avicultura, conjuntamente com a Salmonella ser. Pullorum, Gallinarum
e Typhimurium, fazendo com que a partir de 1995, o Ministério da Agricultura e
Agropecuaria (MAPA) reforcasse a legislacdo de controle de Salmonella ser. Enteritidis nas
granjas avicolas com a implantacdo do Programa Nacional de Sanidade Avicola, que constitui
uma importante ferramenta de vigilancia, controle e erradicacdo das principais doencas
aviarias que possuem impacto na Salde Publica (MAPA, 1994).

Contudo, o histérico epidemioldgico da Salmonella spp. é caracterizado pelo
predominio de alguns sorovares que se mantém disseminados em estagio continuo. Inclui-se
neste contexto, a Salmonella ser. Typhimurium, reconhecida durante muitos anos como
importante sorovar isolado de diferentes fontes da cadeia alimentar no Brasil (HOFER et al.,
1979; MEDEIRQS, 2006; REIS et al., 2011).

Relatos neste sentido foram enfatizados nos estudos realizados por Bouvet e Grimont
(2001), verificando que aproximadamente 60% dos casos humanos reportados pelo CDC
(2012) tinham como etiologia Salmonella ser. Typhimurium (22,1%), Enteritidis (17,7%),
Newport (10,0%) e Heidelberg (5,9%).

Em 2004, dos 15806 casos de infeccdo diagnosticados nos Estados Unidos, 6464
foram atribuidos a Salmonella spp., sendo que 5942 (92%) pertenciam a cinco sorovares
correspondendo a 56% das infeccOes, onde Salmonella ser. Typhimurium foi o mais
prevalente (1170 - 20%), seguido dos sorovares Enteritidis (865-15%), Newport (585 - 10%),
Javiana (406 - 7%) e Heidelberg (304 - 5%).
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Particularmente no Brasil, ha evidéncias de alguns sorovares mais prevalentes como
Salmonella ser. Enteritidis, Typhimurium, Mbandaka, Minnesota, Panama, Infantis. Estes
sorovares detectados através de estudos epidemiologicos e de monitoramento demonstram
oscilagBes quanto a sua frequéncia, no entanto se mantém presentes em niveis variaveis em
todas as fontes da cadeia alimentar (RODRIGUES et al., 2010).

Esta assertiva pode ser consolidada pelas observacgdes realizadas por Hofer et al.
(1997), que ao avaliar a prevaléncia de Salmonella em aves no Brasil entre 1962 a 1991,
verificaram a circulacdo de Salmonella ser. Agona, Saintpaul, Typhimurium, Hadar e
Enteritidis durante os anos avaliados, reconhecendo que as flutuacGes daqueles dominantes
numa regido, quase sempre retratam primariamente este acontecimento nas aves com
projecdes futuras para outras fontes de infeccdes.

Kottwitz et al. (2010), em avaliacGes sob o ponto de vista epidemioldgico dos surtos
ocorridos no periodo de 1999 a 2008 no Estado do Parana, constataram a prevaléncia de
Salmonella ser. Enteritidis em 87,8% dos casos, embora outros sorovares como London,
Mbandaka, Newport e Oranienburg tenham sido detectados em amostras de pacientes.

Os autores consideram que os alimentos mais frequentes envolvidos nestes surtos,
foram aqueles a base de ovos e subprodutos de aves, evidenciando além de Salmonella ser.
Enteritidis em 80,6% das amostras, a circulacdo de outros sorovares (Anatum, Derby, Infantis,
Johannesburg e Typhimurium) isolados tanto em amostras provenientes de pacientes quanto
de alimentos, e Salmonella ser. Agona, Albany, Branderup, Heidelberg, Pomona, Saintpaul
somente em alimentos.

Um levantamento epidemiol6gico recentemente realizado pelo Laboratério de
Referéncia Nacional de Enteroinfec¢des Bacterianas (LRNEB, I0C/FIOCRUZ/RJ) apontou
um panorama global dos sorovares de Salmonella circulantes no pais no periodo de 2000 a
2009, retratando a incidéncia de Salmonella spp. em diferentes fontes da cadeia
epidemioldgica, incluindo isolados de fonte humana, alimentar, animal, ambiental, matéria-
prima e racfes (RODRIGUES et al., 2010). Segundo os autores, o numero de sorovares
detectados neste periodo (em torno de 93), manteve-se relativamente constante, mas avaliando
a ordem dos sorovares individualmente dentro do ranking de prevaléncia, podem-se observar
flutuacGes ano a ano. Neste estudo, foi possivel reconhecer que particularmente a Salmonella
ser. Enteritidis foi considerada durante 7 anos o sorovar mais prevalente em isolados de
origem humana, cujos indices diminuiram a partir de 2004, dando lugar a Salmonella ser.
Typhimurium. Em cepas de origem animal, entre os 10 mais prevalentes nos anos de 2008 e
2009, destacaram-se a Salmonella ser. Typhimurium, Enteritidis e Schwarzengrund, enquanto
que para as provenientes de matéria-prima, racdes e ambiente, os indices apontaram a
prevaléncia dos sorovares Agona, Panama, Minnesota e Senftenberg, envolvendo diferentes
regides do pais. Por outro lado, em cepas de origem alimentar, 0 aumento da incidéncia de
Salmonella ser. Corvallis vém sendo evidenciado nos ultimos anos, desde sua introducdo em
2007 (RODRIGUES et al., 2010).
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3.4 Metodos de Subtipagem em Salmonella

Subtipagem é a andlise das caracteristicas de um grupo de isolados bacterianos que
permitem a discriminacdo abaixo do nivel de espécie, através de métodos feno e genotipicos
(SWAMINATHAN e MATAR, 1993).

Segundo Tenover et al. (1997), os métodos de tipagem sdo categorizados em
convencionais ou fenotipicos, os quais avaliam os produtos de expressao génica apresentadas
pelos micro-organismos; e moleculares ou genotipicos que analisam as estruturas genéticas
responsaveis por estas caracteristicas. A combinacéo de ambos é capaz de fornecer evidéncias
laboratoriais sobre a identidade de isolados relacionados sob o ponto de vista epidemiolégico.

Historicamente, entre a década de 60 e 70, os esquemas de identificacdo bacteriana
basicamente se pautavam na avaliacdo das caracteristicas metabolicas, dos quais a
variabilidade de determinados testes, como a producgdo de indol, pigmentos, acido sulfidrico,
eram considerados marcadores para determinados micro-organismos. Segundo Hofer et al.
(1990), por alguns anos o comportamento bioquimico emergiu como uma metodologia Util
nas investigacdes epidemioldgicas, tendo em vista que o uso de determinadas provas
bioquimicas representavam fatores preponderantes para a diferenciacdo dos géneros da
familia Enterobacteriaceae.

Contudo, a propria evolucdo no campo cientifico conduziu a introducdo de novas
metodologias, sob o ponto de vista molecular, que permitiam elucidar as inimeras variaces,
baseados na presenca ou auséncia de atividades metabdlicas ou bioldgicas expressas pelos
micro-organismos (ARBEIT et al., 1995; FARBER, 1996).

Particularmente em Salmonella, a adaptagdo a um grande nimero de diferentes nichos
evolucionéarios tem levado a um alto grau de diversidade fenotipica e genotipicas em
linhagens de Salmonella spp. (BESSA, 2006).

Entre os métodos classicos de tipagem fenotipica destacam-se a sorotipagem,
fagotipagem, colicinogenia e perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos. Estes constituiam
ferramentas epidemioldgicas de grande valor na caracterizacdo do género Salmonella, devido
a sua estabilidade, reprodutibilidade e tipabilidade (TENOVER et al., 1997).

A sorotipagem € a metodologia mais comumente empregada para diferenciar
linhagens em Salmonella spp., baseados nos determinantes antigénicos da superficie celular
bacteriana, através da avaliacdo dos antigenos somaticos (O), capsulares (Vi) e flagelares (H)
dentro de distintos sorovares. No entanto, 0 uso desta técnica esta limitado aos Laboratérios
de Referéncia e para fins epidemioldgicos, é adequado que esteja associada a outras
metodologias, pois um Unico sorotipo pode ser isolado de uma grande diversidade de fontes
(SVS, 2011).

A fagotipagem constitui em uma técnica relativamente rédpida, de baixo custo e
altamente discriminatéria para distinguir linhagens de Salmonella spp., através da
caracterizacdo bacteriana baseada na suscetibilidade a um painel definido de bacteri6fagos.

Alguns relatos em literatura evidenciam sua utilizagdo, reconhecendo os fagotipos de
Salmonella spp. prevalentes no Brasil. Destacam-se os estudos de Hofer (1990) e Quintaes et
al. (2002) em Salmonella ser. Typhi isoladas no Brasil, aqueles descritos por Peresi et al.
(1998), Oliveira et al. (2003), Ribeiro et al. (2007), Kottwitz et al. (2010) em Salmonella ser.
Enteritidis, os de Pereira et al. (2007a) em Salmonella ser. Hadar e Pereira et al. (2007b) em
Salmonella ser. Typhimurium.

Particularmente em Salmonella ser. Typhimurium a aplicacdo desta metodologia
apresenta relevancia sob o ponto de vista epidemiologico, principalmente nas cepas DT104
que apresentam associacdo ao perfil ACSSut, representado por genes que conferem
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multirresisténcia a antimicrobianos (CHIU et al., 2006; CY et al., 2008; GREENE et al.,
2008; NIELSEN et al., 2009; REIS et al., 2011).

Hofer et al. (1979), considerando sua relevancia para Saude Publica, estabeleceu
consideracdes ecoldgicas e epidemioldgicas sobre a circulacdo de cepas de Salmonella ser.
Typhimurium provenientes de diversas fontes da cadeia alimentar no Brasil, reconhecendo a
presenca dos fagotipos DT193 entre aquelas de origem humana, animal e alimentar, que
paralelamente apresentavam o perfil de resisténcia ao &cido nalidixico, ampicilina,
cloranfenicol, estreptomicina, furazolidona, canamicina, sulfadiazina e tetraciclina. Em
semelhanca, Medeiros (2006), evidenciou sob o ponto de vista epidemioldgico, os fagotipos
DT193 e DT104 entre aqueles circulantes no Brasil no periodo entre 1999 a 2003,
estabelecendo sua correlacdo quanto ao seu perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos.
Mais recentemente, Reis et al. (2011) em um estudo abrangente de isolados entre as décadas
de 1970 e 2008, apontaram que a prevaléncia de DT193 tem sido crescente desde a década de
90.

Em adicdo aos métodos convencionais, o0 padrdo de suscetibilidade aos
antimicrobianos tem representado uma técnica de extrema valia, tendo em vista a evolugdo de
resisténcia as drogas antimicrobianas desde a década de 50, com flutuacdes que envolvem
uma combinacdo entre fontes de isolamento e sorovares, alguns dos quais aparentemente mais
suscetiveis a pressdo seletiva do ambiente. Embora seu poder discriminatorio seja reduzido,
em casos cujo padrdo de resisténcia € singular, sua aplicabilidade ganhou énfase como
metodologia epidemiologica, tendo sido indispensavel nas rotinas laboratoriais, tanto na area
clinica quanto de pesquisa, sendo na atualidade empregada como primo avaliacdo de
relevancia particularmente em regiées com dificuldades de aplicacdo de outras metodologias
adicionais.

A avaliacdo do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos constitui uma técnica
rotineiramente utilizada em atividades de rastreamento epidemiologico. Em Salmonella spp.,
vém delineando caracteristicas peculiares quanto a resisténcia a determinadas drogas
antimicrobianas e sua disseminacdo na cadeia alimentar. Desta forma, sua utilizacdo vem
sendo evidenciada em um namero grande de sorovares de Salmonella isoladas de diferentes
fontes de infeccdo. Esta pode ser exemplificada pelos relatos realizados por Threfall et al.
(1997), Asseva et al. (2006), Ribeiro et al. (2008), em salmonelas responsaveis por infeccdes
humanas, assim como avaliaces descritas por Manie et al. (1998), Cortez et al. (2006),
Ribeiro et al. (2007), Spricigo et al.(2008), Kim et al. (2012) e Thai et al. (2012) em cepas
provenientes da contaminacdo de alimentos de origem animal, especialmente aves e suinos.

No entanto, de acordo com Farber (1996), os usos de marcadores fenotipicos podem
levar a avaliacBGes contraditdrias pela sua instabilidade em certas condi¢cbes ambientais ou de
cultivo. Esta assertiva conduziu ao aprimoramento dos métodos tradicionais de tipagem e a
associacdo aos métodos moleculares, permitindo discriminar cepas bacterianas a partir da
analise de proteinas/enzimas e, principalmente, de DNA.

A utilizacdo de métodos moleculares para a identificacdo e diferenciacdo de linhagens
de micro-organismos patogénicos apresenta diversas vantagens sobre o0s métodos
convencionais, devido a propria estabilidade do DNA, além das caracteristicas de
sensibilidade e especificidade dos métodos.

Segundo Hunter (1990), os métodos de tipificacdo molecular devem atender a trés
critérios basicos: poder discriminatorio, reprodutibilidade e capacidade de tipificar diferentes
micro-organismos.
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De acordo com Maslow et al. (1993), os sistemas de tipificacdo molecular podem ser
empregados para a investigagcdo de surtos, confirmacdo e delineamento dos perfis de
transmissdo de uma ou mais linhagens, formulacdo de hipoteses sobre origem e veiculos de
transmissdo destas linhagens e monitoramento de seus reservatorios, permitindo
levantamentos epidemioldgicos fidedignos e avaliagdo de medidas de controle.

Dentre 0os métodos moleculares de tipificacdo mais comumente utilizados na
caracterizacdo de Salmonella spp., destacam-se a avaliacdo plasmidial, métodos baseados em
PCR (RFLP, RAPD, REP-PCR, ERIC-PCR, BOX-PCR) e analises de padrdes de restricdo de
DNA como a técnica de Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), Multiple-Locus Variable
number tandem repeat Analysis (MLVA) e o sequenciamento de DNA.

Particularmente, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR- Polymerase Chain
Reaction) foi desenvolvida por Kary Mullis em meados da década de 80 (MULLIS e
FALOONA, 1987). Essa técnica, desde sua introducdo, causou uma grande revolucdo na
biologia, tanto na pesquisa, para 0 entendimento dos processos bioldgicos fundamentais,
como nas areas de diagndsticos e melhoramento genético de micro-organismos.

A PCR é uma técnica que envolve a sintese in vitro de milhdes de copias de um
segmento especifico de DNA, na presenca da enzima DNA polimerase. A reacdo se baseia no
anelamento e extensdo enzimatica de um par de oligonucleotideos (pequenas moléculas de
DNA de fita simples) utilizadas como iniciadores (primers), que delimitam a sequéncia de
DNA de fita dupla alvo da amplificacdo. Esses iniciadores sdo sintetizados artificialmente, de
maneira que suas sequéncias sejam complementares aquelas que se deseja amplificar. Por
detectar uma regido Unica do genoma bacteriano, a técnica da PCR demonstra maior
especificidade do que os métodos bacteriologicos usuais (MULLIS e FALOONA, 1987).

A PCR tem sido atualmente, considerado uma estratégia utilizada e citada por muitos
autores como eficiente e rapida para deteccdo de varios micro-organismos, assim como para
estudos de carater epidemiolégico nas avaliacbes de genes associados a viruléncia e
resisténcia aos antimicrobianos.

Como uma variacdo da PCR tradicional, a PCR multiplex pode ser utilizada como um
método alternativo para a deteccdo simultanea de sequéncias-alvo numa mesma amostra. E
considerada uma técnica simples e rapida, baseada em uma reacdo de amplificagdo desenhada
que permite reconhecer multiplas sequéncias a partir de primers randdémicos com cadeias
curtas de oligonucleotideos para amplificar regides repetitivas do DNA gendmico, empregado
em estudos epidemioldgicos.

Atualmente a PCR multiplex, tem sido uma técnica comumente utilizada para o
diagnostico e a avaliacdo de marcadores de viruléncia e resisténcia em Salmonella spp. Isto
pode ser exemplificado através trabalhos reportados por Nayzaki et al. (2004); Castilla et al.
(2006); Chiu et al. (2006); Okamoto (2009); Cesco (2010).

Desde sua descoberta, diversas adaptacOes tém sido realizadas, revelando um
significante numero de aplicacdes, particularmente na epidemiologia das infec¢6es. Para sub-
tipagem em Salmonella, destacam-se sua associacdo ao RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms), onde as regifes alvo sdo inicialmente amplificadas por PCR e o produto da
amplificagéo e digerido por enzimas de restricdo (PAIVA et al., 2009; AKBARMEHR et al.
2010); RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA), utilizada em estudos de
caracterizacdo e diferenciacdo molecular de Salmonella (MALORNY et al., 2001; SANTOS,
2004; JIN et al., 2006; OLIVEIRA, 2005; SANTOS et al.,, 2008). Contudo a baixa
reprodutibilidade vem reduzindo sua utilizagdo epidemioldgica. Outrossim, métodos como
REP-PCR (Repetitive Sequence Extragenic Palindromic), ERIC PCR (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus) e BOX PCR, apresentam melhor poder discriminatorio
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através da amplificacdo de elementos de DNA repetitivos altamente conservados (BURR et
al., 1998; ALCOCER et al., 2006; ALBUFERA et al., 2009).

Como exemplo da utilizacdo de diferentes técnicas feno e genotipicas na
epidemiologia de Salmonella em nosso meio, sdo citados trabalhos de Quintaes et al. (2002)
em Salmonella ser. Typhi; Bessa (2006) e Marjo (2006) em Salmonella ser. Typhimurium;
Reis (1994) e Oliveira et al. (2007) em Salmonella ser. Enteritidis. E importante ressaltar que
em todas as avaliacOes, estes autores admitem que a escolha de um Unico método de
tipificacdo pode ser insuficiente para a identificagéo precisa de uma linhagem. Sendo assim, o
que se tem observado € a utilizacdo de sistemas mdaltiplos de tipagem, onde a combinacgéo
entre métodos fenotipicos e moleculares vem sendo empregados como uma ferramenta
essencial para o reconhecimento de caracteristicas epidemioldgicas e de patogenicidade, com
0 intuito de fornecer informagdes sobre a ocorréncia da Salmonella spp. na natureza, assim
como sua evolucdo e alteracdes fisioldgicas e genéticas.

3.5 Resisténcia Antimicrobiana

A resisténcia aos antibiéticos, entre os varios géneros bacterianos, representa um
problema de Saude Publica mundial. Segundo a WHO (2012), seu aumento tem ocorrido de
forma alarmante nos ultimos anos, sendo estimado que, no futuro, o uso de farmacos para o
tratamento de infecgcdes possa resultar em perda de efetividade.

Para alguns estudiosos, a situagdo caminha para o que foi vivenciado na era do pré-
antibidtico, uma vez que o surgimento de novos recursos terapéuticos ndo acompanha a
evolugédo dos mecanismos de resisténcia (YIM et al., 2006; SANDIUMENGE et al., 2006).

Segundo Guimaraes et al. (2010) a resisténcia bacteriana é considerada um fenbmeno
biolégico natural e a cada vez que se introduz uma nova droga na pratica clinica e/ou
veterinaria, micro-organismos de alta capacidade de adaptacdo se tornam resistentes, podendo
esta ser de diferentes mecanismos. Fuchs (2004) conceitua que a do tipo primario é
apresentada por espécies bacterianas naturalmente resistentes aos antimicrobianos. E a
adquirida consiste em um fenémeno genético relacionado a existéncia de genes contidos em
micro-organismos que codificam diferentes mecanismos bioguimicos, impedindo a agdo de
diversos farmacos (FRERE, 1995; KAYE et al., 2000).

A resisténcia bacteriana ndo respeita fronteiras e seu aparecimento em localidades
remotas pode resultar em impacto para 0 mundo em curto intervalo de tempo. A eliminacéao
destes micro-organismos no meio ambiente € resultante de sua utilizacdo, muitas vezes
indiscriminada, destes farmacos em medicina humana, veterinaria e nas praticas agricolas
(FUCHS, 2004; ANGULDO et al., 2004; PALERMO NETO e ALMEIDA, 2006; JUNIOR et
al, 2010).

Particularmente na avicultura, sdo apontadas inimeras consideragdes referentes ao seu
uso na producdo animal e resisténcia resultante do processo adaptativo de alguns micro-
organismos, assim como a capacidade de perpetuar essas caracteristicas para seus
descendentes (KANETO et al.,, 1996; HOFER et al., 1998; HASMAN et al., 2005;
AARESTRUP et al., 2007).

Junior et al. (2010) apontam ainda que o0 uso em doses sub-terapéuticas de
antimicrobianos na prética veterinaria, leva a selecdo de um pool de genes transferiveis para
bactérias comensais, 0s quais através de pressdo seletiva, sobrevivem e se disseminam pela
cadeia alimentar. Considerando ecossistema global, a resisténcia aos antimicrobianos
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adquirida é descrita praticamente em todas as espécies, infectando agentes etioldgicos de
diferentes nosologias, entre estes, Salmonella (ASSEVA et al., 2006).

Uma série de investigacfes demonstra que os mecanismos de resisténcia podem
ocorrer via modificacdo do DNA dos micro-organismos ou por producdo de moléculas,
reacGes ou comportamentos transmissiveis a outros descendentes ou ndo. Além disso, podem
envolver o DNA cromossomal, como a mutacdo, ou ser feito pela aquisicdo de material
genético extracromossomal por transducdo, transformacao ou conjugacao de genes (KAYE et
al., 2000; SCHWARZ e CHASLUS-DANCLA, 2001; ALEKSHUN e LEVY, 2007; SOUZA
etal., 2010).

A resisténcia antimicrobiana extracromossdmica envolve disseminagdo em nivel
clonal, associada a replicacdo cromossémica, através de replicons, transferéncia de
plasmideos ou migracdo de genes com replicacdo de transposons, 0s quais coexistem na
natureza e se multiplicam de forma exponencial, tendo em vista que estdo associados com a
duplicacdo do DNA. Resisténcia a 12 drogas foi observada em um simples plasmideo de uma
enterobactéria (LEDUC, 1996). Podem ser citadas diferentes situacGes, por exemplo, no
sudeste da Asia observado em Salmonella ser. Typhi resistente ao cloranfenicol, tetraciclina e
ampicilina (MIRZA et al., 2000).

Como abordagem da evolucdo histérica da resisténcia aos antimicrobianos em nivel de
Brasil, inUmeras avaliacdes individuais, relacionadas ao monitoramento da resisténcia vém
sendo efetuadas desde a década de 50, tendo Cisalpino (1957) analisado a sensibilidade de
salmonelas isoladas a partir de 1947 e verificado o aumento progressivo de amostras
resistentes. Entre as décadas de 60 e 70 este percentual ascendeu tendo sido apontado por
Costa et al., 1964 e Hofer, 1974. Durante os anos 80, estudos realizados em diferentes regides
do pais, em cepas de origem humana, alimentar, animal e ambiental, revelam a resisténcia
simples ou multipla em Salmonella spp., bem como capacidade de transferéncia destes
marcos (QUEIROZ et al., 1985; CAMPOS e HOFER, 1989). Resultados similares foram
obtidos por Solari et al. (1986) em Salmonella ser. Agona, Reis (1994) em Salmonella ser.
Enteritidis e Reis et al. (2011) em Salmonella ser. Typhimurium, das quais foram isoladas de
varias fontes e regides do pais.

Sua prospeccdo na cadeia de animais de producdo vem sendo evidenciada em diversas
partes do mundo, especialmente em paises onde a avicultura é considerada uma atividade de
expansdo. Esta assertiva pode ser corroborada pelas observacdes obtidas por Frye e Fedorka-
Cray (2007) quanto ao perfil de suscetibilidade em cepas de Salmonella spp. isoladas de
origem animal nos Estados Unidos, Kim et al. (2012) em carne de frango processados na
Coréia e Thai et al. (2012) em carne suina e de ave comercializadas no Norte do Vietna.

