UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM MEDICINA VETERINARIA
HIGIENE VETERINARIA E PROCESSAMENTO TECNOLOGICO
DE PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL

CARLA INES SOARES PRAXEDES

“AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DE Enterobacteriaceae DA
MICROBIOTA INTESTINAL DE FRANGOS DE CORTE
SUBMETIDOS A DIETA COM NITROFURANOS”

NITEROI
2012



CARLA INES SOARES PRAXEDES

“AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DE Enterobacteriaceae DA
MICROBIOTA INTESTINAL DE FRANGOS DE CORTE
SUBMETIDOS A DIETA COM NITROFURANOS”

Tese apresentada ao Programa de
Pos-Graduacéao em Medicina
Veterinaria da Universidade Federal
Fluminense como requisito parcial
para obtencdo do Grau de Doutor.
Area de Concentragido: Higiene
Veterinaria e Processamento
Tecnoldgico de Produtos de Origem
Animal.

Orientador: Prof. Dr. SERGIO BORGES MANO — UFF

Co-orientador: Prof. Dr. ROBSON MAIA FRANCO - UFF

Niteroi
2012



CARLA INES SOARES PRAXEDES

“AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DE Enterobacteriaceae DA
MICROBIOTA INTESTINAL DE FRANGOS DE CORTE
SUBMETIDOS A DIETA COM NITROFURANOS”

Aprovado em 02/04/2012

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em
Medicina  Veterindria da  Universidade Federal
Fluminense como requisito parcial para obtencdo do
Grau de Doutor. Area de Concentracdo: Higiene
Veterinaria e Processamento Tecnoldgico de Produtos
de Origem Animal.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Sérgio Borges Mano
UFF

Prof. Dr. Robson Maia Franco
UFF

Dr2, Paula Aparecida Martins Borges Bastos

IFF

Prof.2 Dr.2 Karen Signori Pereira

UFRJ

Prof. Dr. Fabio da Costa Henry
UENF

Niteroi
2012



Com muito amor e gratidao,

DEDICO a minha mae Maria Teodorica, a maior expressao
do amor de Deus, e a quem devo tudo o que sou.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, que esteve todo tempo ao meu lado.

A minha mée Maria Teodorica Soares Praxedes e meu pai Amélio Mariano Praxedes

(in memorian) por todo amor dedicado a mim.

Ao meu irmdo Amélio (Juninho) e as minhas irmas Conceicéo, Celeste e Carlota,
gque compreenderam minha auséncia e me deram forca para que esse sonho se
realizasse. As minhas queridas sobrinhas Maria Rita Praxedes Barretto, Luciana
Christine Praxedes Treasure e Marceli Nunes Goncalves, doce presenca em minha

vida.

Ao Prof. Dr. Sérgio Borges Mano, meu orientador, pela amizade, pelos
ensinamentos, por depositar confianca em mim desde o mestrado, pela paciéncia

em me atender nos momentos que precisei e pela orientacéo.

Ao Prof. Dr. Robson Maia Franco, meu co-orientador, pela amizade, carinho,
competéncia, por ter me estimulado e pela valiosa orientacdo, imprescindivel na

realizacdo deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Francisco Radler de Aquino Neto, por ter apoiado esse projeto de
pesquisa e por ter disponibilizado os antimicrobianos nitrofuranos para que o

trabalho fosse realizado.

A amiga e Médica Veterinaria Dra. Paula Aparecida Martins Borges Bastos, que nio
mediu esforgos para me ajudar, sempre solicita, me auxiliou em todos os momentos

desta pesquisa, sem seu apoio este trabalho ndo seria possivel.

A Médica Veterinaria Nathalia Oliveira Cavalcanti Ziniga, pela amizade, por permitir
que eu fizesse parte do seu trabalho de pesquisa e por ter me atendido nos

momentos de ddvida.



Ao ex-diretor do campus Bom Jesus do Itabapoana do Instituto Federal Fluminense,
Prof. Dr. Fernando Antonio Abrantes Ferrara, que apoiou esse projeto e

proporcionou efetivamente que o trabalho fosse realizado.