Na Europa, o resultado de um estudo realizado por Carramindna et al. (2004), em
Zaragoza, na Espanha, demonstraram resisténcia equivalente a 96,2% entre cepas de
Salmonella spp. isoladas de um abatedouro de aves, com multirresisténcia em 65,4% a drogas
correspondentes as tetraciclinas, aminoglicosideos e sulfonamidas.

Mais recentemente, a avaliagdo realizada por Alvarez-Fernandez et al. (2012) em
salmonelas isoladas de pele e cortes de carcacas de frangos de corte no Noroeste da Espanha,
nos anos de 1993 e 2006, evidenciaram a resisténcia em 100% das cepas (N=69), com
variagdo de 3 a até 13 marcos distintos.

Assim como Bacci et al. (2012) analisaram 123 amostras de Salmonella spp.
provenientes de carnes de frango e codorna da Itdlia e detectaram entre 0s sorovares
prevalentes 86,1% de resisténcia a tetraciclina e 30,5% de multirresisténcia para ampicilina,
sulfametoxazol e tetraciclina. Em semelhanga aos resultados obtidos por Corona et al. (2012)
em carne de frango importada por Cuba, onde das 83 amostras, 32,1% mostraram-se

27



resistentes a tetraciclina, 25% a ampicilina, 17,9% a ceftazidima, 10,7% a ceftriaxona e 3,6%
ao cido nalidixico.

No Brasil, o panorama evolutivo da resisténcia antimicrobiana em Salmonella spp.
provenientes em aves comercializadas (carcagas, cortes e/ou subprodutos), foram catalogados
por Vessoni (2004) que avaliaram a resisténcia antimicrobiana em cepas isoladas de carcacas,
verificando nesta época um percentual acentuado de resisténcia para drogas utilizadas como
promotores de crescimento.

Rezende et al. (2005), ao analisarem Salmonella spp. de carcacas de frangos de
agroindustrias goianas, constataram resisténcia maltipla em cepas pertencentes aos sorovares
Enteritidis, Typhimurium e Muenster, para beta-lactdmicos (incluindo ampicilinas e
cefalosporinas de 12 e 22 geracdo), aminoglicosideos e fenicois.

Posteriormente, Ribeiro et al. (2006) analisaram os niveis de resisténcia em 22 cepas
de Salmonella ser. Hadar provenientes de carcacas de frango congeladas no estado do Rio
grande do Sul, revelando 100% de resisténcia a tetraciclina, estreptomicina e sulfazotrim e
86,36% ao &cido nalidixico, 18,18% a nitrofurantoina e 4,5% ao cloranfenicol.

J& nas avaliacdes realizadas em cepas provenientes de carcagas de frango do nordeste
brasileiro, Duarte et al. (2009) constataram que 94,7% eram resistentes a pelo menos um
antimicrobiano, demonstrando entre os perfis detectados uma maior prevaléncia para os
marcos nitrofurantoina, acido nalidixico e tetraciclina.

Embora estudos desta natureza venham sendo elucidados ao longo dos anos por uma
série de investigacOes individuais, em 2004 a Agéncia de Vigilancia Sanitaria e laboratérios
colaboradores em todo pais, tomaram a iniciativa de implantar o Programa de Monitoramento
da Prevaléncia e Resisténcia Antimicrobiana em Frango (PREBAF). Neste estudo foram
coletadas 2.710 unidades amostrais de carcagas de frango congeladas colhidas no comércio,
obtendo como analise preliminar, resultados equivalentes ao percentual de 4% para o
isolamento de Salmonella spp. e consideraram como mais preocupante, o alto nivel de
resisténcia encontrado na totalidade das cepas (ANVISA, 2008).

3.6 Mecanismos de Resisténcia Antimicrobiana

O conhecimento dos mecanismos bioquimicos e genéticos € de grande importancia
para se entender como a bactéria pode desenvolver a resisténcia aos antimicrobianos. Entre os
principais mecanismos, destacam-se a producdo de enzimas que destroem ou inativam as
drogas, alteracdes na permeabilidade da membrana impedindo ou dificultando a penetragédo
do antibidtico; hiperexpressdo de bombas de efluxo e alteracdo do sitio alvo do antibidtico
(SCHWARZ e CHASLUS-DANCLA, 2001, ALEKSHUN e LEVY, 2007).

3.6.1 Mecanismo de Resisténcia aos Beta-lactamicos

A resisténcia bacteriana ao grupo dos Beta-lactamicos ocorre por diversos
mecanismos, sendo a producdo de enzimas beta-lactamases o de maior interesse entre
bactérias Gram-negativas, como as salmonelas. Estas enzimas agem catalisando a hidrolise do
anel beta-lactdmico, sendo capaz de inativar a acdo de varios antibioticos pertencentes a esta
classe (SANDIUMENGE et al., 2006).
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A producdo de beta-lactamases (ESBL) por enterobactérias € o mecanismo de
resisténcia mais comum aos antibioticos beta-lactamicos, especialmente aqueles considerados
de amplo espectro (ESBL). A acdo hidrolitica destas enzimas pode conferir clinicamente,
resisténcia as penicilinas, cefalosporinas e monobactdmicos, mas ndo as cefamicinas e
carbapenemas. No entanto, cepas produtoras de ESBL podem ser capazes de degradar
carbapenémicos, quando estdo associados a outro mecanismo de resisténcia.

As beta-lactamases sdo codificadas por genes chamados bla, podendo estar presentes
no DNA cromossomal ou plasmidial. A expressdo dos genes bla pode ser induzida pela
presenca dos beta-lactdmicos ou estar continuamente ativada. Assim, as beta-lactamases
podem estar presentes de forma induzivel ou constitutiva (FRERE, 1995).

Atualmente, ja foram descritas mais de 890 enzimas distintas, cuja classificacao
apresenta alto nivel de complexidade e subdivisdes propostas, no entanto as mais utilizadas
sdo as descritas por Ambler (1980) e Bush e Jacob (2010).

A classificagdo molecular proposta por Ambler (1980) considera a homologia da
sequéncia de nucleotideos e aminoacidos, agrupando as beta-lactamases em quatro classes: A,
B, C, D. Ja a classificacdo funcional proposta por Bush e Jacob (2010) dividem as beta-
lactamases em quatro grupos (1, 2, 3,4) relacionando suas caracteristicas bioquimica,
enzimaéticas e imunoldgicas.

Seguindo esta classificacdo, entre 0s grupos de enzimas mais encontrados em
enterobactérias, destacam-se o Grupo 1, constituindo a cefalosporinases. Estas enzimas
pertencem a classe molecular C de Ambler, e sdo codificadas por cromossomos. Suas
caracteristicas englobam sua atividade maior sobre as cefalosporinas, especialmente a
cefoxitina, que pode ser utilizado como marcador para caracterizagdo desta enzima.

Como variagéo resultante de mutagdes, destaca-se o subgrupo 1c, com maior atividade
sobre a ceftazidima e outros oximino- B — lactamicos (ceftriaxona, cefotaxima, ceftazidima e
cefpodoxima), denominadas beta-lactamases de espectro estendido do tipo AmpC (BUSH e
JACOBY, 2010). Este grupo engloba enzimas de importancia epidemiolégica para a
resisténcia especialmente a cefalosporinas de 32 geracao e pode ser avaliado pela pesquisa dos
genes blacvy entre outros. E ainda, o grupo 2 onde estdo classificadas as serina beta-
lactamases das classes moleculares A e D de Ambler, constituindo o maior nimero de
enzimas caracterizadas. Particularmente em Gram-Negativos, destacam-se as enzimas do
subgrupo 2b, normalmente mediadas por genes plasmidiais, hidrolisam penicilinas e
cefalosporinas sendo fortemente inibidas pelo acido clavulanico, determinadas pelos genes
blatem-1, blatem-2e blasuv-1; € a variacdo 2be (ESBL), determinado atividade de amplo
espectro para outras drogas como ceftazidima, cefotaxima e aztreonam. Estas s&o
caracterizadas pelos genes blarem -3, blaspy-2 variantes que estdo presentes nos dias atuais, e
blactx-m considerada atualmente a mais amplamente distribuida em muitas regiées do mundo
(BUSH, 2001; ARCHAMBAULT et al., 2006).

3.6.2 Mecanismo de Resisténcia as Quinolonas

A resisténcia as quinolonas ocorre usualmente por mutacdes cromossomais
transmissiveis verticalmente (CATTOIR et al, 2007; CORVEC et al, 2009;
STRAHILEVITZ et al., 2009; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al, 2011, MERENS e
SERVONNET, 2010).
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Contudo, recentemente foram descritos mecanismos de resisténcia a quinolonas
mediados por plasmideos (PMQR — Plasmid Mediated Quinolone Resistance), transmitidos
horizontalmente (CORVEC et al.,, 2009; STRAHILEVITZ et al., 2009; CATTOIR e
NORDMAN, 2009; SOUZA et al., 2010; HERRERA-LEON et al., 2011), que podem surgir
isoladamente ou em combinagdo com outros mecanismaos.

Estudos demonstram que entre as muta¢Ges que ocorrem em nivel cromossomal, séo
reconhecidos dois mecanismos distintos: as que ocorrem em enzimas alvo, normalmente em
genes que codificam as topoisomerases do tipo DNA girase e Topoisomerase IV (CATTOIR e
NORDMAN, 2009; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011) e as que minimizam o acesso as
enzimas alvo, pela diminuicdo da permeabilidade resultante de mutacbes em genes que
regulam a sintese de porinas, ou uma hiper-expresséo de bombas de efluxo ativo (MERENS e
SERVONNET, 2010).

Quanto as mutacGes associadas as alteracfes do sitio-alvo de acdo, tem sido descritas
substituicbes aminoécidas nas proteinas GyrA/GyrB (DNA girase) e ParC/ParE
(Toposisomerase 1V), por reducdo de afinidade destes antibioticos ao seu local de ligacéo
(SOUZA et al., 2010). A resisténcia em quinolonas é resultante de mutacGes seriadas, que
ocorrem inicialmente no gene que codifica a subunidade GyrA da DNA girase e
posteriormente no gene que codifica a subunidade Par C da Topoisomerase IV (CATTOIR e
NORDMAN, 2009; CORVEC et al., 2009; SOUZA et al., 2010). No entanto, Rodriguez-
Martinez et al. (2011) consideram que mutacdes espontaneas sdao um evento genético
demasiado raro e admitem que sejam necessarias multiplas mutacdes para culminar no
surgimento de micro-organismos resistentes as quinolonas.

No entanto, foi a descoberta recente da resisténcia adquirida a quinolonas, associada a
transferéncia horizontal de genes mediados por plasmideos (PMQR) que veio acrescentar uma
nova dimensdo ao problema da resisténcia a esta classe de antibidticos (STRAHILEVITZ et
al., 2009; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011). Entre eles, incluem a protecio das
enzimas alvo por proteinas Qnr (QnrA, QnrB, QnrS, QnrC, QnrD), pertencentes a uma
familia de pentapepitideos repetidos que protegem a DNA girase e a Topoisomerase 1V da
inibicdo das quinolonas (CATTOIR e NORDMAN, 2009; KARAH et al., 2010;
RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011) e ainda a variante de um aminoglicosideo
acetiltransferase, determinado como aac(6’)-1Ib, capaz de acetilar e consequentemente reduzir
a atividade de algumas fluoroquinolonas, como norfloxacina e ciprofloxacina
(STRAHILEVITZ et al., 2009; SOUZA et al., 2010; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011).

Segundo Strahilevitz et al. (2009), as proteinas Qnr sdo responsaveis por conferirem
resisténcia ao &cido nalidixico e/ou diminuir a suscetibilidade a ciprofloxacina. No entanto, os
autores admitem que os mecanismos codificados pelos genes pertencentes ao grupo gnr, ndo
se encontram completamente elucidados, e tem sido relatado de uma forma mais abrangente
pelos estudos iniciais realizados especialmente para gnrA. No entanto, admite-se que todo o
grupo apresente a mesma ou semelhante forma de atuacdo (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al.,
2011). Sabe-se que a proteina QnrA se liga as subunidades da DNA girase e Topoisomerase
IV, formando o complexo QnrA-topoisomerase, reduzindo a formacdo do complexo binario
topoisomerase-DNA e inibindo a ligacdo das quinolonas as enzimas (RODRIGUEZ-
MARTINEZ et al., 2011).

Por outro lado, Mérens e Servonnet (2010), reconhecem que 0 processo de inativagdo
enzimatica pela enzima aac(6’)-Ib, constitui uma variante que confere resisténcia a
ciprofloxacina, atraves de enzimas que atuam modificando os aminoglicosideos por acetilacdo
dos seus grupos — NH2, designadas de aminoglicosideo-N-acetiltransferases (AACs), a partir
de uma proteina designada aac(6’)-1. Estudos realizados em Escherichia coli e Klebsiella
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pneumoniae por Karah et al. (2010), permitiram considerar que sua natureza pode ser
cromossomal, plasmidial, ou estar localizada em transposons e integrons, podendo conferir
paralelamente resisténcia para alguns aminoglicosideos como tobramicina, canamicina,
amicacina e gentamicina, determinando desta forma a resisténcia cruzada entre essas duas
classes (KARAH et al., 2010).

3.6.3 Mecanismo de Resisténcia mediado por Integrons

Avangos recentes na caracterizagdo molecular dos mecanismos de resisténcia a
antibioticos destacam a existéncia de estruturas genéticas chamadas integrons, envolvidos na
aquisicdo de genes de resisténcia (HALL e COLLIS, 1995). Estes elementos de DNA tém
sido relatados frequentemente em cepas multirresistentes isoladas de animais e humanos, e
sdo localizados no cromossoma bacteriano ou em plasmideos de uma ampla gama de
hospedeiros (CARATTOLI, 2001). Os integrons promovem a captura de um ou mais
conjuntos de genes com o mesmo sitio de ligacdo, formando assim clusters compostos de
genes resistentes a antibioticos (STOKES e HALL, 1989). Atualmente sdo conhecidas nove
classe de integrons, sendo os de classe 1 os mais amplamente encontrados em isolados
clinicos, animais e ambientais.

Por estarem presentes em plasmideos e transposons, contribuem para a disseminacéo e
associacdo com a multirresisténcia aos antimicrobianos em membros da familia
Enterobacteriaceae e outras bactérias Gram-Negativas (LEVERSTEIN-VAN HALL et al.,
2002).

As primeiras tentativas de descrever integrons sugeriam que estes consistiam de duas
regides conservadas vizinhas a uma regido variavel contendo um ou mais genes de resisténcia
(STOKES e HALL, 1989). Uma descricdo mais detalhada de sua estrutura estabeleceu os
componentes essenciais dos integrons, que sdo o gene integrase (intll), o sitio de ligacdo
(attll) e o promotor, que promove a expressao de qualquer conjunto de cassetes de genes
integrados ao sitio attll (RECCHIA et al., 1994). Os integrons pertencentes a classe 1 também
sdo caracterizados pela presenca do gene sull, que confere resisténcia a sulfonamidas,
localizados distalmente no segmento conservado-3’ ou 3’-CS (HALL et al., 1991). Este
segmento também inclui o gene gacEAI, que confere resisténcia aos compostos de amonio
quaternario. Estes cassetes modveis de genes estdo integrados entre o 5’-CS e o 3°-CS
(BISSONNETTE e ROY, 1992).

A regido varidvel do integron pode apresentar diversos cassetes génicos inseridos,
estes sdo compostos por um Unico gene e por uma sequéncia curta, denominada de elemento
base 59 (59be) que funciona como sitio de recombinacédo especifica, chamada de “sitio aatC”
(HALL et al., 1991). Os genes presentes nos cassetes génicos normalmente ndo apresentam
promotores, necessitando desta forma, da regido integrase presente no integron para sua
expressdo. A integrase permite a interacdo e excisdo dos cassetes na regido variavel do
integron (GONZALES et al., 2004). O nimero de cassetes génicos associados aos integrons
pode variar de nenhum a mais de 100 (HALL et al., 1991). Os cassetes de genes que possuem
integrons s&o capazes de conferir resisténcia a varios antibidticos diferentes, incluindo
aminoglicosideos, cefalosporinas, cloranfenicol, penicilinas e trimetoprim, e para cada um
destes antibioticos, foram relatados varios cassetes de genes (MAZEL e DAVIES, 1998).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem

Foram selecionadas no banco de dados a totalidade das cepas de Salmonella spp.
(N=243) isoladas no periodo de 2009-2011 de carcacas de frango congeladas (N=84) e
resfriadas (N=159), comercializados em diferentes regies do pais. Estas foram encaminhadas
por Instituicbes Pulblicas e Privadas para o Laboratorio de Referéncia Nacional de
EnteroinfecgOes Bacterianas (LRNEB) para a caracterizacdo antigénica conclusiva, cuja
distribuicdo de acordo com a fonte de isolamento e regido encontra-se apresentada no Quadro
5.

Entre estas, uma amostragem cujo total numérico é de 194 cepas apresentavam seu
perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, o qual foi determinado em face as atividades de
monitoramento desenvolvidas pelo LRNEB.

Quadro 5 - Distribuicéo geografica de cepas de Salmonella spp. avaliadas no periodo
de 2009 a 2011.

REGIOES BRASILEIRAS

Fonte de
Isolamento Ano Sul Centro-Oeste Sudeste  Nordeste Norte TOTAL
SC PR RS | GO MT MS MG SP BA PA
2000 - - - | 8 - - | - - - - 8
Carcagcas 2010 - 42 - - - - - - 4 - 46
Congeladas
2011 6 - 1 - 4 5 - 14 - - 30
2009 - - - - 1 0 - 29 - - 30
Carcacas .00 9 20 - | 6 5 1 | - 1 ; 1 43
Resfriadas
2011 5 2 19 - 55 0 5 0 - - 86
TOTAL 104 85 49 4 1 243

4.2 Recuperacao das cepas

As cepas mantidas em Agar Nutriente Fosfatado (DIFCO) foram inoculadas em Caldo
Nutriente (DIFCO) e incubadas a 37°C por 12 - 18 horas e posteriormente semeadas em Agar
Enterico Hektoen (OXOID). Apo6s 18 — 24 h/ 37°C, as colonias com caracteristicas de
Salmonella (ndo fermentadoras de lactose e produtoras de gas sulfidrico) foram repicadas para
meio de triagem de Costa e Vérnin para diagnostico presuntivo (COSTA e HOFER, 1972).
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4.3 Confirmacéo do Perfil Bioquimico

A confirmacdo do perfil bioquimico foi avaliada através da metodologia descrita por
Costa e Hofer (1972) e Edwards e Ewing (1986). Foram realizados os testes de produgéo de
gas em meio de glicose, capacidade de utilizacdo do citrato como Unica fonte de carbono em
meio Citrato de Simmons (DIFCO), avaliacdo da mobilidade, producédo de gés sulfidrico e de
indol em meio de SIM (DIFCO), e capacidade de descarboxilacdo do aminoacido lisina
(Quadro 6).

Quadro 6 — Perfil bioquimico de Salmonella spp., segundo Costa e Hofer (1972); Edwards e
Ewing (1986).

Provas Bioquimicas Género Salmonella

Producéo de Indol -

Motilidade +
Producéo de H2S +
Producéo de gas em Glicose +

Citrato de Simonns R

Descarboxilacdo da Lisina +

4.4 Diagnostico Antigénico Conclusivo

A partir da confirmacdo do perfil bioquimico, as cepas foram semeadas em agar
nutriente inclinado (DIFCO) incubado 18 - 24 horas/37°C para a confirmacdo da estrutura
antigénica.

O diagnostico antigénico conclusivo foi efetuado através da técnica de soroaglutinacdo
rapida em lamina, com antissoros poli e monovalentes, somaticos (O) e flagelares (H),
produzidos pelo Laboratorio de Referéncia Nacional de Enteroinfeccbes Bacterianas
(LRNEB), do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ/RJ. A caracterizagéo antigénica do sorovar
especifico foi realizada com base no esquema sorolégico de Kauffmann-White e Le Minor e
representada de acordo com os critérios de GRIMONT e WEILL (2007) e
GUIBOURDENCHE et al. (2010).

4.5 Manutencéo de Cepas

ApOs a caracterizacdo antigénica conclusiva, as cepas foram preservadas a -20°C em
tubos de criopreservacgdo contendo Caldo Brain Heart Infusion — BHI (DIFCO) acrescido de
15% de glicerol.
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4.6 Confirmacao e Determinacao do Perfil de Suscetibilidade aos Antimicrobianos

A confirmacdo do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizada em 194
cepas de Salmonella spp., através do método de difuséo de disco em &gar.

Tendo em vista a inexisténcia de avaliacdo da suscetibilidade para droga de uso
veterinario exclusivo (ceftiofur — CFT) esta foi determinada através do método de
microdiluicdo em caldo. Esta avaliacdo foi realizada somente para as cepas identificadas
durante o ano de 2011.

Em ambas as metodologias empregadas para a avaliacdo da suscetibilidade, foram
utilizados os critérios preconizados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (2009,
2010, 2011).

4.6.1 Método de Difuséo de Disco em Agar

4.6.1.1 Preparo do Inéculo

Para a obtencdo de colbnias isoladas, cepas de Salmonella spp. foram semeadas por
esgotamento em Agar Nutriente (DIFCO) e incubadas a 37 °C por 24 horas.

Apdbs esse periodo, 4 a 5 colénias foram selecionadas e inoculadas em 4,0 mL de Caldo
Mueller-Hinton - MH (OXOID), e incubadas a 37°C até atingir a escala de turvacéo correspondente ao
tubo 0,5 da escala de Mac Farland (1x10° UFC/mL). Foi utilizado espectofotdmetro (UNICO-1100
Spectrophotometer) para a obtencdo da turbidez variavel entre 0,008 a 0,010 de absorbancia em
comprimento de onda de 625nm.

4.6.1.2 Meio de Cultura

Para a execucdo do teste foi utilizado agar Mueller-Hinton - MH (OXOID), preparado e
esterilizado de acordo com as recomendacdes do fabricante, distribuido em placas de Petri de
20x100 mm de diametro, em volume de aproximadamente 20 mL, visando obtencdo de
camada interna de 4 mm de profundidade.

4.6.1.3 Drogas Antimicrobianas

Foram utilizados farmacos representativos das classes de antimicrobianos: beta-
lactamicos (penicilinas e cefalosporinas de 12 2% 32 e 4% geracdo), fenicois, tetraciclinas,
quinolonas, aminoglicosideos, carbapenens, inibidores de folatos e nitrofuranos (Quadro 7).

O critério de escolha das drogas antimicrobianas teve por base drogas empregadas sob o
ponto de vista humano e veterinario e a orientacdo da Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
guanto aos antimicrobianos utilizados no monitoramento da resisténcia bacteriana.
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Quadro 7 — Drogas antimicrobianas (MARCA OXOID) utilizadas na avaliacdo do perfil de

suscetibilidade antimicrobiana.

ANTIMICROBIANOS SIGLA
Fenicois Cloranfenicol CHL
Beta-lactamicos
Penicilinas Ampicilina AMP
Cefalosporinas Cefalotina CEP
Cefoxitina FOX
Ceftriaxona CRO
Cefepime FEP
Ceftazidima CAZ
. . Estreptomicina STR
Aminoglicosideos Gentamicina GEN
. Acido nalidixico NAL
Quinolonas Ciprofloxacina CIP
Tetraciclinas Tetraciclina TCY
Carbapenens Imipenem IPM
Antifolatos Sulfametoxazol-trimetoprim SXT
Nitrofuranos Nitrofurantoina NIT

4.6.1.4 Execucdo da Técnica

A semeadura foi realizada com auxilio de swab em trés dire¢des (horizontal, vertical e
diagonal) e ap6s absorcdo do indculo, os discos de antimicrobianos depositados com auxilio

de dispensador (OXOID). As placas foram incubadas a 35°C durante 18 -24 horas.