A todos os professores e funcionarios do Programa de Pos-Graduagdo em Higiene
Veterinaria e Processamento Tecnologico de Produtos de Origem Animal na
Universidade Federal Fluminense que contribuiram para o0 meu crescimento

profissional e pessoal.

Ao técnico de laboratorio Wagner Ferreira de Oliveira, aos bolsistas do laboratoério
de microbiologia, em especial Hebert Martins Salotto, que contribuiram para a

realizacdo deste trabalho.

A amiga Kénia de Fatima Carrijo, pela amizade e carinho que sempre teve por mim,

por ter me motivado a seguir apds o mestrado e pelo exemplo a ser seguido.
A todos os amigos em Bom Jesus do Itabapoana que estiveram ao meu lado me
dando forca ao longo deste trabalho, em especial Patricia Sobral Silva, Erdelina

Maria de Lima e Edinéia Alves Moreira Baiao.

A amiga e professora Carolina Relvas Chaves pela contribuicdo com seus valiosos

esclarecimentos, sempre bem-vindos nos momentos que precisei.

A tia e madrinha Sandra Marly Pervidor de Lemos, pelo carinho e pelas palavras de

incentivo durante a caminhada.

E n&o poderia deixar de agradecer... ao meu cao “Milo” que me fez sentir saudades
com a distancia, mas que também alegrou todos os meus dias quando pude estar
presente.

A todos, que direta ou indiretamente, colaboraram com a realizag&o deste trabalho.

A CAPES pelo apoio financeiro a pesquisa.



O meu olhar alcanca o longe. Contempla o territorio que me separa da concretizacao
de meu desejo. O destino final que o olhar ja reconhece como recompensa,

aos pés se oferece como lonjura a ser vencida. Mas ndo ha pressa que seja capaz
de diminuir esta distancia. Estamos sob a prevaléncia de uma imposicéo existencial,
regra que ensina, que entre o ser real e o ser desejado,

ha o senhorio inevitavel do tempo das esperas.

Padre Fabio de Melo

Do livro “Tempo de Esperas”



SUMARIO

LISTA DE TABELAS, p. 9

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS, p. 10

RESUMO E PALAVRAS-CHAVE, p. 12

ABSTRACT AND KEYWORDS, p. 13

1 INTRODUCAO, p. 14

2 REVISAO DE LITERATURA, p. 17

2.1 MICROBIOTA INTESTINAL DAS AVES, p. 17
2.2 FAMILIA Enterobacteriaceae, p. 20

2.2.1 Citrobacter spp., p. 22

2.2.2 Escherichia spp., p. 23

2.2.3 Enterobacter spp., p. 24

2.2.4 Hafnia spp., p. 24

2.2.5 Klebsiella spp., p. 25

2.2.6 Morganella spp., p. 25

2.2.7 Proteus spp., p. 26

2.3 FAMILIA Pseudomonadaceae, p. 26

2.3.1 Pseudomonas spp., p. 26

2.4 ANTIMICROBIANOS — ANTIBIOTICOS E QUIMIOTERAPICOS, p. 27

2.4.1 Antimicrobianos: terapéutico, preventivo e aditivo alimentar, p. 29



2.4.2 Classes de antimicrobianos, p. 34

2.4.2.1 B Lactamicos, p 34

2.4.2.2 Aminoglicosideos, p. 36

2.4.2.3 Tetraciclina, p. 39

2.4.2.4 Fenicais, p. 41

2.4.2.5 Quinolonas, p. 42

2.4.2.6 Inibidor da via folato, p. 43

2.4.2.7 Nitrofuranos, p. 45

2.5 RESISTENCIA BACTERIANA, p. 50

2.5.1 Mecanismo de transmisséao de resisténcia, p. 51
2.5.2 Forma de aquisicao de bactérias resistentes, p. 58
2.5.3 Resisténcia bacteriana aos Nitrofuranos, p. 67

2.6 LEGISLAC}AO: BANIMENTO DOS NITROFURANOS, p. 71

3 DESENVOLVIMENTO, p. 75

3.1 IDENTIFICACAO DE Enterobacteriaceae DA MICROBIOTA INTESTINAL DE
FRANGOS DE CORTE SUBMETIDOS A DIETA COM NITROFURANOS, p. 75