4.6.1.5 Leitura e Interpretacdo dos Resultados

Apbs o tempo de incubacdo, realizou-se a leitura do didmetro do halo com auxilio de
paquimetro digital (MITUTOYO - Absolute Digimatic). Os valores obtidos foram
interpretados, segundo CLSI (2011) na tabela padrdo de interpretacdo do teste de
suscetibilidade antimicrobiana pelo método disco-difusdo (Quadro 8).
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Quadro 8 - Padrdo de interpretacdo do teste de suscetibilidade aos antimicrobianos pelo
método de difusdo de disco em agar, segundo CLSI (2011).

Agente Antimicrobiano ConceSitSr?géo el Diametro da Zona (mm)
S 1 R

Ampicilina 10 ug >17 14 -16 <13
Cefalotina 30ug >18 15-17 <14
Ceftriaxona 30ug >23 20-22 <19
Cefoxitina 30ug >18 15-17 <14
Cefepime 30ug >18 15-17 <14
Ceftazidima 30ug >21 18 -20 <17
Ceftiofur 30 ug >18 1517 <14
Gentamicina 10ug >15 13-14 <12
Tetraciclina 30ug >15 12 -14 <11
Ciprofloxacina 5ug >31 21 -30 <20
Acido Nalidixico 30ug >19 14-18 <13
?‘;’i';?::g;?ixrzzo" 1.25/23.75g >16 11-15 <10
Cloranfenicol 30ug >18 13-17 <12
Nitrofurantoina 300ug >17 15-16 <14
Estreptomicina 10 ug >15 12-14 <11

4.6.2 Método de Microdiluicdo

4.6.2.1 Preparo da Solugédo Antimicrobiana

Foi preparada uma solugéo antimicrobiana na concentracdo de 10mg/mL, utilizando-se
os solventes e diluentes recomendados de acordo com o CLSI 2011 (Quadro 9).

Quadro 9 - Solvente e diluente utilizado no preparo da solucdo antimicrobiana, de acordo

com o CLSI (2011).

ANTIMICROBIANO SIGLA MARCA SOLVENTE DILUENTE
. Tampé&o Fosfato, A
Ceftiofur CFT SIGMA 0H6.0. 0.1 mol/L. Agua
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Ap0s seu preparo, a solucdo foi filtrada em membrana Millipore 0,2um, distribuida em
aliquotas de 2 mL e acondicionada em tubos de criopreservacdo, devidamente rotulados e
mantidos em freezer a — 20°C.

4.6.2.2 Preparo das Placas de Microtitulagio

Para a realizacdo desta técnica foi utilizado o Caldo Mueller-Hinton CAMHB-OXOID
(CLSI 2011), previamente preparado de acordo com as recomendacGes do fabricante,
ajustando o pH entre 7,2 e 7,4 a cada partida de meio.

Posteriormente, foi acrescido ao Caldo CAMHB o volume de solugéo antimicrobiana
previamente preparada tomando-se por base as concentragcdes recomendadas pelo CLSI.

Foi distribuido 50pL de meio de cultura (acrescido de solucdo antimicrobiana), em
placas de microtitulacdo esterilizadas, contendo 96 orificios. Estas foram vedadas com
parafilme e armazenadas a — 20°C.

4.6.2.3 Preparo do Indculo
O preparo do indculo seguiu 0s mesmos procedimentos descritos no item 4.6.1.1.

4.6.2.4 Execucdo da Tecnica de Microdiluigdo

Para a Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria em placas de microtitulacéo,
foram retirados 50pl do in6culo e adicionado nas microplacas previamente sensibilizadas com
caldo CAMHB + solucdo antimicrobiana em diferentes concentrac6es. Estas foram incubadas
por 18 a 24h/35°C.

4.6.2.5 Interpretacéo e divulgacdo dos resultados

Para a realizacdo da leitura, as microplacas foram colocadas em superficie escura nao
reflexiva, para observar a presenca ou auséncia de turvacgdo. A leitura é efetuada com base na
observacdo de turbidez do Gltimo orificio com crescimento bacteriano e interpretada de modo
quantitativo ou qualitativo, cujos critérios integrados, sdo apontados e revisados anualmente
pelo CLSI (Quadro 10).

Quadro 10- Padrdo de interpretacdo do teste de suscetibilidade aos antimicrobianos pelo
método de microdiluicdo, segundo CLSI (2011).

Agente Padréo de Interpretacdo do MIC (pug/mL)
Antimicrobiano S | R
Ceftiofur <2 4 > 8
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4.6.3 Controle de Qualidade do Teste

Para o controle na qualidade de execucdo e confiabilidade dos resultados obtidos,
foram continuamente empregados cepas padrdo (Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia
coli ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC
29213 e Enterococcus faecalis ATCC 29212), sob as mesmas condic¢des de meios de cultivo e
incubacgéo, segundo CLSI, 2009/ 2010/ 2011 (Quadro 11).

Quadro 11 — Cepas padréo utilizadas no controle de qualidade do teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos, CLSI (2009/2010/2011).

CEPAS PADRAO CONTROLE DE QUALIDADE

Escherichia coli Avaliacdo geral dos discos de antimicrobianos, inclusive associacdes

ATCC 25922 de inibidores de B-lactamases; controle negativo para B-lactamase.

Escherichia coli Avaliacéo de antibioticos associados a inibidores de B-lactamases

ATCC 35218

Staphylococcus aureus Avaliacéo geral dos discos de antimicrobianos

ATCC 29213

Pseudomonas aeruginosa Avaliacdo do contetido de cétions divalentes (Ca™ e Mg*’) e o

ATCC 27853 conteddo de ions zinco. Avalia a qualidade dos aminoglicosideos,
tetraciclinas e polimixina.

Enterococcus faecalis ATCC 29212 | Avalia conteddo de timina, se elevado antagoniza sulfas e sua
associacao ao trimetoprim

Os resultados foram registrados e avaliados quanto aos niveis aceitaveis, de acordo
com os valores referentes aos pontos de corte das cepas utilizadas como controle, segundo
CLSI, 2009/2010/2011 (Quadro 12).
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Quadro 12 - Limites aceitaveis em cepas padrdo utilizadas no controle de qualidade do teste
de suscetibilidade aos antimicrobianos, CLSI (2009/2010/2011).

S. aureus E. coli P. aeruginosa E. coli E. faecalis
Amifn?ceggiano ATCC® 29213 ATCC® 25922 ATCC®27853 | ATCC® 35218 | ATCC® 29212

mm  pg/mL | mm pg/mL mm  pg/mL | mm pg/mL | mm  pg/mL
Ampicilina 27-35 | 05-2 16-22 2-8 - - 6 >32 - 0,5-2
Cefoxitina 23-29 1-4 23-29 2-8 - - - - - -
Ceftriaxona 22-28 1-8 29-35 0,03-0,12 |17-23 1-4 - - - -
Cefalotina 29-37 | 0,12-05 | 15-21 4-16 - - - - - -
Cefepime 23-29 1-4 31-37 0,015-0,12 | 24-30 0,5-4 - - - -
Ceftazidima 16-20 | 4-16 25-32 | 0,06-05 22-29 1-4 - - - -
Ceftiofur 27-31 | 0,25-1,0 | 26-31 0,25-1 14-18 | 16-64 - - - -
Cloranfenicol 19-26 2-16 21-27 2-8 - - - - - 4-16
Ciprofloxacina 22-30 | 0,12-0,5 | 30-40 0,004-0,015 | 25-33 0,25-1 - - - 0,25-2
Gentamicina 19-27 | 0,12-1 19-26 0,25-1 16 -21 0,5-2 - - - 4-16
Nitrofurantoina | 18-22 8-32 20-25 4-16 - - - - - 4-16
Tetraciclina 24-30 | 012-1 | 1825 0,5-2 - 8-32 - - - 8-32
_S;Jrlifﬁ]gitgﬁz‘m' 2432 |<0,59,5 | 2329 | <0,59.5 i Sz |- ] N

4.7 Deteccao de Genes de Resisténcia pelo Método de PCR
4.7.1 Amostragem

Para a caracterizacdo de genes de resisténcia foi utilizada a técnica da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), em cepas que apresentaram o perfil intermediario ou resistente
para as classes quinolonas/fluoroquinolonas, beta-lactamicos (cefalosporinas de 32 e 42
geracdo) e aminoglicosideos.

4.7.2 Extracdo e Quantificacdo do DNA

ApoGs crescimento em Caldo Tripticase Soja - TSB (MERCK) a 37°C/18h, uma
aliquota de 1,5 mL da suspensao bacteriana foi transferida para tubo Eppendorf. A extragédo
do DNA foi realizada através da adsor¢éo seletiva do &cido nucléico em membrana de silica
gel, seguindo as recomendacGes descritas no KIT DNEASY TISSUE (QIAGEN). O DNA
purificado foi quantificado em Nanodrop (ND-1000 Spectrophotometer Uniscience) e a
concentracéo final padronizada em 50nm.
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4.7.3 Primers empregados na caracterizacio de genes de resisténcia

As sequéncias de nucleotideos iniciadores - “primers" (aDNA) utilizadas para a
deteccdo de cassetes génicos estdo descritos no Quadro 13 e incluem genes relacionados a
resisténcia aos beta-lactamicos (blacwmy, blactx-m); quinolonas (gyrB, gnrA,B, S, integrase e o
gene rrs para o controle da reagcdo multiplex) e aminoglicosideos (aac(3”)-lla, aac(6’)-Ib,
integrase, integron variavel).

Quadro 13 — Sequéncia de nucleotideos empregados na caracterizacdo de genes de
resisténcia em Salmonella spp.

Produto A
A 1 3 9 9
Gene Sequéncia do Primer 5° -3 Amplificado Referéncia Bibliografica
gyrB F GGACAAAGAAGGCTACAGCA CHAU et al., 2007
880pb
R CGTCGCGTTGTACTCAGATA
F GACAGCCTCTTTCTC AAERESTRUP et al., 2004
920pb
blacwy R TGGAACGAAGGCTAC
blacTx.m ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC LARTIGUE et al., 2004
593pb
R  TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCA P PITOUT et al., 2008
ATTTCTCACGCCAGGATTTG
gnrA 516pb
R GATCGGCAAAGGTTAGGTCA
F GATCGTGAAAGCCAGAAAGG
nrB
g R ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 469pb PITOLY @iall, 2008
ROBICSEK et al., 2006
F ACGACATTCGTCAACTGCAA
nrS
a R  TAAATTGGCACCCTGTAGGC 417pb
F GGATTAGATACCCTGGTAGTCC
rrs
R  TCGTTGCGGGACTTAACCCAAC 320pb
aac(6’) - Ib F  TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA PARK et al., 2006
482pb
R  CTCGAATGCCTGGCGTGTTT
”) - F CGCTAAACTCCGTTACC
£ () =l 325pb DIAZ et al., 2004
R  TAGCACTGAGCAAAGCC
integrase F  CCTCCCGCACGATGATC PEIRANO et al., 2006
R  TCCACGCATCGTCAGGC 250pb
|ntegron F AAGCAGACTTGACCTGA ) PEIRANO et al., 2006
variavel VARIAVEL
R GGCATCCAAGCAGCAAG
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4.7.4 Preparo do MASTER MIX

Para a reacdo em cadeia da polimerase foram preparadas solugdes de 25uL de Master
Mix Platinum (INVITROGEN) nas concentragdes apontadas no Quadro 14:

Quadro 14— Componentes e concentracOes utilizadas no preparo do MIX para PCR

Componentes Concentracéao Final Objetivo

Tampao 1X Estabilizacdo o pH da reacdo

MgCl, 1.5mM Co-_fator da enzima Taq DNA
polimerase

DNTP 0,2mM Sintese de DNA

Primers 1.0 uM/20 picomol Ollgqn_ucIeNOtldeo complementar para a
amplificacao

Tag DNA Ligacdo dos oligonucleotideos a fita

polimerase 0.025 Uiul molde de DNA

DNA molde lug DNA a ser analisado

4.7.5 Condicoes de Amplificacdo

O material foi amplificado em termociclador (THERMO PX2 Thermal Cycler), cujas
condicgOes estdo descritas no Quadro 15.

4.7.6 Corrida e Visualizacéo do Perfil Molecular

Os produtos da PCR foram avaliados por eletroforese em gel de Agarose 1%
(SIGMA) em tampdo TBE 1X (Tris Base 90 mM, Acido Bérico 90 mM, EDTA 20 mM
pHB8,0 - ROCHE) em 100V por 1 hora. Foi utilizado como referéncia o marcador de peso
molecular eletivo de 1-kb (ladder-Gibco BRL). O gel foi corado em solucdo Brometo de
Etidio (10ud/mL) durante 10 minutos e posteriormente visualizado em sistema de
fotodocumentacéo (Image Quant 300, GE).
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Quadro 15 - CondicGes de amplificacdo empregadas na caracterizagdo de genes de

resisténcia.
GENES CONDICOES DE AMPLIFICACAO

Desnaturacdo Inicial 94°C 4 min, 1ciclo

gyrB 94°C 1min, 61°C 30 seg, 72°C 1 min - 30 ciclos
Extensé&o final 72°C 10 min, 1 ciclo - 4
Desnaturag&o Inicial 94°C 4 min, 1ciclo

blacmy 94°C 1min, 55°C 1 min, 72°C 1 min - 30 ciclos
Extensao final 72°C 10 min, 1 ciclo - 40
Desnaturagéo Inicial 94°C 5 min, 1ciclo

blacTx-m 94°C 45 seg, 61°C 45 seg, 72°C 45 seg - 30 ciclos
Extensdo final 72°C 10 min, 1 ciclo - 4o

qnrA Desnaturacéo Inicial 94°C 6 min, 1ciclo

qnrB 94°C45 seg, 53°C 45 seg, 72°C 1 min - 30 ciclos

gnrS

s Extensdo final 72°C 7 min, 1ciclo - 4w
Desnaturagéo Inicial 94°C 2 min, 1ciclo

aac (6”) - Ib 94°C 45 seg, 55°C 45 seg, 72°C 45 seg - 34 ciclos
Extensdo final 72°C 30 seg, 1 ciclo - 4
Desnaturacéo Inicial 94°C 2 min, 1ciclo

aac(3”) - lla 96°C 15 seg, 55°C 30 seg, 70°C 3 min - 25 ciclos
Extensdo final 70°C 15 min, 1 ciclo - 4o
Desnaturacéo Inicial 94°C 10 min, 1ciclo

integrase 94°C 1 min, 55°C 30 seg, 72°C 1 min - 35 ciclos
Extenséo final 72°C 10 min, 1 ciclo - 400
Desnaturacéo Inicial 94°C 5 min, 1ciclo

Integron

variavel 94°C 1min, 54°C 1 min, 72°C 5 min - 35 ciclos
Extenséo final 72°C 10 min, 1 ciclo - 400
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5 RESULTADOS

A reavaliacdo das 243 cepas isoladas de carcacas de frango congeladas e resfriadas
confirmaram seu perfil bioquimico, antigénico e integridade de suas caracteristicas.

Foram identificados 9 sorogrupos distintos, cuja distribuicdo encontra-se apresentada
no Gréfico 1.

7%

2% 1%

B 0:4(B)

= 0:7(Cl)

= 0:8 (C2-C3)
0:9(D)

® 0:3,10 (E1)
0:1,3,19 (E4)
0:13(G)

50:18(K)

"0:21(L)

Gréfico 1- Sorogrupos de Salmonella identificados em carcacas de frango congeladas
e resfriadas, no periodo de 2009-2011.

No cémputo geral os sorogrupos O:4 (B), O:7 (C,) e 0:8 (C,-C3) foram os mais
prevalentes representando 69% do total.

Entre os sorogrupos mais frequentes, destacam-se 0:8 (C,-C3) em 45% (17/38) das
cepas avaliadas em 2009; O:7 (C;) e O:4 (B) com percentuais semelhantes equivalentes a
29% (26/89) e 28% (25/89) respectivamente, em 2010; e O:4 (B) em 34% (40/116), seguido
de O:7 (Cy) em 18% (21/116) em 2011 (Gréfico 2).
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Gréfico 2 — Frequéncia anual dos sorogrupos de Salmonella identificados em carcacas de
frango congeladas e resfriadas, no periodo de 2009-2011.

Considerando a distribuicdo dos 5 sorogrupos prevalentes entre os dois grupos de
amostras isoladas, o sorogrupo O:4 (B) foi mais frequente em carcagas resfriadas com o

percentual de 32,7% (52/159) em relacdo aos demais sorogrupos.

Em carcacas congeladas o

sorogrupo O:4 (B) (23,8% - 20/84), O:7 (Cy) (22,6% - 19/84) e O:8 (C,-C3) (20,2% - 17/84)
apresentaram percentuais semelhantes (Grafico 3).
Outrossim, é importante ressaltar que os sorogrupos O:9 (D) e O:21 (L) apresentaram
percentuais mais elevados em carcagas congeladas, equivalendo a 14,3% (12/84) e 12%
(10/84) em relacdo as resfriadas com 7% (11/159) e 5% (8/159) respectivamente (Gréfico 3).
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Gréfico 3 — Frequéncia dos 5 sorogrupos de Salmonella mais prevalentes em carcagas de
frango congeladas e resfriadas.
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Cabe ressaltar ainda que os de menor casuistica, cujo percentual variou entre 1 a 4%,
representados pelos sorogrupos 0:13 (G) e 0:18 (K) s6 foram evidenciados em carcacas
resfriadas (Tabela 1).

Particularmente em relacdo aos sorovares identificados, a avaliagdo geral permitiu
reconhecer 33 sorovares de Salmonella, entre os isolados de carcacas de frango congeladas e
resfriadas (Tabela 1)

Entre os sorovares pertencentes a Salmonella enterica subsp. enterica a distribuicéo
dos 10 prevalentes aponta Mbandaka (10.3% - 25/243), Enteritidis (7% - 18/243), Minnesota
(7% - 18/243), Typhimurium (7% - 17/243), Infantis (6,2% -15/243), Saintpaul (5% -
12/243), Corvallis (4.5% - 11/243) Schwarzengrund (4,5% - 11/243), Hadar (3,7% - 9/243) e
Senftenberg (3.7% - 9/243).

E interessante observar que a Salmonella ser. Mbandaka apresentou maior frequéncia
numérica em 2011 em carcagcas resfriadas e em 2010 entre as carcacgas congeladas, enquanto
cada um dos demais sorovares apresentaram distribuicdo semelhante durante os trés anos de
avaliacdo.

Outrossim, considerando as origens das cepas € interessante apontar que a Salmonella
ser. Heidelberg somente foi caracterizada a partir de carcacgas de frango resfriadas. De modo
semelhante os sorovares Agona e Senftenberg mostraram maior frequéncia a partir desta
fonte. Outro aspecto interessante se da quanto a diversidade de sorovares encontrados em
2011 em cepas isoladas de carcaca resfriadas. Nas congeladas, esta foi observada em 2010 e
2011.

No computo geral, Salmonella ser. Mbandaka (12/159 =7,5%), Infantis (11/179=7,0%)
e Enteritidis (9/159=5,7%) foram mais frequentes em carcacas resfriadas; enquanto em
congeladas apontaram os sorovares Mbandaka (13/84 = 15,5%), Minnesota (10/84 = 11,9%),
Typhimurium (9/84=10,7%).

A frequéncia anual dos sorovares em carcagas resfriadas demonstrou indices maiores
para Kentucky (20% - 6/30) em 2009; Minnesota (11,6% - 5/43), Infantis (11,6% - 5/43) e
Enteritidis (9,3% - 4/43) em 2010; Mbandaka (10,5% - 9/86), Bredeney (8,1% - 7/86) e
Typhimurium (7% - 6/86) em 2011.

Em carcacas congeladas, os 7 sorovares detectados em 2009 (Salmonella ser. Albany,
Bredeney, Give, Hadar, Mbandaka, Muenchen e Panama) apresentaram indices reduzidos
variando entre 1 a 2%; em 2010 sendo mais frequentes Salmonella ser. Mbandaka (24% -
11/46); e em 2011 Salmonella ser. Enteritidis e Typhimurium com percentual equivalente a
(17% - 5/30).
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Tabela 1 - Distribuicdo dos sorovares de Salmonella identificados em carcacas de frango
congeladas e resfriadas.

. CARCAGAS RESFRIADAS ~ CARCAGAS CONGELADAS
SOROGRUPOS N°cepas ~ _aimonellaenterica 00 o010 2011 2000 2000 2011 ' O©
subsp. enterica serovar
Agona 2 2 - 1 - 8
Brandenburg - 1 1 - - - 2
0:4 (B) 73 Bredeney - - 7 1 - - 8
Derby - - 1 - - - 1
Heidelberg 2 2 4 - - - 8
Saintpaul - 3 3 - 2 4 12
Schwarzengrund - 4 5 - 2 - 11
Typhimurium - 2 6 - 4 5 17
0:4,5 2 - 3 - 1 - 6
Infantis - 5 6 - 4 - 15
O:7(Cy 48 Mbandaka 1 2 9 1 11 1 25
Montevideo 1 - - - - - 1
Ohio - 1 1 - - - 2
Tennessee - 2 3 - 1 - 6
Thompson - - - - - 1 1
Albany 2 - 1 1 1 - 5
Bovismorbificans - - 1 - - - 1
Corvallis 2 1 2 - 5 1 11
0:8 (C- C3) 53 Hadar 2 1 2 1 - 3 9
Kentucky 6 - - - 1 - 7
Muenchen - 2 - 2 - 1 5
Newport 1 2 5 - 1 - 9
Enteritidis 2 4 3 - 4 5 18
0:9(D) 23 Ndolo - 1 - - - - 1
Panama - - 1 1 1 1 4
Anatum 2 1 - - - - 3
Give - - 1 1 - - 2
0:3,10 (Ey) 10 ML_Jenster - - 4 - - - 4
Orion - - - - 1 - 1
0:3,10 1 - 1 - - - 2
0:1,3,19 (E,) 9 Senftenberg 3 1 3 - - 2 9
Grumpensis - - 1 - - - 1
0:13 (G) 5 Worthington - - 4 - . . 4
0:18 (K) 3 Cerro - - 3 - - - 3
0:21 (L) 18 Minnesota - 5 3 - 6 4 18
Salmonella enterica subsp. arizonae - - - - - 1 1
Salmonella enterica subsp. diarizonae 1 - - - - 1 2
TOTAL 30 43 86 8 46 30 243
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Sob o0 ponto de vista geografico, o maior numero de cepas foi encaminhado pela
regido Sul (42,7% - 104/243), seguido da regido Centro-Oeste (39,4% - 85/243), Sudeste
(20,2% - 49/243), Nordeste (1,6% - 4/243) e Norte (0,4% - 1/243).

A distribuicdo apontada na Figura 1 permite observar que a circulacdo dos sorovares
varia de regido para regido. No Sul do Brasil, 17 foram detectados no Estado do Parana, 14
em Santa Catarina e 8 no Rio Grande do Sul. Na regido Centro-Oeste foi possivel detectar 24
sorovares distintos no Mato Grosso, 11 em Goias e 3 no Mato Grosso do Sul. No sudeste,
observa-se 14 sorovares em S&o Paulo e 2 em Minas Gerais; a semelhanga com a Bahia, no
Nordeste do pais, onde foram detectados 4 sorovares e no Norte, representado pelo Para
apenas 1 sorovar.

Agona (2)
Albany (2)
g(r)evdlz?eoyrt();f)lcans @ Schwarzengrund (1)
Corvallis (1)
Derby (1)
Enteritidis (4)
Give (1)
Grumpensis (1)
Hadar (3)
Infantis (5)
Mbandaka (9)
Minnesota (1) ﬁ:ﬁﬂym((ll))
mj elnst(ir) “) Mbandaka (2)
olo
Saintpaul (4) Panama (1)
Newport (4) \
Ohio (1) Cerro (3)
Saintpaul (4) Senftenberg (1)
Schwarzengrund (2)
Senftenberg (2) Agona (1) Mbandaka (1)
Tennessee (4) Albany (1) — Muenchen (2) Agona (2) Kentucky (6)
Typhimurium (1) Bredeney (1) Newport (2) Albany (1) Mbandaka (1)
Worthington (3) Give (1) Panama (1) Anatum (2) Montevideo (1)
HAten(l) Corvallis (2)  Newport (1)
Infantis (2) Enteritidis (4)  Saintpaul (3)
Schwarzengrund (1) Hadar (4) Senftenberg (3)
Heidelberg (2 Typhimurium (5)
Brandenburg (1)
Enteritidis (1) Agona (1) Newport (1)
Minnesota (4) Corvallis (1)  Ohio (1)
Enteritidis (3) Panama (1)
Infantis (2) Saintpaul (1)
Mbandaka (1)  Schwarzengrund (2)

Minnesota (2)  Senftenberg (2)

Schwarzengrund (2)
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Enteritidis (6)  Orion (1)
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Heidelberg (2) Schwarzengrund (3)
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Mbandaka (10) Typhimurium (6) Heidelberg (4) (' ) - N° de cepas identificadas
Minnesota (10) Infantis (1)
Mbandaka (1)
Minnesota (1)

Figura 1 — Distribuigdo geogréafica dos sorovares de Salmonella enterica subsp. enterica
isoladas de carcagas de frango resfriadas e congeladas, no periodo de 2009-2011.
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Quanto a avaliacdo da suscetibilidade aos antimicrobianos, as 194 cepas (46 de
carcacas de frango congeladas e 148 de carcagas de frango resfriadas) confirmaram seu perfil
inicial, sendo caracterizadas 70% (135/194) resistentes a uma ou mais droga, 17% (33/194)
sensiveis e 13% (26/194) intermediarias. No computo geral foi possivel reconhecer 57 perfis
distintos com variacdo entre 1 a 7 marcos de resisténcia, cuja distribui¢cdo pode ser observada

na Tabela 2.

Tabela 2 - Perfis de resisténcia detectados em Salmonella spp. isoladas de carcagas de frango
congeladas e resfriadas, no periodo de 2009-2011.

PERFIL DE N° DE PERFIL DE N° DE PERFIL DE N° DE
RESISTENCIA CEPAS RESISTENCIA CEPAS RESISTENCIA CEPAS
AMP 5 TCY,NAL 3 AMP,FOX,FEP,CAZ 1
CIP TCY,SXT 2 AMP,TCY,CRO,GEN 1
GEN 4 AMP,FOX,CAZ 6 AMP, TCY, STR, GEN 1
NAL 24 AMP,FOX,CRO 1 AMP, FOX,CRO,GEN,CFT 3
NIT AMP,TCY,CRO 1 AMP, TCY,FOX,CRO,NAL 1
STR 3 AMP, TCY ,NAL 1 AMP,FOX,CRO,SXT,NIT 1
TCY 10 AMP,TCY,STR 5 AMP, TCY,FOX,CRO,STR 1
AMP,CRO 1 FOX,CAZ,STR 1 AMP, TCY,GEN,NAL,STR 2
AMP,FEP 1 NAL,FOX,CFT 1 AMP, TCY,STR,NAL,SXT 1
CHL,GEN 1 NAL,SXT,STR 1 AMP, TCY,SXT,NIT,STR 1
CHL,TCY 1 TCY,GEN,SXT 1 TCY,GEN,NAL,NIT,STR 1
AMP,NIT 1 TCY,NAL,NIT 2 AMP,CHL,TCY,CIP,NAL,STR 1
AMP,SXT 1 TCY,NAL,STR 2 AMP, CHL,FOX,CRO,NAL,SXT 1
AMP,TCY 1 TCY,STRNIT 1 AMP,TCY,FOX,CRO,GEN,CFT &
GEN,STR 1 TCY,STR,SXT 1 AMP, TCY,FOX,CRO,NAL,CFT 1
TCY,STR 5 AMP,CEP,CRO,NAL 1 AMP,TCY ,FOX,GEN,NAL,CFT 1
TCY,CIP 1 AMP,CEP,FOX,CRO 1 AMP,CHL,FOX,CAZ,STR,NAL,NIT 1
NAL,NIT 14 AMP,FOX,CRO,CAZ 1 AMP,CHL,TCY,GEN,NAL,SXT,NIT 1
NAL,STR 1 AMP,FOX,CRO,CFT 1 AMP,TCY,FOX,CRO,GEN,NAL,CFT 1

AMP- Ampicilina; CHL — Cloranfenicol; TCY- Tetraciclina; FOX — Cefoxitina; CRO — Ceftriaxona; CFT —
Ceftiofur; CAZ — Ceftazidime; FEP — Cefepime; GEN — Gentamicina; STR — Estreptomicina; NAL — Acido
Nalidixico; CIP — Ciprofloxacina; NIT — Nitrofurantoina

Durante o periodo de andlise, o aumento gradual nos percentuais de resisténcia foi
observado entre 2009 (19,6% - 29/148) e 2011 (29,7% - 44/148) em carcacas de frango
resfriadas. Nas congeladas, a resisténcia foi observada a partir de 2010 em 24% (11/46) das
cepas analisadas, elevando-se para 37% (17/46) no ano de 2011.
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Graéfico 4 — Perfil de suscetibilidade de Salmonella spp. isoladas de carcacas de frango
congeladas e resfriadas, no periodo de 2009 a 2011.

A evolucdo da resisténcia as oito classes de drogas avaliadas entre 2009 e 2011
apontou aumento para os beta-lactamicos a partir de 2010. indices representativos foram
encontrados para quinolonas em 2009 (73% -24/30), com reducdo significativa para 21%
(23/107) em 2011. Para as fluoroquinolonas este foi de7% (2/30) em 2009 e 1% (1/107) em
2011. Naquelas proscritas como nitrofuranos, houve redugdo acentuada com percentual de
37% (11/30) em 2009 e 4% (4/107) em 2011. Resultados semelhantes foram também obtidos
para os fenicois, bem como para antifolatos com niveis médios entre 3 a 9% durante o
periodo de andlise. Assinala-se ainda que a totalidade das cepas apresentou sensibilidade
para a classe dos carbapenens (Grafico 5).
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Gréfico 5 — Evolucdo da resisténcia antimicrobiana em Salmonella spp. isoladas de
carcagas de frango congeladas e resfriadas, no periodo de 2009 a 2011.
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Particularmente, entre as cepas de Salmonella spp. isoladas de carcacas de frango
congeladas foi observada a resisténcia a 6 classes de antimicrobianos (excecéo dos fenicois e
carbapenens), com percentuais mais elevados para quinolonas e aminoglicosideos em 2010 (=
13%) e tetraciclinas em 2011 (= 24%). A evolugdo nesta fonte permitiu evidenciar aumento
para 0s percentuais de beta-lactamicos de 2% (1/46) em 2010 para 15% (7/46) em 2011 e
niveis médios em torno de 2 e 4% para antifolatos e nitrofuranos (Dados ndo representados
em tabela).

Em carcagas resfriadas, a resisténcia foi evidenciada em todas as classes analisadas,
com énfase para 0 aumento observado nas quinolonas, cujo percentual foi equivalente a 15%
(23/148) em 2009 e os beta-lactamicos que em 2010 e 2011 apresentaram 11% (17/148) e
18% (27/148) respectivamente. Inversamente foi evidenciado para nitrofuranos que obtiveram
taxas reduzidas de 7% (11/148) em 2009 para 2% (3/148) em 2011 (Dados néo
representados em tabela).

Entre os perfis detectados em carcacas congeladas, a resisténcia igual ou menor que 2
classes de antimicrobianos (< 2) se manteve em torno de 40% nos anos de 2010 e 2011.
Multirresisténcia — MDR ou resisténcia igual ou maior que trés classes de antimicrobianos (>
3) foi evidenciada em 3 cepas (16% - 3/19) em 2010 elevando-se para 6 (24% - 6/27) em
2011.

Nas resfriadas, 94% (28/30) das cepas apresentaram resisténcia a < 2 classes em
2009, com reducéo a partir de 2010, alcangcando 37,5% (30/80) em 2011. Em contraposigéo,
a resisténcia a > 3 classes aumentou em 2010 (26,3% - 10/38) e se manteve em torno de
17,5% (14/80) em 2011. Paralelamente, o perfil intermediario determinado a partir de 2010
apresentou indices equivalentes a 2,6% (1/38) acentuando-se em 2011 (15/148) (Gréfico 6).
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Gréfico 6 - Suscetibilidade antimicrobiana em Salmonella spp. isoladas de carcagas de frango
congeladas e resfriadas, no periodo de 2009 a 2011
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No cémputo geral, o perfil de suscetibilidade permitiu identificar que 17,5% (34/194)
cepas apresentaram resistentes a mais que 3 classes de antimicrobianos (Multirresisténcia —
MDR), sendo esta caracteristica detectada em apenas um sorovar em 2009, 10 sorovares em
2010 e 11 em 2011, conforma apresentado na Tabela 3. Particularmente foram mais
frequentes em Salmonella ser. Heidelberg isoladas no periodo de 2010 a 2011, Mbandaka em
2010, e Typhimurium em 2011.

Tabela 3 — Distribuicdo dos sorovares de Salmonella multirresistentes de acordo com ano e
fonte de isolamento.

2009 2010 2011
CcC CR cC CR CcC CR
Salmonella Hadar (1) Corvallis (1) Brandenburg (1)  Hadar (1) Brandenburg (1)
ser. Mbandaka (1) Heidelberg (2)  Typhimurium (3) Bredeney (1)
Albany (1) Mbandaka (2) Saintpaul (1) Derby (1)
Minnesota (1) Enteritidis (1) Enteritidis (1)
Saintpaul (1) Heidelberg (2)
Schwarzengrund (1) Minnesota (1)
Tennesse (1) Muenster (1)
Typhimurium (1) Newport (1)

Typhimurium (5)

() —NP° de cepas; CC — Carcagas Congeladas; CR — Carcacas Resfriadas

Foram reconhecidos 25 padrbes distintos, destacando-se especialmente aqueles com
mais de 5 marcos de resisténcia, encontrados em 2010 em Salmonella ser. Tennesse,
Brandenburg, Schwarzengrund e Heidelberg e em 2011 nos sorovares Newport, Enteritidis,
Typhimurium, Minnesota, Muenster, Heidelberg e Saintpaul, conforme descrito na Tabela 4.
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Tabela 4 - Distribuicdo dos perfis de multirresisténcia detectados nos diferentes sorovares de

Salmonella, de acordo com ano e fonte de isolamento.

ANO SOROVARES

PERFIS DE MULTIRRESISTENCIA

CARCACAS CONGELADAS N CARCACAS RESFRIADAS N
2009 Hadar TCY,NAL,NIT 1
Minnesota AMP, TCY, STR 1
Mbandaka AMP, TCY, STR AMP, TCY, STR 2
2010 Albany NAL, SXT, STR
Saintpaul TCY, GEN, SXT 1
Corvallis TCY, NAL, NIT
Typhimurium TCY, STR, SXT 1
Tennessee AMP, TCY, STR, GEN 1
Brandenburg AMP, TCY, STR, NAL, SXT 1
Schwarzengrund AMP, TCY,SXT,NIT, STR 1
Heidelberg AMP,TCY,GEN,NAL,STR 1
TCY,GEN,NAL,NIT,STR 1
Typhimurium AMP,TCY,STR,GEN,NAL AMP, TCY,NAL 1
AMP,TCY, FOX,CRO,NAL,CFT AMP,TCY,STR 1
2011 AMP,TCY,FOX,CRO,GEN,NAL,CFT AMP,TCY,FOX,CRO,STR 1
AMP, TCY,FOX,GEN,NAL,CFT 1
AMP,CHL,TCY,GEN,NAL,SXT,NIT 1
Derby TCY,NAL,STR 1
Hadar TCY,STR,NIT
Bredeney AMP,CRO,GEN,NAL 1
Brandenburg AMP,TCY,CRO,GEN 1
Newport AMP, TCY,FOX,CRO,NAL 1
Enteritidis AMP,FOX,CRO,SXT,NIT
Minnesota AMP,CHL, TCY,CIP,NAL,STR 1
Muenster AMP, CHL,FOX,CRO,NAL,SXT 1
Heidelberg AMP, TCY,FOX,CRO,GEN,CFT
Saintpaul AMP, TCY, FOX,CRO, GEN, CFT
Enteritidis AMP,CHL,FOX,CAZ STR,NALNIT 1

AMP- Ampicilina; CHL — Cloranfenicol; TCY- Tetraciclina; FOX — Cefoxitina; ; CRO — Ceftriaxona; CFT — Ceftiofur; CAZ — Ceftazidime;

FEP — Cefepime; GEN — Gentamicina; STR — Estreptomicina; NAL — Acido Nalidixico; CIP — Ciprofloxacina; NIT — Nitrofurantoina
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Considerando a resisténcia observada para os beta-lactamicos, o marco ampicilina foi
detectado em 26,2% (51/194) das cepas. Quanto a cefalosporinas de 32 geragdo de uso
terapéutico humano foi observada em 2009 em Salmonella ser. Agona e O:4,5 com
percentual de 1% (2/194). Em 2010, esta caracteristica foi observada em 4 sorovares e 2011
em 10 sorovares.

Outrossim, para aquelas de uso veterinario (ceftiofur), embora tenha sido avaliada
somente em 2011, esta caracteristica foi detectada tanto em sorovares que apresentavam perfis
de resisténcia para drogas de uso humano, quanto em sorovares de reduzida disseminagéo,
como por exemplo a Salmonella ser. Worthington detectada somente em carcacas resfriadas.
(Tabela 5)

Tabela 5 — Distribuicdo dos sorovares de Salmonella enterica subsp. enterica isoladas de
carcacas congeladas e resfriadas de frango resistentes a cefalosporinas de uso humano e
veterinario.

2009 2010 2011

Agona (1) Agona (2) Brandenburg (1)

0:45(1) Infantis (4) Enteritidis (2)
Newport (1) Heidelberg (3)

Schwarzengrund (1)  Infantis (2)
Minnesota (2)
USO HUMANO Muenster (1)
Newport (3)
Saintpaul (2)
Schwarzengrund (1)
Typhimurium (3)

Heidelberg (2)
Minnesota (1)
3 Newport (2)
USO VETERINARIO ND ND Saintpaul (2)
Typhimurium (3)
Worthington (1)

ND — Né&o determinado, ( ) - N° de cepas resistentes

Ainda sob o aspecto de resisténcia as cefalosporinas de 3% geracdo, o0s resultados
encontrados apontam elevacdo acentuada em carcacas de frango resfriadas, com indices
correspondentes a 7% em 2009 (2/30), 21% em 2010 (8/38) e 20% em 2011 (16/80). Nas
congeladas, esta progressdo foi observada em 22,2% das cepas (6/27) a partir de 2011
(Grafico 7).
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Gréfico 7 — Evolucdo da resisténcia a cefalosporinas de 32 geracdo em cepas de Salmonella
spp. isoladas de carcacas de frango congeladas e resfriadas, no periodo de 2009 a 2011.

Quanto as fluoroquinolonas, a resisténcia foi observada em 7% das cepas (2/30) em
2009, com reducdo a partir de 2010, alcangando 1% (1/107) em 2011, envolvendo os
sorovares Newport, Senftenberg e Minnesota.

Em relacdo aos aminoglicosideos foram evidenciados percentuais de resisténcia de 11
% (21/194) para gentamicina e 15% (30/194) para estreptomicina.

Quando esta avaliagdo se faz com o tipo de carcaca é possivel observar que em
congeladas os percentuais foram iguais a 9% (4/46) para gentamicina e 13% (6/46) para
estreptomicina. Em semelhanca, os indices encontrados em resfriadas, foram 10% (17/148) e
14% (21/148) respectivamente.

Para drogas de uso proibido pelo MAPA, no computo geral os resultados indicam um
percentual de 27% (52/194) para tetraciclinas, 12% (23/194) para nitrofuranos 3,0% (6/194)
para cloranfenicol.

Quando avaliados isoladamente em carcacas resfriadas, 13% (4/30) foram resistentes
para tetraciclinas em 2009, 37% (14/38) em 2010 e 22,5% (18/80) em 2011. Inversamente foi
observado para nitrofuranos, com 37% (11/30) em 2009, 15,7% ( 6/38) em 2010 e 2,5%
(2/80) em 2011. Enquanto para cloranfenicol a resisténcia nesta fonte so foi observada em
2011 em 7,5% das cepas (6/80).

J& os resultados evidenciados em carcagas congeladas, os percentuais para tetraciclinas
apontaram 21% (4/19) em 2010 com progressao para 40,7% (11/27) em 2011. Para
nitrofuranos foi evidenciada em 11% (2/19) em 2010, com uma reducdo para 7,4% (2/27) em
2011. A totalidade das cepas se apresentou sensivel para cloranfenicol .
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A caracterizacdo dos genes de resisténcia pelo método da PCR entre cepas que
apresentavam perfis resistente, intermedidrio ou com sensibilidade reduzida para
cefalosporinas de 3% geracdo (genes blacwy e blacrxv), quinolonas (genes gyrB, gnr e
integrase), aminoglicosideos (aac(3)-1la, aac(6’)-1b e integrase) encontram-se discriminados
na Tabela 6.

Tabela 6— Avaliacdo do padrdo molecular de genes de resisténcia em Salmonella spp. pelo
método da PCR.

CARCACAS RESFRIADAS CARCACAS CONGELADAS

GENES DE N° de cepas N° de cepas N° de cepas N° de cepas
RESISTENCIA avaliadas positivas avaliadas positivas

R | Sr R | Sr R | Sr R | Sr
blacyy 26 - 105 13 - 3 6 - 29 3 - -
blacrx-m 26 - 21 6 - 4 6 - 5 1 - 0
gyrB 52 - - 23 - - | - - 3 - .
gnrA 52 - - - - - 15 - - - - -
gnrB 52 - - 7 - - 15 - - 2 - -
gnrS 52 - - 2 - - 15 - - 0 - -
aac(3”) - lla 34 - - - - - 12 - - 1 - -
aac(6’) - Ib 34 - - - - - 12 - - 0 - -
integrase 71 11 5 15 0 1 21 8 1 4 0 0

R — perfil resistente; | — perfil intermedidrio; Sr — sensibilidade reduzida.
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No cémputo geral, em 166 cepas que apresentaram resisténcia (32) ou sensibilidade
reduzida (134) a cefalosporinas de 32 geragdo, a presenca do gene blacuy foi evidenciada em
12,2% (16/131) cepas isoladas de carcacas de frango resfriadas e 8,6% (3/35) de carcacas
congeladas, perfazendo um total de 19 cepas (11,4% - 19/166) (Tabela 6).

Particularmente aquelas resistentes a cefalosporinas de 32 geracéo, a presenca do gene
blacmy foi evidenciada em 50% (13/26) dos isolados de carcacas de frango resfriadas e 50%
(3/6) de congeladas, demonstrando similaridade entre os resultados. Entre as cepas com
sensibilidade reduzida para esta droga, a positividade para este gene foi observada em 3 cepas
isoladas de carcacas resfriadas (2,9% - 3/105) (Tabela 6).

Entre os sorovares positivos para o gene blacwy, destacam-se Salmonella ser. Hadar
isolada em 2009, 7 cepas em 2010 pertencentes aos sorovares Agona, Infantis e Newport, e 11
cepas em 2011 distribuidas entre os sorovares Saintpaul, Typhimurium, Schwarzengrund,
Albany, Newport, Minnesota, Brandenburg, Senftenberg e Infantis, conforme descrito na
Tabela 7.

Quanto a caracterizacdo do gene blactx.m observado entre as 58 cepas analisadas,
apontaram que 21,2% (10/47) foram detectados em Salmonella spp. isoladas de carcagas de
frango resfriadas e apenas 9% (1/11) nas congeladas (Tabela 6).

A presenca deste gene foi evidenciada nos sorovares Infantis (2010), Bredeney,
Heidelberg, Schwarzengrund e Typhimurium (2011) e Minnesota e Newport (2010 e 2011),
oriundas dos estados de Santa Catarina, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Rio
Grande dos Sul (Tabela 7).

E importante ressaltar que entre as 26 cepas que apresentaram sensibilidade reduzida
(21 isoladas de carcacas resfriadas e 5 congeladas), um total de 19% (4/21) de cepas isoladas
de carcacas resfriadas apresentaram o gene blactx-m (Tabela 6), tendo sido caracterizado em
Salmonella ser. Newport procedente de Goias (perfil AMP, NIT), Salmonella ser. Bredeney
de Mato Grosso (perfil TCY,NAL,STR), Salmonella ser. Typhimurium e Minessota (AMP,
TCY, STR) isoladas nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina respectivamente
(Tabela 7).

A correlacgéo entre os resultados obtidos, na caracterizacdo dos genes blacmy e blacrx-
M. permite observar que estes genes ndo tem sua presenca concomitante, exceto em uma cepa
Salmonella ser. Infantis (Tabela 7).

56



Tabela 7 — Avaliacdo comparativa da presenca de genes codificantes de resisténcia a
cefalosporinas de 32 geragdo em sorovares de Salmonella spp.

GENES DE RESISTENCIA

Salmonella

ANO  anterica serovar PERFIL DE SUSCETIBILIDADE  ORIGEM N Blacyy Blacrxy
2009 Hadar AMP,CEP,FOX,CRO SP 1 POSITIVO NEGATIVO
Agona AMP, FOX,CAZ GO 1 POSITIVO NEGATIVO
AMP,FOX,FEP,CAZ MT 1 POSITIVO NEGATIVO
Infantis AMP,FOX,CAZ GO, PR, MT 3 POSITIVO NEGATIVO
2010 AMP,FEP SC 1 POSITIVO POSITIVO
Minnesota AMP,TCY,STR MS 1 NEGATIVO POSITIVO
Newport AMP,FOX,CAZ GO 1 POSITIVO NEGATIVO
AMP, NIT GO 1 NEGATIVO POSITIVO
Albany TCY MT 1 POSITIVO NEGATIVO
Bredeney TCY, NAL, STR MT 1 NEGATIVO POSITIVO
Brandenburg AMP,TCY,CRO,GEN RS 1 POSITIVO NEGATIVO
Heidelberg AMP,TCY,FOX,CRO,GEN,CFT RS 2 NEGATIVO POSTIVO
Infantis AMP,FOX,CRO,CAZ MT 1 POSITIVO NEGATIVO
Minnesota AMP,FOX,CRO,GEN,CFT MT 1 POSITIVO NEGATIVO
AMP,TCY,CRO MS 1 NEGATIVO POSITIVO
Newport AMP, FOX,CRO,GEN,CFT MT 1 POSITIVO NEGATIVO
AMP,FOX,CRO,CFT MT 1 POSITIVO NEGATIVO
2011 AMP,TCY,FOX,CRO,NAL SC 1 NEGATIVO POSITIVO
Saintpaul AMP, FOX,CRO,GEN,CFT SP 1 POSITIVO NEGATIVO
AMP,TCY, FOX,CRO, GEN, CFT SP 1 POSITIVO NEGATIVO
Schwarzengrund  INTERMEDIARIO STR MT 1 POSITIVO NEGATIVO
AMP, FOX, CRO RS 1 NEGATIVO POSITIVO
Senftenberg AMP MT 1 POSITIVO NEGATIVO
Typhimurium AMP,TCY,FOX,CRO,GEN,NAL,CFT SP 1 POSITIVO NEGATIVO
AMP,TCY,STR RS 1 NEGATIVO POSITIVO
AMP,TCY,FOX,CRO,STR RS 1 NEGATIVO POSITIVO

N — N° de cepas
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1000 pb 920 pb

500 pb
300 pb

100 pb

1 — Marcador de peso molecular; 2 — Controle positivo; 12 — Controle negativo

Reacdo positiva: 6 —Salmonella ser. Saintpaul; 7-Salmonella ser. Typhimurium; 8-Salmonella
ser. Minnesota; 10 —Salmonella ser. Infantis; 11-Salmonella ser. Newport.