3.2 SENSIBILIDADE DE Enterobacteriaceae DA MICROBIOTA INTESTINAL DE
FRANGOS DE CORTE SUBMETIDOS A DIETA COM NITROFURANOS, p. 88

4 CONSIDERACOES FINAIS, p. 99

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS, p. 101

6 APENDICES, p. 115

6.1 PERFIL DE RESISTENCIA — RACAO CONTENDO FURALTADONA , p. 116

6.2 PERFIL DE RESISTENCIA — RACAO CONTENDO FURAZOLIDONA, p. 117

6.3 PERFIL DE RESISTENCIA — RACAO CONTENDO NITROFURANTOINA, p. 118
6.4 PERFIL DE RESISTENCIA — RACAO CONTENDO NITROFURAZONA, p. 120
6.5 PERFIL DE RESISTENCIA — RACAO SEM MEDICACAO, p. 122



LISTA DE TABELAS

1° ARTIGO

TABELA 1 - Microrganismos isolados a partir de suabes cloacais de frangos de

corte com 51 dias de idade submetidos a dieta com nitrofuranos, f. 81

APENDICES

TABELA 2 - Perfil de resisténcia de microrganismos isolados de amostras fecais de

frangos de corte sumetidos a dieta com furazolidona, f. 116

TABELA 3 - Perfil de resisténcia de microrganismos isolados de amostras fecais de

frangos de corte submetidos a dieta com furaltadona, f. 117

TABELA 4 - Perfil de resisténcia de microrganismos isolados de amostras fecais de

frangos de corte submetidos a dieta com nitrofurantoina, f. 118

TABELA 5 - Perfil de resisténcia de microrganismos isolados de amostras fecais de
frangos de corte submetidos a dieta com nitrofurazona, f. 120

TABELA 6 - Perfil de resisténcia de microrganismos isolados de amostras fecais de
frangos de corte sem utilizacdo de antimicrobianos na racao (controle),
f. 122



10

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

AHD
AMOZ
ANTRES

AOZ
APC
CEE

CIM

DNA

CE
EMBRAPA
ESBL

FAO

FDA

FTD
FZD
IARC
IDA
JECFA

LMR
LPS
MAPA
NAD

1l-aminoidantoina

3-amino-5-morfolinometil-2-oxazolidinona

Controle do uso e resisténcia de antimicrobianos utilizados por paises
de baixa renda — um estudo de intervencdo na América Latina, do
inglés “Towards Controlling Antimicrobial Use and Resistance in Low-
income Countries—An Intervention Study in Latin America”
3-amino-2-oxazolidinona

Antimicrobiano Promotor de Crescimento

Comunidade Econbmica Europeia, do inglés “European Economic
Community - EEC”

Concentracgao Inibitoria Minima

Acido desoxirribonucléico, do inglés “Deoxyribonucleic acid - ADN”
Comunidade Europeia, do inglés “European Community - EC”

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

Beta-Lactamase de Espectro Estendido, do inglés “Extended-Spectrum
Beta-Lactamase”

Fundo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo, do inglés
“Food and Agriculture Organization of the United Nations”

Orgdo Federal dos Estados Unidos que supervisiona Alimentos,
Medicamentos e Cosmeéticos, do inglés “Food and Drug Administration”
Furaltadona

Furazolidona

“International Agengy for Research on Cancer”

Ingestdo Diaria Admissivel, do inglés “Admissible Daily Intake - ADI”
Comité Conjunto de Peritos em Aditivos Alimentares, do inglés “Joint
Expert Committee on Food Additives”

Limite Maximo de Residuo

Lipopolissacarideo

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

Nicotinamida Adenina Dinucleotideo, do inglés “Nicotinamide Adenine

Dinucleotide”



NADPH

NFT
NFZ
OIE

OMS

PABA
PCR

RASFF

RNA
RNAmM
RNAt
SCAN

SEM
Sl
STEC

TGl
TMP-SMZ
UE

VM

VP

11

Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato, do inglés “Nicotinamide
Adenine Dinucleotide Phosphate”