Reacdo negativa: 3—Salmonella ser. Enteritidis; 4-Salmonella ser. Mbandaka; 5-Salmonella ser.
Heidelberg; 9-Salmonella ser. Panama.

Figura 2— Produto da amplificacdo do gene blacyy obtido através da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) em Salmonella spp.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 — Marcador de peso molecular; 2 — Controle positivo; 15 — Controle negativo

Reacdo positiva: 4 - Salmonella ser. Infantis, 12 - Salmonella ser. Typhimurium, 13 - Salmonella
ser. Minnesota;

Reacdo negativa: 3- Salmonella ser. Agona, 5 - Salmonella ser. Enteritidis, 6- Salmonella ser.
Saintpaul, 7- Salmonella ser. Senftenberg, 8- Salmonella ser. Brandenburg, 9- Salmonella ser.
Hadar, 10- Salmonella ser. Agona, 11 - Salmonella ser. Typhimurium, 14— Salmonella ser.
Schwarzengrund.

Figura 3— Produto da amplificacdo do gene blactx-m obtido através da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) em Salmonella spp.
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Quanto a avaliacdo molecular de cepas resistentes a quinolonas, os resultados
apontaram em um total de 65 cepas, a presenca do gene gyrB em 45% das cepas isoladas de
carcacas resfriadas (23/51) e 21% (3/14) congeladas.

A presenca do gene gyrB foi identificado em 18 sorovares distintos, sendo Salmonella
ser. Agona, Brandenburg, Bredeney, Enteritidis, Grumpensis, Hadar, Heidelberg, Kentucky,
Corvallis, Montevideo, Ndolo, Newport, Tennessee, Typhimurium e Worthington isoladas de
carcacas resfriadas provenientes dos estados de Sao Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Parand, Rio Grande do Sul e Santa Catarina e Salmonella ser. Corvallis, Panama e Albany
isoladas de carcacas congeladas do Parana e Bahia (Tabela 8).

Entre estes sorovares, destacam-se aqueles cujo perfil demonstrou resisténcia a mais
que 4 classes de drogas, como Salmonella ser. Brandenburg (AMP, TCY,STR,NAL,SXT);
Heidelberg (TCY,GEN,NAL,NIT,STR) e Typhimurium (AMP,CHL,TCY,GEN,NAL,
SXT,NIT), conforme descrito na Tabela 8.

A caracterizagdo dos genes gnr (A, B, S) realizada em um total de 67 cepas, constatou
positividade para o gene qnrB em 13,4% (7/52) de cepas isoladas de carcacas resfriadas, em
semelhanca com aquelas isoladas de congeladas, cujo percentual foi 13,3% (2/15). (Tabela 6)

O gene gnrB foi detectado em Salmonella ser. Typhimurium, Corvallis, Hadar e
Derby isoladas de carcacas resfriadas provenientes do Mato Grosso, Salmonella ser. Anatum,
Derby, Corvallis e 0:3,10 de Sdo Paulo e Salmonella ser. Anatum da Bahia. Em carcacas
congeladas, esta caracteristica foi observada em Salmonella ser. Mbandaka e Panama na
Bahia. Quanto ao gene gnrS, o mesmo foi caracterizado em 3,8% (2/52) somente das
resfriadas, entre os sorovares Senftenberg e Typhimurium provenientes do Estado de Sao
Paulo e Parana respectivamente. A presenca do gene gnrA néo foi evidenciada em nenhuma
cepa avaliada (Tabela 8).

A presenca de aac(3”)-lla e aac(6’)-Ib foi avaliada na totalidade de cepas (N=46)
que apresentavam em seu perfil, resisténcia aos aminoglicosideos e quinolonas. Entre o0s
resultados obtidos, apenas 1 cepa (2%) identificada como Salmonella ser. Typhimurium
isolada de carcacas congeladas de Sao Paulo apresentou o gene aac(3”)-l1la. Entre as cepas
avaliadas (N=46), ndo houve positividade para o gene aac(6’)-1b.

Utilizando critério semelhante, a pesquisa de cassetes génicos determinados por
integrons de Classe 1 foi realizado em um total de 92 cepas resistentes (71 isoladas de
carcacas resfriadas e 21 de congeladas), 19 com perfil intermediario (11 isoladas de carcacas
resfriadas e 8 de congeladas) e 6 com sensibilidade reduzida para estreptomicina,
gentamicina, acido nalidixico e/ou ciprofloxacina (5 isoladas de carcacas resfriadas e 1 de
congeladas). Inicialmente foi avaliado a presenca do gene integrase (analise da regido
conservada) em 117 cepas (Tabela 6). Entre as resistentes, o gene integrase foi detectado em
22,5% (16/71) das cepas isoladas de carcacas resfriadas, apresentando similaridade com os
percentuais encontrados em congeladas, cujo o percentual dectado foi de 19% (4/21).

Entre as resfriadas, destacam-se o0s sorovares Brandenburg, Derby, Enteritidis,
Heidelberg, Infantis, Mbandaka, Saintpaul, Schwarzengrund e Typhimurium distribuidas
entre os Estados de Séo Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Para, Parana, Rio Grande
do Sul e Santa Catarina, conforme descrito na Tabela 8. Em congeladas, esta caracteristica foi
evidenciada em Salmonella ser. Corvallis e Tennessee isoladas no Parana, Salmonella ser.
Albany na Bahia e Salmonella ser. Typhimurium, em Sao Paulo.

Cabe ressaltar ainda, que ndo houve a deteccdo de integrase em cepas intermediarias e
com sensibilidade reduzida para aminoglicosideos e quinolonas, com exce¢do de 1 cepa de
Salmonella ser. Infantis, com perfil AMP, FOZ, CRO, CAZ, isolada de carcagas resfriadas.
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Tabela 8 - Caracterizacdo dos genes gyrB, Qnr(B,S), aac(3”)Ila e integrase em Salmonella spp.

Salmonella

GENES DE RESISTENCIA

ANO enterica subsp. PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ORIGEM N i
enterica serovar gyrB gnr aac(3”)-l1la integrase
Agona NAL SP 1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Corvallis TCY, NAI NEGATIVO  POSITIVO* NEGATIVO NEGATIVO
Enteritidis NAL,NIT SP 1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Hadar TCY,NAL SP 1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Heidelberg NAL Sp 1 POSITIVO  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Kentucky NAL SP 3 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

2009 Mbandaka GEN SP 1 ND ND ND POSITIVO
Montevideo NAL,NIT SP 1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Newport CIP SP 1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Senftenberg NAL, NIT SP 1 NEGATIVO  POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
0:3,10 NAL SP 1 POSITIVO NEGATIVO ND POSITIVO
045 AMP, CEP, CRO, NAL SP 1 NEGATIVO  POSITIVO* NEGATIVO NEGATIVO
Albany NAL,SXT,STR BA 1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO
Anatum NAL BA 1 NEGATIVO  POSITIVO* NEGATIVO NEGATIVO
Brandenburg AMP,TCY,STR,NAL,SXT MS 1 POSITIVO  NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO
Corvallis TCY,NAL,NIT PR 1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

TCY,STR PR 1 ND ND NEGATIVO POSITIVO
Enteritidis NAL, NIT PR 1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Hadar NAL, NIT PR 1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Heidelberg TCY,GEN,NAL,NIT,STR PR 1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO
Mbandaka NAL BA 1 NEGATIVO  POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO

2010 AMP,TCY,STR PR 1 ND ND NEGATIVO POSITIVO
Panama NAL BA 1 POSITIVO POSITIVO™ NEGATIVO NEGATIVO
Saintpaul TCY,GEN,SXT PR 1 ND ND ND POSITIVO
Tennessee NAL, NIT MT 1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

TCY,STR PR 1 ND ND NEGATIVO POSITIVO
Ndolo NAL MT 1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Schwarzengrund ~ AMP,TCY,SXT,NIT,STR PA 1 ND ND ND POSITIVO
Typhimurium NAL, STR PR 1 NEGATIVO  POSITIVO- NEGATIVO POSITIVO
TCY,STR,SXT PR 1 ND ND NEGATIVO POSITIVO

2011 Bredeney NAL MT 1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Corvallis NAL MT 1 NEGATIVO  POSITIVO* NEGATIVO NEGATIVO
Derby TCY, NAL, STR MT 1 NEGATIVO  POSITIVO* NEGATIVO POSITIVO
Enteritidis NAL MT 1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

AMP,CHL,FOX,CAZ,STR,NALNIT ~ MT 1 NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO
Grumpensis NAL MT 1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Hadar NAL MT 1 NEGATIVO  POSITIVO* NEGATIVO NEGATIVO
Infantis AMP,FOX,CRO,CAZ MT 1 ND ND ND POSITIVO
Newport AMP,TCY,FOX,CRO,NAL sC 1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Schwarzengrund GEN MT 1 ND ND NEGATIVO POSITIVO
Typhimurium TCY,STR RS 1 ND ND NEGATIVO POSITIVO
AMP,TCY STR RS 1 ND ND NEGATIVO POSITIVO
AMP, TCY, NAL MT 1 NEGATIVO  POSITIVO* NEGATIVO NEGATIVO
AMP,TCY,FOX,CRO,STR RS 1 ND ND NEGATIVO POSITIVO
AMP,TCY,STR,GEN,NAL sp 1 NEGATIVO  NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
AMP,CHL, TCY,GEN,NAL,SXTNIT RS 1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Worthington NAL,FOX,CFT MT 1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

*qnrB; ** gnrS; ND — Néo determinado

60



1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 1415

1000 pb 880 pb

1 — Marcador de peso molecular; 2 — Controle positivo; 15 — Controle negativo

Reacao positiva: 3- Salmonella ser. Agona, 4- Salmonella ser. Typhimurium, 5- Salmonella ser.
Enteritidis, 6- Salmonella ser. Hadar; 8- Salmonella ser. Heidelberg; 11- Salmonella
ser.Corvallis; 13 - Salmonella ser. Brandenburg

Reacao negativa: 7- Salmonella ser. Albany, 9- Salmonella ser. Mbandaka, 10- Salmonella ser.
Derby, 12- Salmonella ser. Typhimurium; 14- Salmonella ser. Enteritidis

Figura 4 — Produto da amplificacdo do gene gyrB obtido através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) em Salmonella spp.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12

1000 pb

500 pb 497 bb
300 pb 320 Bb

100 pb

1 — Marcador de peso molecular; 2 — Controle positivo QnrS; 3- Controle positivo QnrB; 12 —

Controle negativo
Reacao positiva QnrB: 6- Salmonella ser. Mbandaka,7- Salmonella ser. Corvallis, 10-Salmonella

ser. Typhimurium, 11- Salmonella ser. Panama;
Reacéao negativa: 4- Salmonella ser. Enteritidis, 5- Salmonella ser. Mbandaka, 8- Salmonella ser.

Typhimurium, 9- Salmonella ser. Minnesota.

Figura 5 — Produto da amplificacdo dos genes qnrB e gnrS obtidos através da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) — Multiplex em Salmonella spp.



Entre as 20 cepas que apresentaram a regido conservada do integron, realizou-se a

PCR para a caracterizacdo dos genes da regido variavel,

sendo possivel reconhecer a

amplificacdo de regiGes que apresentaram peso molecular entre 700 e 800pb em 10% (2/20)
das cepas avaliadas, 900pb em 45% (9/20), acima de 1000pb em 15% (3/20) e em 30% né&o
foram determinados, conforme descrito na Tabela 9.

Tabela 9 — Distribuicdo dos sorovares de Salmonella positivas para o gene integrase, de
acordo com perfil de suscetibilidade e estado de origem.

Sa'mgzteélr?cznstggc\f‘asr”bs'l PERFIL DE SUSCETIBILIDADE BRissTlﬁE?Ffos INTEGRON VARIAVEL
Albany NAL,SXT,STR BA +/- 900 pb
Brandenburg AMP,TCY,STR,NAL,SXT MS ND
Corvallis TCY, STR PR +/- 900 pb
Derby TCY,NAL,STR MT ND
Enteritidis AMP,CHL,FOX,CAZ,STR,NAL,NIT MT > 1000pb
Heidelberg TCY,GEN,NAL,NIT,STR PR +/- 900 pb
Infantis AMP,FOX,CRO,CAZ MT +/- 900 pb
Mbandaka GEN SP +/- 900 pb
AMP,TCY,STR PR ND
Saintpaul TCY,GEN,SXT PR >1000 pb
Schwarzengrund AMP,TCY,SXT,NIT,STR PA +/- 800 pb
GEN MT +/- 900 pb
Tennesse TCY,STR PR ND
Typhimurium AMP,TCY,FOX,CRO,STR RS +/- 900 pb
AMP,TCY,STR RS +/- 900 pb
AMP,TCY,STR,GEN,NAL SP ND
NAL,STR PR ND
TCY,STR RS +/- 900 pb
TCY,STR,SXT PR > 1000pb
0:3,10 NAL SP +/-700 pb
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1 2 3 4 566 7 8 9 1011 12 13 14 15

1000 pb

500 pb

300 pb 250 pb

100 pb

1 — Marcador de peso molecular; 2 — Controle positivo; 15 — Controle negativo

Reacdo positiva: 3 - Salmonella ser. Mbandaka, 4- Salmonella ser. Corvallis, 5- Salmonella ser.
Typhimurium, 8- Salmonella ser. Infantis, 10- Salmonella ser. Heidelberg, 12- Salmonella ser.
Saintpaul, 13- Salmonella ser. Schwarzengrund, 14- Salmonella ser. Brandenburg;

Reacdo negativa: 6- Salmonella ser. Enteritidis, 7- Salmonella ser. Corvallis, 9- Salmonella ser.
Mbandaka, 11- Salmonella ser. Minnesota

Figura 6 — Produto da amplificacdo da regido conservada do integron através da Reacdo em
cadeia da Polimerase (PCR) em Salmonella spp.

1 23 45 6 7 8 9 10 11121314

> 1000 pb
> 1000 pb

1000 pb ggg pg
p
500 pb

300 pb
100 pb

1 — Marcador de peso molecular; Bandas com +/- 900pb: 4- Salmonella ser. Mbandaka, 9-
Salmonella ser. Corvallis, 10- Salmonella ser. Typhimurium, 11- Salmonella ser. Infantis; Bandas
com +/- 800pb: 3- Salmonella ser. Schwarzengrund; Bandas >1000pb: 2- Salmonella ser.
Enteritidis, 12- Salmonella ser. Typhimurium; N&o determinadas: 5- Salmonella ser.
Brandenburg, 6- Salmonella ser. Tennessee, 7- Salmonella ser. Typhimurium, 8- Salmonella ser.
Derby, 13- Salmonella ser. Typhimurium; 14 — Controle negativo

Figura 7— Produto da amplificacdo da regido variavel do integron atraves da Reacdo em
cadeia da Polimerase (PCR) em Salmonella spp.
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6 DISCUSSAO

A avicultura é reconhecida como uma atividade econémica internacionalizada e
homogénea, sem fronteiras geograficas de tecnologia. A associacao entre a implementacéo de
técnicas mais modernizadas e melhoria de pardmetros sanitarios foram fundamentais para
seu desenvolvimento no Brasil, sendo reconhecida mundialmente como lider absoluta em
producdo e exportacdo de carne de frango. A manutencao e expansao dos principais mercados
consumidores nacionais ou internacionais estdo associadas principalmente com a garantia de
qualidade e fornecimento dos alimentos seguros sem riscos a satde do consumidor.

As restricbes diante da presenca de micro-organismos patogénicos na cadeia de
producdo avicola é abrangente, com regulamentacdes e avaliacfes técnicas que visam
minimizar os impactos a sanidade e produtividade animal e proporcionar seguranca para o
consumidor. O aspecto de sanidade exige a¢bes continuas no controle de bactérias zoondticas
algumas de epidemiologia complexa, cujos padrdes diferem de uma regido para outra.
Zoonoses sao infeccBes transmissiveis entre animais e o homem podendo ser adquirida
diretamente, através do contato ou ingestdo de alimentos contaminados. Atualmente sabe-se
que a cadeia alimentar corrobora fortemente para a estimativa de que infecgdes emergentes
tem uma associacdo maior a partir dos patégenos de natureza zoonotica. O quadro clinico
geralmente resulta em gastrenterite, cuja severidade depende da relacdo parasita-hospedeiro,
podendo ainda ocorrer disseminacao da bactéria além do trato intestinal e ocasionar infeccao
sistémica, cuja gravidade varia de quadros assintomaticos a fatais.

Entre os micro-organismos de caracteristicas zoonoticas, Salmonella spp. tem sido
apontada através de numerosos estudos em diversos paises, em diferentes sistemas de
producdo. Sua epidemiologia complexa a torna um dos principais patégenos de transmissao
alimentar, sendo freqiientemente relatada em animais de producdo, com ampla variedade de
sorovares reconhecidos em frangos. Alguns destes representam sério problema na cadeia de
producdo animal (DALTON et al., 2004; CHITTICK et al., 2006; KOTTWITZ et al., 2010;
WHO, 2012).

Vérios fatores podem afetar a colonizacdo por Salmonella spp. em aves, incluindo
sua idade e susceptibilidade genética, stress devido a superlotacdo, competicdo com a
microbiota intestinal para colonizacdo de diferentes sitios, as caracterisitcas genéticas das
cepas que facilitam sua fixacdo no trato gastrointestinal de aves ou capacidade de burlar as
defesas do hospedeiro (LAHELLEC e COLIN, 1985; BAILEY, 1988).

As aves jovens sdo mais suscetiveis a colonizacdo por Salmonella spp. seja por
transmissdo vertical ou horizontal nas incubadoras ou durante a alimentacdo, manuseio e
transporte. Acrescenta-se ainda adogdo de sistemas ndo-convencionais organicos e de
pastagem elevando o potencial de contaminacdo devido a maior facilidade de acesso de
vetores, tais como aves, roedores, insetos e outros animais silvestres (CUI et al., 2005;
LESTARI et al., 2009).

Desta forma, agdes continuas para o controle de Salmonella spp. sdo consideradas
desafios permanentes no setor avicola e a realizacdo de continuo monitoramento fornece
subsidios para definicdo de medidas de intervencdo (KIM et al., 2012).
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No Brasil, o conhecimento da dinamica de circulacdo de Salmonella spp. em carcacas
de aves, também constitui elemento que contribui para a compreensdo quanto aos fatores
envolvidos na sua implantacdo e disseminacdo na cadeia alimentar, assim como da
emergéncia e reemergéncia de alguns sorovares. Estes fatores se devem particularmente
devido a associacdo, ao longo das ultimas décadas, entre os sorovares predominantes
detectados em aves e nas infec¢cdes humanas.

Esta assertiva tem por base estudos realizados em nosso meio (HOFER et al., 1997;
PERESI et al.,, 1998; ANDREATTI FILHO, 2001; BERCHIERI JUNIOR e OLIVEIRA,
2006; SANTOS et al., 2008; KOTTWITZ et al., 2010; RODRIGUES et al., 2010), fato
observado no presente estudo. Quando avaliamos 0s sorogrupos e sorovares prevalentes na
amostragem analisada, é possivel constatar que entre 0s mais comumente detectados em aves
ao longo dos ultimos 30 anos, também se encontram apontados entre 0s cinco principais
sorovares associados a infec¢des humanas (WHO, 2012).

Observando os resultados mais detalhadamente é possivel reconhecer 9 sorogrupos
distintos, entre os quais foram mais frequentes O:4 (B), O:7 (C,) e 0O:8 (C,-C3) (Grafico 1).
Esta distribuicdo é idéntica aos resultados de Chiu et al. (2010) que detectaram O:4 (B), O:7
(Cy), O:8 (C,-C3), O:9 (D) em diferentes provincias na China e apresentaram semelhanca nas
avaliacOes realizadas em outros paises e regides, como O:7 (C;) e O:4 (B) observados em
Taiwan (YU et al., 2008), O:9 (D), O:4 (B) e O:7 (C1) na Holanda (VAN DUIJKEREN et al.,
2002) e nos EUA (CDC, 2008), os sorogrupos O:4 (B), O:9 (D) e 0:8 (C,-Cy).

Mundialmente inimeros inquéritos vém contribuindo para 0 conhecimento quanto aos
sorovares circulantes em aves, sendo possivel o reconhecimento na perspectiva atual dos
sorogrupos O:4 (B), O:7 (C,) e 0:9 (D) como 0s mais prevalentes em paises do continente
Europeu, Americano e Asiatico (ARROYO e ARROYO, 1995; GONCAGUL et al., 2005;
CORONA et al., 2012).

Particularmente em relacdo aos sorovares, foram evidenciados 33, cuja frequéncia
variou em funcdo do ano e origem de isolamento (Tabela 1). Entre os prevalentes, destacam-
se a Salmonella ser. Mbandaka, seguido de Minnesota, Enteritidis, Typhimurium e Infantis.

No Brasil, o histérico epidemiol6gico da Salmonella é caracterizado pelo predominio
de alguns sorovares, cujo padrdo pode variar de uma regido para outra. Este panorama pode
ser exemplificado pela introdugdo de Salmonella ser. Agona na década de 80, a partir da
farinha de peixe proveniente do Peru utilizada como matéria prima em ragdes animais. Isto
favoreceu sua veiculacdo e implantacdo em diferentes espécies de animais de abate, atingindo
subsequentemente o0 homem. A partir dai, embora venha sofrendo flutuac@es sua permanéncia
tem sido detectada em diferentes fontes de isolamento, especialmente em cepas de alimentos
de origem animal (SOLARI et al., 1986).

Contudo, uma reducdo em sua casuistica foi observada em meados dos anos 90, e
paralelamente o ndmero de isolamentos de Salmonella ser. Enteritidis aumentou
vertiginosamente constituindo um sério problema em Salde Publica (VELGE et al., 2005;
GEIMBA et al. 2005; RIBEIRO et al., 2007; KOTTWITZ et al., 2010). Neste periodo, relatos
em todo o mundo, apontavam este sorovar como o principal agente envolvido em surtos
alimentares associados a ingestdo de carne de frango e ovos contaminados (RIBEIRO et al.,
2008; SANTOS et al., 2008; VAZ et al., 2010).
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A presenca de Salmonella ser. Enteritidis em frangos foi associada principalmente
com roedores (CALLAWAY et al., 2008). Vérias explicacbes foram teorizadas para o seu
surgimento e emergéncia, no qual este sorovar ocupou 0 nicho ecoldgico, decorrente da
implementacdo de programas de erradicacdo dos sorovares Pullorum e Gallinarum
(BAUMLER et al.,, 2000). Além disso, modelos matematicos sugeriram a exclusao
competitiva de Salmonella ser. Enteritidis em aves por Salmonella ser. Gallinarum (RABSCH
et al., 2000).

Evidentemente, por sua relevancia e emergéncia em infec¢cbes humanas, a pesquisa
sobre a circulacdo deste sorovar em produtos comercializados de origem animal foi articulada
de modo a elucidar os aspectos epidemiolégicos envolvidos em sua implantagdo em todos os
elos da cadeia alimentar (REIS, 1994; BARBOUR et al., 1999; RIBEIRO et al., 2008).

Na Espanha, comprovou-se que seu isolamento havia aumentado em 126% entre os
anos de 1997 a 1999, sendo considerado o sorovar predominante em ovos e carne de aves
ainda no inicio de 2002 (GIL-SETAS et al.,, 2002). Em semelhanca, as avaliagcBes de
Dominguez et al. (2002), verificaram sua predominancia em frangos provenientes de
mercados localizados em nove provincias de Castilla-Leon, localizado na Espanha. Em
Portugal, 60% das amostras de produtos de origem avicola, disponiveis para consumidores,
obtidos em agougues e mercados da cidade do Porto estavam contaminadas com Salmonella
ser. Enteritidis (ANTUNES et al., 2003). Da mesma forma, que foi reconhecida por Tibaijuka
et al. (2003) em carnes de frango vendidas a varejo e miudos de aves na Etidpia e por Chang
(2000) na Coréia.

No Brasil, avaliacbes no mesmo periodo foram realizadas por Santos et al. (2000) em
carcacas obtidas no comércio varejista de Jaboticabal/SP, que detectaram entre 11 sorovares
distintos, a predominancia de Enteritidis em 60,4% da amostragem. Andreatti Filho (2001) e
Tessari et al. (2003) evidenciaram sua ocorréncia em carcacgas industrialmente processadas.
Em semelhanca, Rezende et al. (2005) ao avaliarem carcacas de frango comercializadas em
Goias, verificaram um percentual relativamente elevado equivalente a 63,1%.

A compilacdo desses estudos, quando confrontados com os resultados obtidos no
presente estudo, permite reconhecer que o0s percentuais atualmente detectados para
Salmonella ser. Enteritidis vém diminuindo ao longo do periodo. A média de isolamento entre
os 3 anos foi em torno de 7%, sendo mais frequentes em carcacgas resfriadas do que em
congeladas (Tabela 1).

Rodrigues et al. (2010) reconhecem que a reducdo gradativa de sua frequéncia em
alimentos de origem avicola vem ocorrendo desde 2004, como resultado da implantacdo do
Programa Nacional de Sanidade Avicola pelo Ministério da Agricultura (MAPA). Seu
objetivo inicial foi a eliminacdo de Salmonella ser. Pullorum e Gallinarum, posteriormente se
estendeu para o controle dos sorovares Typhimurium e Enteritidis em granjas avicolas
(MAPA, 1994).

Segundo Silva e Duarte (2002), o procedimento mais indicado para o controle de
Salmonella ser. Enteritidis na avicultura esta na aquisicdo e produgdo de lotes livres do
agente.
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Possivelmente, os percentuais detectados em nossa avaliacdo seja justificado, pelo
reflexo de programas/agdes voltadas para seu controle como o uso de vacinas, auxiliados
provavelmente pelo aumento na imunidade natural da populacdo de aves, resultante do
contato direto com este sorovar ou ainda de outros com estrutura antigénica semelhante.
Embora atualmente seja menor sua casuistica, a permanéncia deste micro-organismo em
carcacas, pode estar associada a falhas de biosseguridade nas granjas ou ainda por sua
presenca em portadoras assintomaticas, de dificil deteccdo na rotina de monitoramento dos
plantéis.

Porém quando as atividades sdo mais fortalecidas, resultados relevantes podem ser
constatados ao longo do tempo. Este fato pode ser comprovado através da auséncia de
Salmonella ser. Pullorum e Gallinarum na totalidade das cepas avaliadas, indicando a
conscientizacdo e o trabalho que vem sendo realizado pelas industrias avicolas e pelos 6rgéos
normatizadores do governo.

A diversidade de sorovares reconhecidos em no presente estudo (N=33) e a
emergéncia de alguns deles, como Mbandaka, Minnesota e Corvallis, representam uma
consequéncia natural da ocupacdo do nicho deixado pela Salmonella ser. Enteritidis. Isto
reflete uma preocupacdo potencial sobre qual ou quais outros sorovares irdo efetivamente
ocupar este nicho e representar uma condicéo de risco de infeccdo em seres humanos.

Muitos dos sorovares detectados em nossa avaliacdo ja foram mencionados
anteriormente em estudos realizados no Brasil sobre o isolamento de Salmonella spp. a partir
de carcacas de frango. Rezende et al. (2005), por exemplo, em Goias, identificaram
Salmonella ser. Livingstone, Muenster, Typhimurium e Heidelberg. No ano seguinte, Tirolli
e Costa (2006) detectaram a prevaléncia de Salmonella ser. Panama em carcacas resfriadas
provenientes de Manaus e sinalizaram a emergéncia de Salmonella ser. Mbandaka presente
em 17,9% da amostragem e em indices menores (1 a 4%) os sorovares Saintpaul, Senftenberg,
Muenchen, Emek e Ohio. Moreira et al. (2008) determinaram a ocorréncia de Salmonella ser.
Albany, Saintpaul, Schwarzengrund, Tennesse, Infantis, Mbandaka, Panama, Muenchen,
Emek e Typhimurium em carcacas de frango abatido comercializados em Goiés.
Paralelamente, o relatdrio gerado pelo PREBAF (ANIVISA, 2008) apontava no periodo entre
2004 a 2006, a frequéncia de Salmonella ser. Infantis, Typhimurium, Heidelberg, Mbandaka
em unidades amostrais de frangos representativos de 14 estados brasileiros.

Por outro lado, sabe-se que na epidemiologia das doencas humanas, alguns destes se
apresentam em estagio continuo, como exemplo da Salmonella ser. Enteritidis e
Typhimurium, ou entdo se mostram emergentes como o0s sorovares Corvallis, Panama e
Mbandaka (RODRIGUES et al., 2010; SVS/GNF, 2011).

Isso pode ser exemplificado com o que vem acontecendo com Salmonella ser.
Mbandaka, que em nossa avaliacdo apresentou um percentual equivalente a 10,3% (25/243),
tendo sua incidéncia anual marcante no ano de 2010 em carcacas congeladas, e em 2011 em
carcacas resfriadas. Estes resultados se coadunam com a observacdo da emergéncia deste
sorovar nas fontes animal, alimentar, ambiental e em matéria-prima/ra¢des, quando realizaram
um levantamento epidemioldgico das cepas de Salmonella spp. recebidas para caracterizagao
antigénica conclusiva pelo Laboratério de Referéncia Nacional de EnteroinfeccGes
Bacterianas (LRNEB) durante o periodo compreendido entre 2000 a 2009. De modo
semelhante, foi apontado o aumento do sorovar Minnesota em amostras de fonte alimentar
provenientes da cadeia produtiva de aves e suinos a partir de 2006 e sua dispersao até atingir o
primeiro lugar no ranking nacional em 2010 em todos os elos da cadeia alimentar, refletido
por sua casuistica (7% - 18/243) em nossa avaliacéo.
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Este sorovar tem sido apontado como o agente etioldgico de surtos em diferentes
paises. O CDC em 2008 estimou que cerca de 340 casos de gastrenterites ocorridos nos
Estados Unidos, entre 1996 a 2006, tiveram como a principal causa a ingestdo de carne de
frango contaminada por Salmonella ser. Minnesota. Em um relatério gerado sobre os agentes
zoonoticos na Bélgica pela Agéncia Federal de Seguranca Alimentar, sua relevancia sob o
ponto de vista de Saude Publica foi enfatizada pela sua frequéncia em animais e em toda a
cadeia de processamento avicola, sendo considerado um patégeno em potencial para o0 homem
(AFSCA, 2011).

Outro aspecto interessante que merece ser mencionado, diz respeito a frequéncia de
Salmonella ser. Corvallis observada no presente estudo (4,5% - 11/243). Na Asia e Europa,
muitos sdo os relatos que apontam o envolvimento deste sorovar em surtos de doencas de
transmissdo alimentar-DTA (HAMADA e TSUJI, 2001). Por ser ainda considerado
relativamente raro, sua relevancia vem sendo constatada inicialmente em casos humanos
esporédicos e atualmente com surtos ou casos isolados. No entanto, sob o ponto de vista
epidemioldgico, a circulacdo de cepas com fenotipo de resisténcia as multiplas drogas ja foi
evidenciada em infecgdes humanas na Dinamarca, Tailandia, Bulgaria e Turquia
(ARCHAMBAULT et al., 2006; CAVACO et al., 2007; TORPDAHL et al., 2008),
impulsionando a investigagéo sobre os mecanismos envolvidos neste processo.

Destaca- se a primeira descricdo de cepas de Salmonella ser. Corvallis produtoras de
ESBL na Bulgaria, relatado por Asseva et al. (2006) e a caracteriza¢cdo molecular dos genes
envolvidos com a resisténcia aos beta-lactdmicos e quinolonas realizada por Archambault et
al. (2006) e Veldman et al. (2008), respectivamente. No Brasil, sua introdugéo foi evidenciada
em 2005, inicialmente com registros em amostra de origem humana e ambiente avicola.
Dados do LRNEB evidenciam que nos anos subsequentes, houve uma prospeccao para outras
fontes incluindo animais (principalmente aves), matéria-prima e racdes (RODRIGUES et al.,
2010) e o monitoramento do perfil de suscetibilidade mostrou entre cepas de origem humana
e animal, isoladas no periodo de 2005 -2009, o fenétipo de multirresisténcia para beta-
lactdmicos, quinolonas e nitrofuranos.

Cabe ressaltar, que a Figura 1 apresenta a distribuicdo geografica dos sorovares de
Salmonella detectados em nossa avaliacdo, cuja circulacdo varia entre as regides, tendo sido
possivel reconhecer que Sul, Sudeste e Centro-Oeste foram as que apresentaram a maior
diversidade de sorovares. Nestas regifes se concentram os maiores polos avicolas e,
consequentemente, o implemento das exportagdes e maior venda para 0 mercado interno,
havendo interesse por parte da industria em estabelecer medidas de controle cada vez mais
rigidas, evitando diretamente grandes prejuizos bem como perdas indiretas, através de
embargos econdémicos impostos pelos paises importadores.

Moreira et al. (2008) admitem que o quantitativo de sorovares identificados em alguns
estados, pode estar diretamente relacionado ao padrdo sanitario ja implementado pelas granjas
avicolas brasileiras nestas regides. Oliveira et al. (2012) atribuem ainda a essas variagdes, 0s
programas adotados por cada inddstria, como implementacdo de préaticas de higiene das
granjas e incubatorios, qualidade dos abatedouros e condi¢des de transporte e armazenamento.

Leitdo (2002) reconhece que um controle rigoroso de resfriamento minimiza a
contaminagdo, embora ndo elimine completamente alguns micro-organismos psiscrofilos.
Costa (2002) acrescentam ainda, que embora se espere um quantitativo menor de micro-
organismos em produtos congelados, estes ainda mesmo em niveis inferiores, podem ser
fontes de contaminacdo e veiculagdo de Salmonella spp.para homem.
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Entretanto ndo podemos esquecer que a carga microbiana observada é representada
por uma microbiota oriunda principalmente das aves vivas e outra parte pode ser incorporada
durante as etapas de abate, processamento ou posterior manipulacdo da carcaca. Os indices
sdo varidveis em funcdo do armazenamento e estocagem do produto, pois a contaminacao da
carcaca pode ocorrer durante a comercializacdo, caso o produto seja mantido em temperatura
inadequada. Desta forma, é possivel que os resultados obtidos em carcacas de frango
congeladas sejam resultantes de uma contaminacdo cruzada durante o armazenamento,
associado as falhas na conservacéo e interrupcéo da cadeia de frio.

Além das caracteristicas de endemicidade, morbidade e especial dificuldade no
controle da disseminacdo de Salmonella spp., 0 ponto de urgéncia clinica e epidemiolégica
tem sido a emergéncia de cepas resistentes a antibiéticos de diversas classes (KIESSLING et
al., 2002; MCEWEN e FEDORKA-CRAY, 2002; ORMAN et al., 2002; VAZ et al., 2010)
especialmente pelo risco potencial de infeccBes extraintestinais que acometem grupos mais
sensiveis da populacéo.

Atualmente este género € reconhecido como um dos principais patdgenos implicados
em doencas de transmissdo alimentar, assumindo importancia mundial pela ocorréncia de
cepas multirresistentes a antimicrobianos. Em espécies de animais destinadas a producéo de
alimentos, representam um grande risco tendo em vista a possibilidade de circulagdo desses
clones na cadeia alimentar.

Nos ultimos anos, a evolucdo da resisténcia aos antimicrobianos vem sendo
evidenciada em Salmonella spp. representando um problema impactado pelo uso imprudente
de drogas antimicrobianas na medicina humana e na producdo animal. Estes farmacos sdo
utilizados no tratamento de infeccbes no homem, plantas e animais bem como
profilaticamente para prevenir infecgbes e administradas em baixas doses na alimentagéo
animal, para melhoria da taxa de crescimento e conversdo alimentar. Uma consequéncia
indesejavel de seu uso é o potencial desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana em
patdgenos de origem alimentar e subsequente transmissdo ao homem, através dos alimentos
(PALERMO NETO e ALMEIDA, 2006; ARAUJO et al., 2007; NUNES, 2008; JUNIOR et
al., 2010; SANTANA et al., 2011).

No Brasil, inquéritos foram catalogados por Santos et al. (2000), ao avaliarem o perfil
de suscetibilidade de cepas de Salmonella spp. isoladas de carcacas de frangos congeladas em
Jaboticabal, SP, evidenciaram indices acentuados para resisténcia a ampicilina (100%),
cefalotina (75%), cefoxitina (52,1%) associados a outros farmacos, como gentamicina,
tetraciclina, amicacina, tobramicina em menores percentuais. Fernandes et al. (2003)
detectaram em Salmonella ser. Enteritidis isoladas de aves na Universidade de S&o Paulo no
periodo de 1975 e 1995, a incidéncia de cepas resistentes a 5 classes de antimicrobianos (beta-
lactamicos, fenicdis, aminoglicosideos, quinolonas e inibidores de folatos). Ribeiro et al.
(2006) detectaram em isolados de carcacas de frango 100% de resisténcia em Salmonella ser.
Hadar a estreptomicina, tetraciclina e sulfamatoxazol- trimetoprim além de 86,4% ao &cido
nalidixico e 4,5% ao cloranfenicol.

Na presente avaliagéo, a resisténcia antimicrobiana foi evidenciada em um percentual
acentuado de cepas (70% 135/194). Esta caracteristica foi observada em uma multiplicidade
de sorovares, incluindo aqueles considerados prevalentes em carcacas de frango resfriadas e
congeladas. Considerando os trés anos de avaliacdo (Gréafico 4) foi possivel observar tanto
em isolados de carcacas congeladas quanto resfriadas, que a partir de 2010, o percentual de
cepas sensiveis comeca gradativamente a diminuir, com aumento daquelas com resisténcia <
2 classes. Embora em 2011 seja possivel observar o aumento no percentual de cepas
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sensiveis, a reducdo de “Intermediarias”, sugere a possibilidade de alteracdo neste perfil, dada
a continuidade de exposi¢cdo ambiental a diferentes elementos genéticos de resisténcia.

Esta assertiva tem por base também os resultados apresentados na Tabela 2,
permitindo o reconhecimento de uma variabilidade de perfis (57 perfis), cuja distribuicdo
aponta resisténcia entre 1 até 7 classes de drogas, comprovando a magnitude do problema
como risco para a saude.

Estes resultados assemelham-se com aqueles obtidos por Thai et al. (2012), cuja
avaliacdo realizada no periodo de 2007-2009 no Norte do Vietnd, indicou em isolados de
carne de frango obtida do varejo, a resisténcia frente a uma diversidade de antimicrobianos,
distribuida de forma generalizada entre os diferentes sorovares. Na literatura, avaliagdes
realizadas em Portugal, na década de 80, em cepas isoladas de diferentes espécies animais,
revelaram 16 perfis de resisténcia variando entre 1 a 11 marcos, reconhecendo entre aqueles
destinados a producdo um maior percentual de multirresisténcia. Assim como na Espanha,
Carramifiana et al. (2004) reconhecem que fendtipos multirresistentes (MDR) tem sido
bastante documentado em amostras clinicas e na producdo de alimentos de origem animal,
incluindo o ciclo de produgdo avicola e suina, além de alimentos derivados. Recentemente,
Corona et al. (2012), apontam 9,5% dos isolados de animais nos Estados Unidos foram
resistentes a uma uUnica droga e um percentual variando entre 11% a 20% no periodo de
1997-2003, que apresentaram resisténcia superior a 5 classes de antimicrobianos.

No presente estudo, perfis cuja resisténcia se apresentou igual ou superior a trés
classes de drogas (> 3 classes — MDR) foram observados tanto em carcagas de frango
resfriadas quanto congeladas (Grafico 6), podendo ser constatado um aumento nos
percentuais a partir de 2010 em ambas as fontes, especialmente entre 0s sorovares cuja
casuistica era reduzida e que na atualidade encontram-se reconhecidos como emergentes
como Minnesota e Mbandaka. (Tabela 3)

Um fato interessante a ser apontado € que independentemente da sua origem, um
elevado percentual dos isolados de Salmonella ser. Enteritidis foi sensivel a totalidade de
drogas testadas (=50%) em 2009. Em 2010, os perfis mais comuns detectados apresentaram
resisténcia a nitrofurantoina e acido nalidixico associados. Porém a partir de 2011, em
contraposicdo a sua casuistica, foi observado o aumento no percentual de cepas
multirresistentes incluindo a drogas de ultima geracdo, o que provavelmente decorra da
capacidade de maior competicdo desse grupo de cepas.

Geimba et al. (2005) reconhecem que a resisténcia antimicrobiana em Salmonella ser.
Enteritidis tem se apresentado de forma ambigua, pois avaliacdes realizadas em um periodo
de 7 anos, por Nastasi et al. (2000) na Italia, em cepas de origem humana, animal e alimentar,
demonstraram baixos percentuais de resisténcia, sendo contraditorio com aqueles reportados
por Tassious et al. (1997) na Grécia que apresentaram em seus estudos percentuais acentuados
de resisténcia. Na Tailandia, Boonmar et al. (1998) encontraram uma elevacdo de 2,8% de
cepas isoladas de carcacas de frango congeladas resistentes a antibiéticos no ano de 1993,
para 21,2% em 1994. Estudo mais recente realizado por Sasaki et al. (2012) no Japédo apontam
altas taxas de resisténcia antimicrobiana para a tetraciclina (90,2%), estreptomicina (86,7%) e
ampicilina (36,5%). Os autores evidenciaram que um total de 258 (90,5%) de 285 isolados
apresentavam-se resistentes a dois ou mais antimicrobianos.

No Brasil, Reis em 1994 reportou indices acentuados de resisténcia antimicrobiana em
cepas de Salmonella ser. Enteritidis isoladas entre 1990- 1993, de diferentes fontes de
infeccdo, incluindo aves. Oliveira (2005) em cepas isoladas de amostras clinicas e ambientais
de criacdo de aves na regido Sul, constatou resisténcia em 68% das cepas isoladas de carcacas
de frango, em semelhanca com Cortez et al. (2006) que obtiveram 72,4% em cepas isoladas
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de abatedouros de aves no Estado de Sdo Paulo. No mesmo ano, Cardoso e Carvalho (2006)
detectaram 94% de resisténcia a nitrofurantoina em carcagas de frango no Rio Grande do Sul.

No computo geral, a alta frequéncia de micro-organismos potencialmente patogénicos
para animais e humanos presentes em produtos de origem animal, assim como o aumento de
sua resisténcia aos antimicrobianos utilizados como suplementos alimentares, levaram a
questionar seu uso indiscriminado como aditivos em rag¢Ges animais, dando sustentacdo as
recomendacdes relacionadas ao seu uso como promotores de crescimento (PALERMO NETO
e ALMEIDA, 2006; ARAUJO et al., 2007; NUNES, 2008; JUNIOR et al., 2010).

Em funcédo dos riscos presumidos, restricdes tém sido impostas para sua utilizacdo na
producdo animal. Revisdes recentes apontam os efeitos da proibicdo de antibidticos como
promotores de crescimento na Europa, e concluem beneficios sob o ponto de vista de Saude
Publica. Modelos complexos de analise de risco demonstram claramente o aumento de
patogenos de origem alimentar em funcdo do uso inadequado de drogas na producdo animal.
No entanto, poucos estudos epidemioldgicos de campo foram realizados até o momento,
devido a inumeras dificuldades e limitacGes (SANTANA et al., 2011).

Na presente avaliagcdo, os percentuais apresentados para drogas poscritas pelo MAPA
(1998; 2003), no computo geral foram de 12% (23/194) para tetraciclinas, 3.0% (6/194) para
o cloranfenicol. Entretanto na avaliagdo ao longo do periodo é possivel observar quanto a
resisténcia as tetraciclinas uma reducdo em carcacas de frango resfriadas (13% em 2009 para
2% em 2011) e aumento nas congeladas (21% em 2010 para 40,7% em 2011), nas cepas
provenientes das regides Norte, Sudeste, Centro-Oeste e Sul.

Percentuais mais elevados foram relatados por Rezende et al. (2005) reconhecendo
84,2% de resisténcia para tetraciclina em Salmonella spp. isoladas de carcacgas de frangos no
estado de Goids, Cortez et al. (2006) com 72.4% de resisténcia para tetraciclina em cepas
isoladas de abatedouros de aves no estado de Sao Paulo e Ribeiro et al. (2007) obtiveram 84%
para 0 mesmo antimicrobiano no Rio Grande do Sul. Os autores complementam ainda, que
por ser uma caracteristica evidenciada indistintamente em diferentes sorovares, sua
distribuicdo homogénea pode estar correlacionada a capacidade de dispersdo através de trocas
génicas entre individuos da mesma espécie ou ndo. Fato comprovado quando foi evidenciado
este marco em 18 sorovares distintos, incluindo os 10 mais prevalentes detectados neste
estudo, sendo reconhecido em mais de 36% (21/57) dos perfis multirresistentes.

Outrossim, acredita-se que 0s percentuais por nds obtidos sejam resultantes da relacdo
entre o periodo em que as cepas foram isoladas e avaliadas, com a proscri¢io de seu uso. E
provavel que tais resultados sejam decorrentes de sua utilizacdo topica na clinica humana,
onde a eliminagdo ambiental mantém o ciclo de disseminac&o da resisténcia.

Faz-se necessario 0 monitoramento continuo e a conscientizacdo do uso responsavel
dos agentes antimicrobianos, para que se possa verificar a reducdo progressiva dessa
caracteristica.

Isto se aplica também aos nitrofuranos, cujo percentual apontou em torno de 12%.
Porém estes ainda séo utilizados na medicina humana no Brasil embora de forma cada vez
mais reduzida em face de novas perspectivas terapéuticas, o que parece se traduzir pelo perfil
de declinio observado ao longo do periodo.

Este comportamento tem por base o conhecimento de que ao reduzir a presséo seletiva
sobre 0s micro-organismos, devido a suspensdo de uso de algumas drogas, ocorre aumento
gradativo do indice de sensibilidade porém de forma gradativa, acreditando-se que devido ao
desconhecimento quanto a dispersdo natural destes compostos por micro-organismos
presentes no meio ambiente (AARESTRUP et al., 2007).

71



No entanto, os percentuais detectados para esta droga, assumem relevancia quando se
considera que a carga residual presente na carne, leite e ovos pode representar risco para o
homem, tendo em vista seu poder de toxicidade, comprometimento no desenvolvimento dsseo
gestacional e alteracdes odontoldgicas.

Santana et al. (2011) reconhecem indispensavel que as indicac6es técnicas de todos os
antimicrobianos sejam rigorosamente seguidas sobre o uso nas ra¢des. Entretanto, isso ndo é
suficiente, sendo necessario que se melhore o programa de fiscalizacéo e controle de residuos
nos produtos finais. Ndo fica garantido que a proibicdo elimina o uso, uma vez que ha
deficiéncia na fiscalizacdo de venda e de uso de drogas veterinarias e de promotores de
crescimento.

Na presente avaliacdo, a resisténcia as quinolonas, foi avaliada através do acido
nalidixico, a qual se mostrou elevada em 2009 (73%- 24/30), tendo sido reduzido em 2011,
para 21% (23/107). Entretanto entre 2009 e 2011 é possivel observar resisténcia também a
fluoroquinolona onde o total de 3 cepas pertencentes aos sorovares Newport e Senftenberg
(2009), Minnesota (2011) apresenta tal caracteristica.

Embora os percentuais para ciprofloxacina tenham permanecidos reduzidos (~0,4%)
Butaye et al. (2006) afirmam que a selecdo gradativa de isolados de Salmonella spp.
resistentes a essas duas classes de antimicrobianos representa importante problema de Salde
Publica, com implicacdes no tratamento e prevencdo de doencas infecciosas em humanos e
animais.