Nitrofurantoina

Nitrofurazona

Escritério Internacional de Epizootias, do inglés “Office International
des Epizooties”

Organizacdo Mundial de Saude Animal, do inglés “World Organisation
for Animal Health”

Acido Para-Aminobenzoico, do inglés “Aminobenzoic Acid”

Reacdo em Cadeia da Polimerase, do inglés “Polymerase Chain
Reaction”

Sistema de Alerta Rapido para os Géneros Alimenticios e Alimentos
para Animais, do inglés “Rapid Alert System for Food and Feed”

Acido Ribonucleico, do inglés “Ribonucleic acid”

RNA mensageiro, do inglés “Messenger RNA - mRNA”

RNA transportador, do ingles “Transfer RNA - tRNA”

Comité Cientifico da Alimentacdo Animal, do inglés “Scientific
Committee on Animal Nutrition”

Semicarbazida

Sequéncia de Insercao, do inglés “Insertion Sequence - IS”

Escherichia coli produtora de toxina Shiga, do inglés "Shiga toxin-
producing Escherichia coli”

Trato Gastrointestinal

Trimetropim e Sulfametoxazol

Unido Europeia, do inglés “European Union - EU”

Vermelho de Metila

Voges-Proskauer



RESUMO

Objetivou-se neste trabalho identificar a microbiota intestinal de frangos de corte e
avaliar a frequéncia da sensibilidade de isolados pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, de 52 aves da linhagem Cobb, que foram criadas em galpao
experimental e submetidas do 15° ao 23° dia de vida a dieta contendo nitrofuranos.
As aves foram divididas em cinco grupos, sendo quatro tratamentos e um grupo
controle. No tratamento um, nove aves receberam racdo comercial de fase inicial
contendo furazolidona, no tratamento dois, 11 aves receberam racdo comercial de
fase inicial com furaltadona, no tratamento trés, 11 aves receberam racdo comercial
de fase inicial com nitrofurantoina, no tratamento quatro, 12 aves receberam racao
comercial de fase inicial com nitrofurazona e no tratamento cinco, nove aves
receberam racdo comercial de fase inicial sem medicacdo. Do 1° ao 14° dia da
criacdo 0s animais receberam racdo comercial de fase inicial e apos o 23° dia
retornando a alimentacdo com racao comercial, porém de fase de crescimento, que
foi administrada até os 42 dias de vida, quando houve a substituicdo por racdo de
fase de finalizacdo, administrada até os 51 dias de vida. No 51° dia de vida foi
realizada a coleta de amostras através de suabe cloacal para posterior identificacéo
bacteriana, em seguida transportados em meio cary-blair para isolamento e
identificacdo dos géneros e espécies atravées das provas bacteriolégicas
convencionais e, através dos sistemas Bactray | e Il. Foram isoladas e identificadas
142 colonias, sendo posteriormente submetidas ao teste de sensibilidade com os
antimicrobianos: furazolidona, furaltadona, nitrofurantoina, nitrofurazona, amicacina,
amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina, aztreonam, cefalotina, cefepime, cefoxitina,
ceftadizima, ceftriaxona, ciprofloxacina, cloranfenicol, gentamicina,
piperacilina/tazobactam sulfazotrim e tetraciclina. Os géneros e espécies isolados
dos frangos tratados com nitrofuranos e do controle foram: Citrobacter spp.,
Escherichia coli, Escherichia fergusonii, Escherichia Hermannii, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter aminigenus, Enterobacter cloacae, Enterobacter sakazakii,
Hafnia alvei, Klebsiella oxytoca, Klebsiella ozaenae, Klebsiella pneumoniae,
Morganella morganii, Proteus spp e Pseudomonas luteola. Entre tratamentos e
grupo controle, o maior percentual encontrado foi de Escherichia coli (76%) isoladas
no grupo controle, sendo este também o0 que apresentou menor diversidade de
microrganismos, com apenas dois géneros identificados. Quanto a sensibilidade,
todos os isolados apresentaram resisténcia a dois ou mais antimicrobianos com
diferentes perfis de resisténcia. Observou-se grande resisténcia aos nitrofuranos,
especialmente a nitrofurantoina (100%), nitrofurazona (98,5%) e furaltadona
(97,8%). Em relacdo as outras classes de antimicrobianos, a maior resisténcia foi a
tetraciclina (92,5%) e a maior sensibilidade a amoxicilina/acido clavulanico (48,1%).
A alta resisténcia a antimicrobianos banidos pela legislacédo para uso na alimentacdo
animal, como os nitrofuranos e a tetraciclina é uma preocupacdo de grande
relevancia para a saude animal, assim como para a saude coletiva. Reafirmando-se
a importancia da nao utilizacao destes farmacos em criagdes avicolas, pois além dos
possiveis efeitos toxicos, sua utilizagdo em animais pode ser ineficaz pela grande
resisténcia da microbiota das aves.