Souza et al. (2010) reconhecem que este evento é fundamentalmente determinado por
alteracfes no cromossomo, alteracao nos sitios de ligacdo da DNA gyrase e elementos mdveis
que carreiam o gene gnr potencialmente capazes de ser transferido de forma horizontal.

Em paises da Europa sdo evidenciados indices de resisténcia acentuados desde 1999
em Salmonela spp. de origem animal, ambiental e humanas (MALORNY et al., 1999;
HAKENEN et al., 1999; THREFALL, 2002; MOLBAK et al., 2002; MARIMON et al.,
2004). Posteriormente no Brasil, Ribeiro et al. (2006) detectaram em Salmonella spp., 86%
de resisténcia ao acido nalidixico em cepas de Salmonella ser. Hadar isoladas de carcacas de
frango no Rio Grande do Sul. Na andlise dos resultados obtidos no presente estudo, os niveis
de resisténcia para 4&cido nalidixico alcancaram 32% (62/194) da amostragem,
compreendendo 23 dos perfis detectados.

Segundo Souza et al. (2010), a reducdo na eficacia terapéutica desta classe esta
atribuida a ampla utilizacéo clinica, que corresponde a aproximadamente 10% da prescricao
global de antimicrobianos utilizados. No entanto, o aumento de cepas resistentes as
quinolonas de primeira geragdo como &cido nalidixico, pode representar um fator relevante,
tendo em vista que alguns autores consideram que a reducdo da suscetibilidade encontrada
para a classe de fluoroquinolas (por exemplo, ciprofloxacina), pode ser resultante da
resisténcia a essa droga.

Embora seja reconhecido que as aves sao importantes reservatorios de Salmonella spp.
multiresistentes, outros animais de producdo, domésticos e silvestres também podem
contribuir com a dissseminacdo destas cepas, cuja incidéncia e gravidade vém aumentando
com preocupacdes significativas quanto a fonte de disseminagdo. A circulagdo de cepas
resistentes em alimentos pode ser mais facilmente detectada quando € estabelecido um
monitoramento continuo possibilitando o controle de forma eficaz, de transmissdo cruzada
(ANGULO et al., 2004; SALYERS et al., 2004; SALYERS e SHOEMAKER, 2006).
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Sabe-se que o principal desafio de escolha terapéutica humana é detectar a magnitude
da resisténcia aos antimicrobianos. O intercdmbio ocorre tanto em bactérias patogénicas
guanto em comensais e 0 uso crescente de drogas de amplo espectro resulta na emergéncia da
resisténcia a estes agentes e necessidade constante de novas drogas.

Um exemplo bem claro foi a utilizacdo durante decadas de ampicilina e
sulfametoxazol-trimetoprim no tratamento de infecgdes. O desenvolvimento ascendente da
resisténcia a estas drogas levou ao uso de fluoroquinolonas e cefalosporinas de amplo
espectro para infecgbes graves, como meningite e septicemia. Nestas, o tratamento com
antibiotico €& essencial, sendo as cefalosporinas de espectro estendido usadas
preferencialmente em criancas (Threfall, 2002). No entanto, a aquisi¢do de [B-lactamases de
espectro estendido ou genes de resisténcia a fluoroquinolonas podem resultar em falhas
terapéuticas. A combinacdo entre elas representa um dos maiores problemas no tratamento
eficaz de infec¢bes bacterianas, tanto comunitarias quanto nosocomial.

Em muitas ocasifes & possivel observar algumas consequéncias dadas pelo uso de
drogas de ultima geracdo. Apos a aprovacdo da enrofloxacina para uso veterinario, no Reino
Unido, em 1993 foi observada a diminuicdo da susceptibilidade entre isolados de fonte
humana particularmente de Salmonella ser. Typhimurium DT104 carreador de cassetes de
resisténcia a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas e tetraciclina (ACSSuT).
Esta em 1993, ndo tinha uma sensibilidade diminuida para fluoroquinolonas, até que em 1996,
Threfall et al. (1997) detectaram em 14% dos isolados de animais no Laboratério Central
Veterinario, no Reino Unido.

O mesmo perfil pode ser evidenciado em outros fagotipos como PT204 e PT193. Estes
podem ser transferidos total ou parcialmente através de trocas génicas. Particularmente no
Brasil, Salmonella ser. Typhimurium DT193 tem sido prevalente desde a década de 70 com a
presenca integral ou parcial do perfil ACSSuT, em isolados de diferentes fontes (HOFER et
al, 1979; MEDEIRQOS, 2006; REIS et al., 2011). Krauland et al. (2009) admitem que a
resisténcia ao acido nalidixico evidenciada em isolados obtidos no sul da Asia e Africa,
provavelmente seja responsavel pela expansdo clonal determinada por Salmonella ser.
Typhimurium no mundo.

Os resultados encontrados no presente estudo mostraram que a média de 9% (12/135)
deste sorovar apresentou entre 2009 a 2011 resisténcia > 3 diferentes classes de drogas. N&o
foi detectada resisténcia a ciprofloxacina, entretanto para cefalosporinas de 3% geracdo foi
observada no ano de 2011 em cepas provenientes de S&o Paulo e Rio Grande do Sul.

Entre os isolados de Salmonella monoféasica O4,[5],12: i:-, a qual é conhecida como
uma variante do sorovar Typhimurium, foi evidenciado um percentual equivalente a 1% de
resisténcia para 2 classes diferentes (penicilinas, cefalosporinas de 1% e 3% geracdo e
quinolonas).

Estudos demonstram que a maioria dos isolados de Salmonella spp. resistentes as
cefalosporinas de amplo espectro pode ser dotada de mecanismos capazes de hidrolisar
cefalosporinas e monobactamicos, como a producgéo de beta-lactamases de espectro ampliado,
0 que talvez possa ser uma justificativa para os elevados indices encontrados para
cefalosporinas.

Esta assertiva pode ser comprovada pelos estudos realizados na Holanda por Hasman
et al. (2005) em cepas de Salmonella spp. oriundas de aves/subprodutos e amostras clinicas
humanas, na Bulgaria por Asseva et al. (2006) e Archambault et al. (2006) em Salmonella ser.
Corvallis isoladas de fonte humana, animal e ambiental e no Canada por Dutil et al. (2010)
em Salmonella ser. Heidelberg isoladas de frango e amostras humanas.
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Um fator que pode contribuir para resisténcia a este grupo de drogas € a utilizacdo do
ceftiofur, cefalosporina de amplo espectro empregada no tratamento animal (bovinos, suinos,
equinos, ovinos, aves e animais domésticos) e inoculacdo em ovos para controle da onfalite,
infeccdo determinada por Escherichia coli em frangos de corte. Estudo realizado na Holanda
por Overdevest et al. (2011), demonstram um alto grau de similaridade entre os genes da
resisténcia detectados em E. coli isoladas de infec¢cdes humanas e carne de varejo.

Seu uso em animais conduz a resisténcia a outras cefalosporinas de espectro estendido,
tais como ceftriaxona e cefamicinas, antimicrobianos utilizados no tratamento de uma grande
variedade de infeccBes em seres humanos. Entre outras indicacOes, a ceftriaxona é a droga de
escolha para o tratamento da salmonelose grave ou invasiva em criangas e mulheres gravidas,
onde fluoroquinolonas néo séo aprovados e as op¢des de tratamento sdo limitadas (FEY et al.,
2000). Por conseguinte, as cefalosporinas de terceira geracdo foram classificadas como
antimicrobianos criticamente importantes em medicina humana pela Organizacdo Mundial de
Saude (WHO, 2007).

Os resultados obtidos na presente avaliagdo (Tabela 5) alertam para o aumento
exponencial do numero de sorovares que apresentam fenotipicamente resisténcia para
cefalosporina de uso humano (ceftriaxona, ceftazidima e cefepime), incluindo aqueles de
maior prevaléncia ou ainda cuja casuistica € reduzida. Como consequéncia, predizem a
possibilidade de disseminacdo ambiental. Paralelamente, a resisténcia para cefalosporina de
uso veterinario (ceftiofur) foi evidenciada em 8% (11/135) das cepas, apontando uma
dispersdo entre sorovares isolados tanto de carcacas congeladas quanto refrigeradas.

Bush e Jacoby (2010) ja haviam sinalizado a elevacdo gradual dos percentuais de
resisténcia para cefalosporinas em Salmonella spp., cujas observacdes mostraram similaridade
com aqueles encontrados no presente estudo para cefalotina (1,5% - 2/135), cefoxitina (20 % -
27/135), ceftazidima (7,4% - 10/135) /ceftriaxona (15,6% - 21/135) e cefepime (1,5% 2/135).
Admitem ainda, que os niveis encontrados representam uma problematica sob o ponto de
vista terapéutico, devido as implicacdes que podem resultar no tratamento de infeccGes onde
esse antimicrobiano € reconhecido como droga de escolha.

Estudo realizado por Giles et al. (2004) sugerem que resisténcia as cefalosporinas por
exposicao a outros antimicrobianos ou a produtos quimicos utilizados em agricultura podem
representar fatores para o aumento da resisténcia, tendo relatado a presenca do gene sugk,
responsavel pela resisténcia a compostos quaternarios de amoénio na mesma regido do gene
blacmy> em Salmonella spp..  Considerando que o0 gene blacmy. € transferivel
horizontalmente e frequentemente observado que cepas isoladas de frango sdo resistentes ao
ceftiofur, Dutil et al. (2010) sugerem que o frango poderia ser um reservatério deste gene
responsavel por sua transmissao para diferentes micro-organismos.

As avaliagdes realizadas pelo FDA apontaram novas regras para o uso de ceftiofur em
animais de producdo, devido ao aumento da prevaléncia de bactérias entéricas resistentes a
terceira geracdo de cefalosporinas. Particulamente em bovinos, o tratamento parenteral com
ceftiofur, tem efeitos limitados sobre bactérias entéricas e que sua elimina¢do ambiental
exerce pressdo seletiva em Escherichia coli presentes no solo. Esta condicdo tem maior
relevancia durante os meses frios, tendo em vista que a degradacdo do ceftiofur depende da
temperatura, acumulando-se no meio ambiente e aumentando ainda mais a selegéo
(SUBBIAH et al., 2012).

74



Cepas de Salmonella spp. isoladas de fonte humana, animal e carnes de frango a
varejo foram avaliadas nos EUA, dentro do Programa Nacional de Monitoramento da
Resisténcia Antimicrobiana (NARMS), quanto a resisténcia a cefalosporinas de primeira,
segunda e terceira geracdo. Nestas, a resisténcia para o ceftiofur, entre os anos de 2002 a
2005, foram equivalentes a 13,2% entre 1044 cepas isoladas de alimentos a varejo,
apresentando percentuais mais elevados em peito de frango em 2006. Frye e Fedorka-Cray
(2007) verificaram que entre 34.411 salmonelas isoladas de animais nos EUA no periodo de
1999 e 2003, o percentual de 10,9% foram resistentes ao ceftiofur. Resultados semelhantes
sdo descritos na Bélgica (11.0%) no periodo de 1998-2009 (CODA-CERVA, 2010).

De modo semelhante, resultados do programa do Health Canada- CIPARS, concluiram
que determinadas utilizacdes do ceftiofur em animais produtores de alimentos tém aumentado
0 potencial de resisténcia antimicrobiana (WEBSTER, 2009).

No computo geral, a evolucdo da resisténcia aos antimicrobianos em Salmonella spp.
representa um problema que vem sendo impactado pelo uso imprudente destas drogas em
diversos segmentos da clinica humana e veterinaria e na producao animal e vegetal. Contudo,
sabe-se que as bactérias tém acesso a uma variedade de elementos genéticos e mecanismos de
recombinacdo que conferem diversas propriedades fundamentais para sua sobrevivéncia no
ambiente em que se encontram, tornando-se essencial compreender e acompanhar 0s
mecanismos de adaptacdo de determinadas populacGes bacterianas frente a introducdo de
novas drogas antimicrobianas de modo a evitar falhas no tratamento de doengas e
consequentemente infeccdes persistentes tanto em seres humanos quanto em animais.

Krauland et al. (2009) reconhecem que a resisténcia antimicrobiana pode ocorrer
através de mutacfes pontuais no genoma bacteriano ou através de transferéncia horizontal de
elementos genéticos que transportam os genes de resisténcia. A resisténcia pode ser
disseminada através da expansdo clonal de cepas resistentes ou através da transferéncia
horizontal de elementos genéticos que codificam determinantes de resisténcia. A dindmica
populacional é alterada em fun¢do da introducdo de estirpes que se expandem e se deslocam
entre as populacbes existentes, facilitando a disseminacdo de cepas multirresistentes como
resultado da expanséo clonal. Este fato pode ser exemplificado pela disseminagéo global da
Salmonella ser. Typhimurium clone de fagotipo DT104, cuja propagacdo de determinantes de
resisténcia vem sendo evidenciada em varios paises e continentes (CHIU et al., 2006; CY et
al., 2008; GREENE et al., 2008; NIELSEN et al., 2009; REIS et al., 2011).

Desta forma, faz-se necessaria melhor compreensdo quanto aos fatores que possam
contribuir para mudancas populacionais, tendo em vista que fatores genéticos dos micro-
organismos podem favorecer o aumento de determinados sorovares (JOHNSON et al., 2010).

Nesta perspectiva, a base molecular da resisténcia a antibidticos de ultima geracdo foi
avaliada nas cepas de Salmonella spp.visando caracterizar os elementos genéticos envolvidos
na aquisicao de genes resistentes a antibidticos.

A presenca dos genes blacuy e blactx.m foi avaliada entre as cepas que apresentavam
resisténcia ou sensibilidade intermediaria para cefalosporinas de 3% geracdo, tanto de uso
humano quanto veterinario. Um total de 19 cepas (11.4% - 19/166) apresentou o gene blacmy,
distribuindo-se de maneira andloga entre isolados de carcagas resfriadas e congeladas (=
50%). Quanto ao gene blactx-m, este foi observado em 11 cepas tendo sua prevaléncia mais
significativa naquelas de carcagas resfriadas (21,2% - 10/47).

Em varios sorovares de Salmonella, o nimero de casos relatados de cepas produtoras
de ESBL tem aumentado em todo o mundo nos ultimos anos (CARATTOLLI et al., 2002a; LI
e MUSTAPHA, 2004; MELENDEZ et al., 2010; KIM et al., 2011).
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O surgimento de novas variantes e a prevaléncia de ESBL em isolados de origem
comunitaria, ambiental e em alimentos de origem animal tém demonstrado a complexidade
em estabelecer a origem da resisténcia. Com relacdo aos animais de producdo e produtos
derivados, o isolamento de micro-organismos produtores de ESBL é preocupante, tanto pelas
implicacdes na Saude Publica como pelo fator econémico, uma vez que o Brasil é 0 maior
exportador mundial de carne de frango.

A resisténcia a cefalosporinas de amplo espectro tem aumentado entre os sorovares de
Salmonella nas 2 Gltimas décadas (THREFALL et al., 2000; WINOKUR et al., 2000). Em sua
maioria, a cepas de Salmonella spp. resistentes a cefalosporinas, sdo capazes de expressar
ESBL tais como TEM e SHV, responsaveis pela hidrolise das cefalosporinas e monobactans.
No entanto, avaliagdes recentes indicam que varias espécies pertencentes a familia
Enterobacteriaceae adquiriram plasmideos codificando AmpC, com caracteristica semelhante,
mas com capacidade de hidrolisar também a cefamicinas (cefoxitina e ceftriaxona).
Normalmente, a resisténcia a ceftriaxona é mediada pelo gene blacwy, apresentando algumas
variantes ja anteriormente descritas em Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli entre outras
enterobactérias de importancia clinica na Europa e nos Estados Unidos (NORDMAN, 1998).
Entre cepas de Salmonella spp.foi descrita por Winokur et al. em 2000, a partir do isolamento
realizado em animais e amostras clinicas nos Estados Unidos e em sequéncia inumeras
avaliacbes vém apontando a presenca deste gene em diferentes sorovares de Salmonella
(FRICKE et al., 2009; GONZALEZ-SANZ et al., 2009; JOHNSON et al., 2010; FOLSTER et
al., 2010).

Em nossa avaliacéo, um resultado que merece ser mencionado é o reconhecimento dos
genes blacyvy e blactx-v em cepas que apresentavam sensibilidade reduzida, em um percentual
equivalente a 2,9% e 19% respectivamente. Um estudo semelhante foi realizado por Heider et
al. (2009), que ao avaliarem Salmonella enterica isoladas de fonte alimentar, humana e
animal, que apresentavam sensibilidade reduzida a ceftriaxona, foi capaz de caracterizar o
gene blacyy em 8 cepas sem o fendtipo de susceptibilidade alterado. Zhao et al. (2001)
indicaram que os genes blacyy sd0 comumente presentes em Salmonella spp. de origem
animal, sendo esta caracteristica sendo evidenciada em cepas que apresentam menor
suscetibilidade ao ceftiofur e ceftriaxona. Esta assertiva conduz na necessidade de
monitoramento continuo das variantes deste gene blacmy em micro-organismos isolados de
animais e alimentos de origem animal, pois podem apresentar futuros desafios terapéuticos
em animais e na saude humana.

Particularmente o tipo CTX-M tem sido recentemente detectado em cepas oriundas de
aves e subprodutos em vérios paises. Na Holanda, uma grande diversidade genética foi
observada por Hasman et al. (2005), sendo predominantemente os genes do tipo blactx.v em
Salmonella ser. Isangi, Typhimurium e Virchow. Riano et al. (2006) na Espanha detectou a
presenca do gene blactx.m em Salmonella ser. Enteritidis, Rissen e Virchow a partir de
amostras de fezes de galinhas poedeiras em nivel de matadouro. Na Franca, Weill et al.
(2004) avaliaram Salmonella ser. Virchow isoladas a partir de frangos provenientes de
granjas, abatedouros e comércio a varejo, detectando nestas cepas o fenotipo de resisténcia
para beta-lactamicos mediado pelo gene blactx-m-o.

Bonnet et al. (2000) e Fernandes et al. (2009) reconhecem um numero crescente de
descricdes dessas enzimas no Brasil. Particularmente, este estudo infere que variantes do tipo
CTXM sejam mais predominantes no pais em comparagédo as enzimas do tipo TEM e SVH,
prevalentes na América do Norte e oeste Europeu, respectivamente.
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Particularmente, os grupos CTX-M-2, CTX-M-8 e CTX-M-9 sdo frequentemente
detectados no territorio brasileiro (BONNET et al., 2000; FERNANDES et al., 2009;
GARCIA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009), em diversas enterobactérias.

Recentemente, a produgdo de CTX-M-2 foi reportada em Salmonella enterica isoladas
de produtos de origem aviaria (frango e ovos) e fontes relacionadas (granjas avicolas)
provenientes dos estados do Parand e Santa Catarina (SILVA e LINCOPAN, 2010).
Particularmente em nossa avaliacéo, os resultados foram semelhantes tendo em vista que oito
cepas da Regido Sul apresentaram o0 gene blactx-m (N=11), tendo relevancia por
representarem os maiores produtores de carne de frango.

Silva e Licopan (2012) admitem que a presenca de patdgenos produtores de ESBL em
alimentos de origem animal é alarmante, devido ao risco de infeccbes com alternativas
terapéuticas limitadas; ao fato de o intestino dos seres humanos e dos animais de producéo
servirem de reservatorio para gene de resisténcia e a possibilidade transferéncia horizontal dos
mecanismos de resisténcia a microbiota residente e a outros patdgenos.

Sabe-se que os principais tipos moleculares das bela-lactamases descritos em Gram-
negativos sdo codificados por genes localizados em plasmideos conjugaveis ou transposons,
facilitando assim, a disseminacdo da resisténcia aos beta-lactamicos, e promovendo a co-
selecdo em relacdo a outros antibidticos.

H& uma preocupacdo legitima de que os animais de producdo podem servir como
reservatorio de Salmonela spp. produtoras de ESBL para o homem e os genes de resisténcia
transferidos atraveés da cadeia alimentar.

Inimeros estudos tém reproduzido experimentalmente a transferéncia de genes de
resisténcia entre sorovares de Salmonella e outras espécies bacterianas via plasmideos
conjugativos, alguns deles s&o altamente prevalentes e emergem em conjunto com genes de
resisténcia clinicamente importantes (CARATTOLI, 2011).

Zioga et al. (2008) e Shahada et al. (2010) verificaram a presenca frequente de genes
codificadores de beta-lactamases em cepas de Salmonella spp., admitindo que a diversidade
de enzimas identificadas pudesse ser reflexo da troca frequente desses genes entre as cepas.
Shahada et al. (2010) realizaram a caracterizagdo molecular de Salmonella ser. Infantis de
aves no Japao com fendtipos multirresistentes e detectaram a presenca em 32 cepas dos genes
blatem € blacmy responsaveis pela resisténcia a ampicilina, cefalotina, ceftazidima e
cefotaxima. De forma semelhante, Zioga et al. (2008) apresentaram a existéncia simultanea do
gene bla codificador de beta-lactamase no cromossomo e em plasmideos conjugativos de
cepas de Salmonella ser. Typhimurium, responsaveis por conferir resisténcia 4&s
cefalosporinas de espectro-estendido (CARATTOLI et al., 2002a; AARESTRUP et al., 2004;
FDA, 2010).

Na Bélgica, Bertrand et al. (2006) sugeriram que um clone selecionado a partir de um
bando de aves, resultou na dispersdo de Salmonella ser. Virchow produtor de CTX-M-2 para
a populacdo humana, tendo como consequéncia multiplos casos de gastrenterite relatados na
época.

Quanto a ocorréncia de genes que codificam para resisténcia adquirida a quinolonas,
o0s resultados apontaram dois tipos distintos: gnrB detectado em 13% das cepas tanto isoladas
de carcagas resfriadas (7/52) quanto congeladas (2/15) e gnrS evidenciado em 3,8% (2/52) de
carcacas resfriadas (Tabela 6), demonstrando uma disperséo entre os sorovares Mbandaka,
Corvallis, Panama, Anatum, Senftenberg Typhimurium, Hadar e Derby. N&o foi detectado
nenhum isolado contendo os genes gnrA e aac(6’)-Ib.
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McGrath et al. (2006) e Souza et al. (2010) admitem que esses genes encontram-se
localizados em diferentes tipos de elementos genéticos moveis, como plasmideos
conjugativos, transposons compostos, sequéncias de insercdo, cassetes génicos ou integrons
alojados em plasmideos conjugativos/transposons, 0 que torna este mecanismo de resisténcia
facil e rapidamente disseminavel entre diferentes espécies. Por outro lado, os processos de
recombinacdo e a consequente evolucdo destes elementos genéticos mdveis, torna comum a
coexisténcia de genes que codificam para resisténcia adquirida a quinolonas e de genes que
conferem resisténcia a beta-lactamicos, aminoglicosideos, tetraciclinas, sulfonamidas,
trimetoprim e cloranfenicol, entre outros, conferindo a bactéria um fenotipo de
multirresisténcia.

Esta assertiva pode ser confirmada quando observamos que a presenca de gnrB e gnrS
foi detectada em Salmonella spp. que ndo apresentavam resisténcia apenas para o0 acido
nalidixico, mas também para outras drogas, como foi evidenciado entre sorovares Corvallis
que apresentaram perfil TCY, NAL, Typhimurium (AMP, TCY, NAL), Derby (TCY, NAL,
STR) e ainda 0:4,5 (AMP, CEP, CRO, NAL), cuja dispersao foi evidenciada nos estados de
Séo Paulo, Bahia, Mato Grosso e Parand. Desta forma, tendo em vista a emergéncia e a alta
mobilidade destes genes, é provavel que este fato esteja relacionado com uma disseminagéao
plasmidica, embora a transmissdo vertical de clones epidémicos ndo possa ser excluida.

Strahilevitz et al. (2009) compilando informacdes relatadas em todo o mundo até o
final de 2008, verificaram que 0s genes gnrA, gnrB e gnrS foram detectados em todos 0s
continentes e numa vasta variedade de plasmideos e de espécies bacterianas. Nesta base de
dados, os percentuais apontados para qnrA, qnrB e gnrS apresentaram uma média em torno
de 1,5%, 4,6% e 2,4% respectivamente, enquanto para o0 aac(6’)-1b foi considerado o mais
prevalente, com percentuais acentuados em torno de 10,8%.

Souza et al. (2010) consideram que embora 0s genes gnr e o aac(6’)-Ib tenham uma
dispersdo em varios paises do mundo, seu principal reservatorio parece estar concentrado em
paises dos continentes asiaticos e americano, nos quais estudos realizados por Park et al.
(2006), Cattoir et al. (2007), Kim et al (2009), Kim et al. (2012) descrevem prevaléncias entre
50% a 90%.

Na medicina veterinaria, as quinolonas podem ser usadas para fins terapéuticos,
profilaticos ou como promotores de crescimento, particularidade que tem fomentado o
aumento do seu uso em ambiente de producdo animal ao longo dos anos (LANGHOUT,
2005). Como consequéncia, a selecdo de bactérias resistentes a quinolonas e o aumento da
prevaléncia de genes que codificam para a resisténcia a esta droga vem sendo observada nos
animais e no ambiente, 0 que conduz ao comprometimento do tratamento de varias doencas
infecciosas (AARESTRUP et al., 2007; MERENS e SERVONNET, 2010).

De acordo com os resultados observados no presente estudo, a ocorréncia e
diversidade de genes que codificam para resisténcia adquirida a quinolonas podem ser
consideradas pequenas (13,4% - 9/67 para qnrB e gnrS 3% - 2/67) quando comparadas ao
percentual de cepas que apresentaram resisténcia para esta classe de drogas. No entanto, estes
percentuais apontados em animais de producéo intensiva representam um sério problema, nao
sO pela facilidade de disseminagdo entre animais que co-habitam espacos confinados, mas
tambem devido a possibilidade da sua disseminagdo dos animais para 0 homem, quer por
contato direto, meio ambiente ou através da cadeia alimentar (BUTAYE et al., 2006).
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Esta assertiva coaduna com as constatacfes evidenciadas por Asai et al. (2010) que ao
demonstrarem a emergéncia e disseminagdo de PMQR em Salmonella spp. isoladas de
animais de producdo intensiva, como suinos, aves e bovinos, concluiram que estes animais
constituem um importante reservatorio de genes de resisténcia adquirida a quinolonas e um
possivel vetor de transmissdo para o ambiente circundante e para o0 homem, podendo ser
exemplificados pelas observacdes obtidas em Portugal por Rodriguez-Martinez et al. (2011)
em isolados bacterianos clinicos produtores de ESBLs no periodo de 2004-2006, e
paralelamente a presenca de gnrS (8%) e aac(6’)-Ib (65%) da amostragem. Por Antunes et al.
(2011), que descreveram a presenca de gnrS em Salmonella ser. Enteritidis isoladas de
amostras clinicas e ainda por inquéritos realizados em alguns paises, onde a taxa de
resisténcia a quinolonas € elevada e associada ao mecanismos por PMQR como na Espanha,
Franca, Italia, Suécia e Reino Unido (LAVILLA et al., 2008; KARAH et al., 2010,
HERRERA-LEON et al., 2011; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011).

Cabe ressaltar, que em nossa avaliacdo os percentuais obtidos na caracterizacdo do
gene gnrB em Salmonella spp. resistentes a quinolonas (13,4% - 9/67) apresentaram
distribuicdo semelhante entre carcacas congeladas e resfriadas, corroborando com os estudos
catalogados por Asai et al. (2010) e Ma et al. (2011), quando descrevem a resisténcia a
quinolonas mediada por este gene em Salmonella spp. isoladas de aves.

Por outro lado, a compilacdo no campo cientifico apontam alguns destaques como 0s
estudos realizados por Ahmed et al. (2009), que demonstraram a presenca de gqnrB e gnrS em
Salmonella ser. Typhimurium e Thompson, provenientes de animais para consumo humano
(aves, suinos e bovinos) e seus derivados (carnes, ovos e produtos lacteos) comercializados no
Japdo. Assim como as avaliacdes realizadas a partir de uma cooperac¢do internacional em 13
paises da Europa, descreveram o gene gnrB em Salmonella ser. Bredeney em aves de
capoeira na Italia e Holanda, reconhecendo sua circulacdo mediada por plasmideo entre outros
sorovares isolados de fonte animal, humana, alimentar e ambiental (VELDMAN et al., 2011).

No computo geral, os resultados apontados no presente estudo quando comparados
aos que ja foram reportados em literatura, possibilitam atribuir a maior prevaléncia de genes
associados a resisténcia a quinolonas, em paises em que o controle do uso de antibidticos é
baixo e/ou onde o uso de promotores de crescimento em ambiente de producdo animal ainda
ndo foi abolido, como paises asiaticos, Estados Unidos da América e Canadé, entre outros.

Contudo, o0s percentuais obtidos na caracterizacdo dos genes gnr  embora se
apresentem relativamente baixos, devem ser considerados relevantes quando admitimos que a
contaminacdo da carcaca pode ter sua origem a partir de animais contaminados e/ou por esses
micro-organismos pertecerem a microbiota normal de aves sadias. No entanto, para aquelas
cepas cuja avaliacdo ndo apresentou o gene qnr, pode-se atribuir ao fato de que outros
mecanismos de resisténcia poderdo estar presentes, sendo mediados por exemplo, por genes
de localizacdo cromossémica que codificam bombas de efluxo (CATTOIR e NORDMAN,
2009; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011).

Particularmente os resultados obtidos para Salmonella ser. Minnesota, que
apresentaram concomitantemente o perfil de resisténcia para o acido nalidixico e
ciprofloxacina, permitem sugerir a existéncia de mutacfes ocorridas em nivel cromossomal,
cuja justificativa pode estar relacionada a interacdo das proteinas Qnr com as subunidades da
enzima DNA girase na zona QRDR (regido determinante de resisténcia & quinolonas),
conduzindo alteragdes aminoacidas no local de ligacdo e consequentemente impedindo a
ligacdo da quinolona por reducgéo de afinidade com esta subunidade. Esta assertiva pode ser
respaldada pelas consideracdes realizadas por Souza et al. (2010), que consideram este
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mecanismo um pre-requisito para as geracdes seguintes adquirirem mutaces nas enzimas
alvo, atingindo um alto nivel de resisténcia as fluoroquinolonas.

Strahilevitz et al. (2009) reiteram que apesar deste fenotipo de resisténcia nao
diferenciar entre mutagGes cromossdmicas ou mecanismos PMQR, contribuiu inegavelmente
para 0 aumento generalizado da resisténcia a quinolonas para outras partes do mundo, por
considerar que as mutagdes cromossomicas sdo eventos demasiadamente raros e pelo fato dos
genes que codificam a resisténcia para quinolonas se localizarem em plataformas genéticas
maoveis, 0 que conduz a sua ampla e rapida disseminacdo, contribuindo para ocorréncia de
mutacdes cromossomicas conducentes a altos niveis de resisténcia a quinolonas. Na
perspectiva atual alguns autores admitem que estes mecanismos possam estar associados a
producdo de ESBL (CATTOIR e NORDMAN, 2009; MA et al., 2011; HERRERA-LEON et
al., 2011, KiM et al., 2012).

Inquéritos internacionais apontam a associacdo dos genes gnrA, gnrB e gnrS a
integrons de classe 1, encontrados em uma vasta variedade de plasmideos, muitas vezes
adjacentes a outros genes de resisténcia, como o0s quais codificam para beta-lactamases de
espectro expandido dos tipos SHV, CTX-M ou AmpC. Neste contexto, destacam-se 0s
reportados por Lavilla et al. (2008) que avaliaram a prevaléncia de Qnr e producdo de ESBL
em enterobactérias isoladas em Barcelona, na Espanha e por Pitout et al. (2008), que
realizaram monitoramento de determinantes de resisténcia a quinolonas mediada por
plasmideos na regido de Calgary no Canadd. Em semelhanca Fang et al.(2009), detectaram as
mesmas caracteristicas no sul de Estocolmo.

A Tabela 8 aponta em dois sorovares (Salmonella ser. Typhimurium e Derby) a
presenca concomitante de gnr e integrase, no entanto estas cepas ndo apresentaram o fenotipo
de resisténcia para os beta-lactamicos, sendo apenas observada, a associagdo de resisténcia
entre acido nalidixico e tetraciclina e/ou estreptomicina. Possivelmente, a localizacdo de
ambos deve ser em um mesmo elemento mdvel , no entanto esta afirmacdo carece de estudos
moleculares mais aprofundados.

Outro determinante importante diz respeito a associacao de gnr e aac(6’)-1b reportados
em uma série de investigacGes catalogadas por Park et al. (2006) nos Estados Unidos, Xiong
et al., (2008) que investigaram genes gnr e aac(6’)-1b em Enterobacter cloacae isolados na
Provincia de Anhui na China e Kim et al. (2012) em enterobactérias isoladas de amostras
clinicas na Coréia. Embora os autores reconhecam que a localizacdo do gene aac(6’)-lb €
maioritariamente em integrons de classe 1, ndo podemos considerar esta assertiva em funcéo
da auséncia deste gene em todas as cepas analisadas.

Quanto a pesquisa de integrons de classe 1 realizada em 117 cepas apresentando perfil
de resisténcia, intermediario e sensibilidade reduzida a quinolonas e aminoglicosideos, a
presenca da regido conservada do integron, detectada através do gene integrase foi
evidenciada em 22,5% (16/71) das cepas isoladas de carcacas resfriadas e 19% (4/21) de
congeladas. Entre 0os sorovares que apresentaram tal caracteristica destacam-se Albany,
Brandenburg, Derby, Enteritidis, Heidelberg, Infantis, Mbandaka, Saintpaul,
Schwarzengrund, Corvallis, Tennessee e Typhimurium e resisténcia a até cinco classes de
drogas antimicrobianas.

Conforme apresentado na Tabela 9, os produtos amplificados variaram de 700 a
>1000 kb e os isolados positivos para integron de classe 1 apresentaram 20 perfis de
suscetibilidade distintos. Entre estes, 15 apresentaram resisténcia para estreptomicina, a qual
normalmente associada a outras drogas, como acido nalidixico, tetraciclina, ampicilina,
cefoxitina, ceftriaxona, ceftazidima e sulfametoxazol-trimetoprim.
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Os sorovares Albany (NAL, SXT, STR), Corvallis (TCY, STR), Heidelberg (TCY,
GEN, NAL, NIT, STR), Infantis (AMP, FOX, CRO, CAZ), Mbandaka (GEN),
Schwarzengrund (GEN) e Typhimurium (AMP, TCY, FOX, CRO, STR/ AMP, TCY, STR/
TCY, STR) apresentaram 0 mesmo tamanho da regido varidvel (+/- 900 KB). Enquanto que a
Salmonella ser. Enteritidis (AMP, CHL, FOX, CAZ, STR, NAL, NIT), Saintpaul (TCY,
GEN, SXT) e Typhimurium (TCY, STR, SXT) apresentaram a regido variavel > que 1000 kb.
Estes resultados indicam que os isolados apresentam um ou mais genes inseridos no cassete
génico, sugerindo que a multirresisténcia detectada neste sorovares talvez seja decorrente da
presenga dos mesmos.

Peirano et al. (2006) admitem que dentre os elementos génicos moveis existentes, as
bactérias do género Salmonella fazem uso de integrons, particularmente os de classe 1.
Frequentemente, a presenca desse componente em cepas multirresistentes esta associada ao
cromossomo ou plasmideos conjugativos.

Os integrons parecem ter um papel importante na disseminagéo de genes de resisténcia
em Salmonella spp. e outros organismos, sendo considerados elementos de expressao,
potencialmente associados a transmisséao rapida e eficaz entre diferentes espécies bacterianas,
especialmente pelo seu poder de recombinacdo, mobilidade e capacidade de coletar/inserir
cassetes génicos através de mecanismos moleculares para a aquisi¢do de genes de resisténcia.

Estudos recentes confirmam que os integrons estdo amplamente distribuidos em cepas
de Salmonella enterica. Carattoli (2001) avaliando cepas de Salmonela spp. ndo relacionadas
isoladas na Albania, que permitiram verificar a coexisténcia de trés integrons na mesma célula
bacteriana (oxal, eaacc; e aadB) alocados na regido conservada e/ou variavel do integron,
que determinavam o fendtipo multirresistente a beta-lactamicos, fenicois e aminoglicosideos.
Ajiboye et al. (2009) avaliaram nos EUA a dispersdo de elementos genéticos mdveis
responsaveis pela codificacdo de resisténcia a antibidticos, detectando a presenca de integron
de classe 1 em 28% das cepas de E.coli isoladas de animais e 72% de Salmonella spp. de
humanos e animais.

Na Irlanda e na Francga, avaliacdo similar foi catalogada por Casin et al. (1999) e Daly
e Fanning (2000), cuja caracterizagdo molecular de resisténcia antimicrobiana relatou a
presenca de multiplos integrons em cepas de Salmonella spp. isoladas de fontes humanas,
animais e alimentares.

Guerra et al. (2000), identificaram a presenca de integrons de classe 1 em cepas de
Salmonella spp. multirresistentes coletadas na Espanha durante 1989 e 1998, reconhecendo a
presenca e/ou combinacdo de cassetes génicos que conferiam resisténcia para estreptomicina,
beta-lactamicos e trimetoprim amplamente distribuidos especialmente em Salmonella ser.
Typhimurium, Panama e Ohio. Nastasi e Mammina (2001), ao avaliarem cepas de Salmonella
spp. isoladas entre 1997 a 1999 na Italia, evidenciaram resultados semelhantes, tendo em vista
a deteccdo de integrons de classe 1 em percentual acentuado de Salmonella ser. Typhimurium,
atribuindo este fato ao aparecimento do clone DT104.

Krauland et al. (2009), determinando a presenga de integrons em uma colegéo de
Salmonella enterica multirresistentes, reconheceram que a expansédo clonal e a transferéncia
de genes horizontal podem contribuir para a difusdo da resisténcia antimicrobiana. Neste
estudo, o fenotipo ACSSUT determinado pela Salmonella ser. Typhimurium DT104 foi
evidenciado em isolados geneticamente ndo relacionados em 8 paises distintos, incluindo
Salmonella ser. Uganda, Schwarzengrund, Bredeney, Isangi e Typhimurium PT19.
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Os resultados encontrados no presente estudo mostraram que na avaliacdo geral quanto
a suscetibilidade aos antimicrobianos, 6% (12/94) do sorovar Typhimurium foram resistentes
até sete drogas. A presenca de integrons de classe 1 apontada na Tabela 9 evidenciada em
30% (6/20) das cepas reportam fendtipos multirresistentes distintos entre cepas oriundas do
Parana, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo. Estes resultados parecem coadunar com as
afirmaces realizadas por Gonzéles et al. (2004) e Antunes et al. (2006), ja que uma grande
variedade de genes descritos em bactérias Gram-negativas sdo parte de cassetes génicos
inseridos em um integron e responsaveis por codificar resisténcia a diversos antimicrobianos.

A presenca de integrons de classe 1 foi observada entre sorovares considerados
prevalentes, como por exemplo, Salmonella ser. Mbandaka, Saintpaul e Corvallis,
reafirmando a importancia destes sorovares para disseminacdo da resisténcia antimicrobiana
em nosso meio. Cassetes de genes dos integrons de classe 1 podem ser expressos de forma
diferente dependendo do promotor principal e variantes do promotor. Consistem tipicamente
de um gene (Inti) que codifica uma integrase (que catalisa 0 movimento do cassete do gene
por recombinacédo sitio-especifica), um local de recombinacdo (attll), e um promotor (Pc)
localizada dentro da sequéncia de codificagdo intll responsavel pela expressdo de cassetes de
genes inseridos. O envolvimento de integrons em fendtipos de multirresisténcia expressos por
isolados de Salmonella tem sido extensivamente estudado e relatado por outros estudos
(WALKER et al., 2001; CARATTOLI et al., 2002b; KRAULAND et al., 2009).

No que diz respeito ao sorovar Enteritidis, 0s resultados encontrados demonstraram
gue apenas uma cepa apresentou positividade para integrons de classe 1 (regido variavel
>1000kb). No entanto, a mesma apresentou um fenétipo de resisténcia ao maior nimero de
drogas, tendo seu perfil representado por AMP, CHL, FOX, CAZ, STR, NAL, NIT. Alguns
relatos apontam que grande parte das cepas do sorovar Enteritidis apresentam fenétipo de
resisténcia aos antimicrobianos em percentuais menos elevados, quando comparados a outros
sorovares, podendo ser resultantes da aquisicdo de integrons anteriormente recebidos através
de transmiss&o horizontal.

Este fato pode ser exemplificado pela aquisicdo do gene bla e ampR a partir de uma
cepa de Morganella morganii, reconhecido por Verdet et al. (2000) quando descreveu a
presenca de integrons de classe 1 em Salmonella ser. Enteritidis.

Firoozeh et al. (2012) reconheceram cinco matrizes distintas variando entre 750 a
1300KDb, quando avaliaram a regido variavel do integrons de classe 1 em cepas de Enteritidis
isoladas de fontes humana e aviaria. Segundo os autores, a diversidade de cassetes génicos
deliberados pelo integron de classe 1 contribuiram para resisténcia concomitante aos beta-
lactdmicos, aminoglicosideos, quinolonas e anti-folatos.

Outro aspecto importante foi que os resultados obtidos no presente estudo apontaram a
presenca de integrons de classe 1 em 13 cepas de Salmonella spp. resistentes a tetraciclina.
Entre estas, destacam-se os perfis que apontam resisténcia a tetraciclina associada a outras
drogas antimicrobianas, especialmente ampicilina, estreptomicina e sulfametoxazol-
trimetoprim.

White et al. (2001) admitem que a presenca deste amplo perfil de resisténcia € muito
comum, provavelmente devido & ligacdo genética existente entre integrons, transposons e
plasmideos conjugativos. Isto pode representar um sério problema, dada a capacidade destes
componentes alocarem um grupo de genes (incluindo o gene tet) que podem ser transferidos
na integra entre sorovares de Salmonella, e entre espécies bacterianas distintas. Esta assertiva
pode ser comprovada pelo alto percentual de resisténcia a tetraciclina em isolados de
Escherichia coli obtidos a partir de aves e suinos evidenciados por Lapierre et al. (2008) e a
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caracterizacdo desta resisténcia mediada por genes tetA e tetB alocados em integrons, capazes
de serem transferidos por conjugacdo para uma célula receptora E. coli J53 AZ.

Constatacdo semelhante foi relatada por Sunde e Norstrdm (2006) em Escherichia coli
e Salmonella spp. isoladas de produtos carneos e subprodutos na Noruega, caracterizando 0s
genes tetA e genes sull drfl, aadl em integrons de classe 1 entre cepas resistentes a
tetraciclina, sulfametoxazol e estreptomicina. Assim como em Portugal, a presenca de
integrons de classe 1 carreando resisténcia para estas mesmas drogas foi detectada por
Antunes et al. (2006) em Salmonella enterica de isolados clinicos, do ambiente e de carnes de
frango, porco e gado.

Thong e Modarressi (2011) reconhecem a necessidade de monitoramento e
compreensdo dos mecanismos genéticos envolvidos na dispersao de resisténcia a antibioticos
entre patégenos de origem alimentar, tendo em vista que em Salmonella spp. isoladas de
carne de aves e bovinos cruas comercializadas em supermercados e feiras livres, bem como
alimentos prontos derivados de aves e bovinos em restaurantes na Malésia, detectaram
diversos genes localizados em integrons presentes em plasmideos conjugativos que conferiam
resisténcia a antibidticos como sulfonamida, acido nalidixico, sulfametoxazol-trimetoprim,
ampicilina e cloranfenicol.

No Brasil, a ocorréncia de genes de resisténcia a antimicrobianos e o papel de
integrons em Salmonella enterica oriundas de fonte humana e animal foi determinada por
Peirano et al. (2006). Este estudo possibilitou a caracterizacéo de integrons de classe 1 em 55
cepas entre 17 sorovares mais incidentes circulantes no pais, sendo possivel detectar genes
ndo relacionados entre cepas multirresistentes. Foram determinados mecanismos associados a
presenca dos genes sul2 e sul3 para resisténcia a sulfonamidas, tet (B) e tet (A) para
tetraciclinas, catAl para o cloranfenicol, strA para estreptomicina e blatem € blactx.m €
blacmy-2 para ampicilina e cefalosporinas.

Incontestavelmente, a variabilidade genotipica observada no presente estudo, assim
como a possibilidade de genes gnr e blactx-m e blacmy estarem integrados na estrutura do
integron podem ser responsaveis pelo fendtipo de multirresisténcia apresentado pelas cepas de
Salmonella spp. Os resultados demonstram que mecanismos mdultiplos de resisténcia a
determinados antimicrobianos podem coexistir em um mesmo isolado bacteriano,
constituindo fator de preocupacdo, tendo em vista a disseminacdo de resisténcia através de
incorporacdo de DNA livre no ambiente e elementos genéticos méveis como plasmideos,
transposons e integrons, para bactérias de diferentes grupos taxonémicos e ecoldgicos,
determinando um impacto clinico e epidemioldgico para a medicina humana e veterinaria.

Os resultados obtidos no presente estudo apoiam a hipétese de que a versatilidade de
plasmideos, troca de integrons e genes de resisténcia por transferéncia génica vertical e
horizontal entre cepas ocorrentes na cadeia alimentar podem contribuir para propagagédo da
resisténcia aos antimicrobianos. Sua caracterizacdo representa uma base Util para o
conhecimento quanto a disseminacdo da multirresisténcia para cepas de Salmonella spp. de
origem humana e animal.
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7 CONCLUSOES

Os 5 sorovares prevalentes em carcacas de frango isoladas entre o periodo de 2009 a
2011 foram Salmonella ser. Mbandaka, Enteritidis, Minnesota, Typhimurium e
Infantis.

Os sorogrupos prevalentes em carcagas de frango foram O:4 (B), O:7 (Cy), O:8 (Cs,-
0Cys).

A resisténcia aos beta-lactamicos de 3% geracdo de uso humano e veterinario foi
evidenciada tanto entre sorovares prevalentes quanto naqueles com reduzida
casuistica.

Os sorovares Newport e Senftenberg (2009) e Minnesota (2011) isolados de carcacas
resfriadas foram os Unicos a apresentarem resisténcia as fluoroquinolonas.

A totalidade das cepas apresentaram sensibilidade aos carbapenens.

A multirresisténcia foi detectada em 12,4% das cepas avaliadas, tendo sido
reconhecidos 28 padrdes distintos (entre 3 a 7 classes de antimicrobianos).

A totalidade das cepas manteve o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos
originalmente determinado pelas atividades de monitoramento.

A reducdo acentuada de resisténcia a drogas proscritas (tetraciclina, cloranfenicol,
nitrofurantoina) indica seu desuso na avicultura.

O gene blacmy foi detectado tanto em cepas isoladas tanto em carcacas resfriadas
guanto em congeladas e blactx-m teve maior prevaléncia nas resfriadas.

Os genes blacyy € blactx.w foram reconhecidos em cepas que apresentavam
sensibilidade reduzida, em um percentual de 2,9% e 19% respectivamente.

O gene qgnrB apresentou distribuicdo semelhante entre carcacas congeladas e
resfriadas.

Foi caracterizado integron de classe 1 (integrase) em 17,1 % de Salmonella spp.
isoladas de carcacas resfriadas e congeladas, durante todo o periodo de analise.

Os resultados obtidos indicam mecanismos multiplos de resisténcia resultantes de
genes capazes de serem transferidos horizontalmente entre diferentes espécies, atraves
de elementos mdveis como plasmideos, transposons e integrons.
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