Palavras-chave: Enterobacteriaceae; nitrofurano; sensibilidade antimicrobiana



ABSTRACT

This paper aimed identify the poultry tract microbiota, and evaluate the frequency of
sensitivity of Enterobacteriaceae isolates from fifty-two Cobb poultry, which were
raised in a experimental shed and submitted from the fifteenth to the twenty-third
living day to a nitrofuran diet. The poultry were divided into five different groups,
being four with treatment andone with no medication — named as control group. In
the treatment group 1, nine birds received commercial feed for early phase
containing furazolidone; treatment group 2, eleven birds received feed with
furaltodone; treatment group 3, eleven birds received feed with nitrofurantoine;
treatment group 4, twelve birds received feed with nitrofurazone; and treatment group
5, nine birds were fed with no medication. From the first to the fourteenth raising day,
the birds received commercial feed for early phase; and after the twenty-third day,
the commercial feed was returned, however, with growing phase commercial feed —
which was administrated until the forty-second living day, when it was succeeded by
the final phase feed (administrated until the fifty-first living day). At this point, fecal
samples were collected by cloacal swab for posterior bacterial identification, and then
transported by Cary-Blair to isolation and genus/species identification (by
conventional bacteriological tests and Bactray | and Il systems). Were isolated and
identified one hundred forty-two colonies that were submitted to a sensibility test with
the following antimicrobials: furazolidone, furaltadone, nitrofurantoin, nitrofurazone,
amikacin, amoxicillin / clavulanic acid, ampicillin, aztreonam, cephalosporins,
cefepime, cefoxitin, ceftadizima, ceftriaxone, ciprofloxacin, chloramphenicol,
gentamicin, piperacillin / tazobactam sulfazotrim and tetracycline. The isolated
genera and species from the birds treated with nitrofuran and from the control group
were: Citrobacter spp., Escherichia coli, Escherichia fergusonii, Escherichia
Hermannii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter aminigenus, Enterobacter cloacae,
Enterobacter sakazakii, Hafnia alvei, Klebsiella oxytoca, Klebsiella ozaenae,
Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Proteus spp and Pseudomonas luteola.
Amongst treatment and control groups, the highest rate found was Escherichia coli
(76%), isolated in the control group — being also this, the group presenting the lowest
microorganism diversity (only two genera identified). Concerning the sensitivity, all
the isolates presented resistance to two or more antimicrobials through different
profiles. A high resistance to nitrofurans was observed, especially to nitrofurantoine
(100%), nitrofurazone (98.5%), and furaltadone (97.8%). Regarding the other classes
of antimicrobials, the highest resistance observed was to tetracycline (92.5%), and
the highest sensitivity, to amoxicillin/ clavulanic acid (48.1%). The high resistance to
antimicrobials banished by the law for use in animal feeding, like the nitrofurans and
the tetracycline is a concern of great relevance to the animal health, as well as to the
collective health — reassuring the significance of the non-utilization of these
pharmaceuticals in the poultry rearing, since beyond the possible toxic effects, your
utilization in animals may be ineffective due to the great resistance of the birds’
microbiota.

Keywords: Enterobacteriaceae; nitrofuran; antimicrobial sensitivity



1 INTRODUCAO

A carne de aves, especialmente a de frango, vem sendo muito consumida ao
longo das ultimas décadas, e isso se deve ao reconhecimento da qualidade dessa
carne, com caracteristicas sensoriais e nutricionais desejaveis. Além dessas
caracteristicas importantes, a carne de frango tem se apresentado ao consumidor
com precos acessiveis, proporcionando que as diferentes classes sociais e
sobretudo a de menor poder aquisitivo, seja beneficiada com esta matriz alimenticia
em sua mesa.

A avicultura brasileira é a grande promotora de todos esses beneficios, pois o
Brasil tem sido, desde 2004, o maior exportador mundial de carne de frango. No ano
de 2011, o Brasil bateu recordes em producédo, consumo e exportacdo. O consumo
per capita de carne de frango cresceu 7,5% em 2011 e, pela primeira vez, superou
os Estados Unidos, alcancando em 2011 47,4 quilos, contra 44 quilos em 2010. Com
isso, o consumo por brasileiro foi, em média, de quase quatro quilos mensais ou um
quilo a cada semana.

Ressalta-se que esse mérito se deve a todos os produtores e profissionais
que estdo ligados direta ou indiretamente a cadeia produtiva da carne de frango,
contribuindo exemplarmente para que 0 nosso produto seja oferecido a todos os
consumidores de forma segura e com qualidade.

No entanto, uma das maiores preocupacdes da populagdo brasileira e
mundial é o uso de antimicrobianos na producdo animal, principalmente em aves.
Estes farmacos foram utilizados ndo somente como agentes terapéuticos e
profilaticos de doencas em aves, mas principalmente e em maior escala como
aditivos alimentares para melhorar o desempenho de frangos de corte,

proporcionando maior sanidade dos plantéis, evitando perdas e aumentando a
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produtividade. Por consequéncia, diversos estudos sobre o uso de antimicrobianos
tém sido realizados em todo o mundo, registrando os efeitos da utilizagdo desta
tecnologia, porém, com deteccdo da presenca de residuos na carne e a inducdo a
resisténcia bacteriana, o que tem levado as proibicdes de alguns desses farnacos.

A microbiota presente no trato gastrointestinal (TGI) das aves tem sido alvo
de estudo dos pesquisadores, em diversos ambientes; em seres humanos envolvida
em distarbios gastrointestinais, através de processos infecciosos, por vezes
sépticos, assim como toxicoldgicos, causando alta morbidade e em alguns casos a
mortalidade.

Pesquisadores, em diversas partes do mundo, tém detectado aumento
consideravel na propor¢cdo de microrganismos resistentes, tanto da microbiota
patogénica quanto da comensal, a um ou mais antimicrobianos, apontando que o
problema vem se agravando com maior rapidez. Entretanto, a possibilidade de que
antimicrobianos usados em avicultura, selecionem bactérias resistentes e que
possam comprometer a terapéutica de doencas infecciosas aviarias, € aspecto de
extrema importancia, uma vez que microrganismos que adquiriram resisténcia
podem contaminar alimentos provenientes desses animais, representando risco a
saude dos consumidores.

Os nitrofuranos sdo um grupo de farmacos usados como antimicrobianos no
combate a doencas infecciosas tanto nos seres humanos como nos animais, sendo
farmacologicamente ativos contra bactérias e protozoarios. Foram muito utilizados
no passado para o tratamento de infeccdes gastrointestinais causadas pelas
enterobacteriaceas em bovinos, suinos e aves, também como promotores de
crescimento. A Unido Europeia proibiu a administracdo de nitrofuranos na producao
de animais para consumo humano na década de 90, e no Brasil em 2003. Esse fato
se deve a deteccao de residuos dessas substancias em produtos alimentares, pois
os nitrofuranos sofrem rapida biodegradacdo e os produtos da metabolizacdo se
ligam as proteinas com possiveis efeitos adversos, tais como mutagénicos e
oncogénicos em seres humanos.

Devido a utilizacdo ilegal e a grande importancia para saude coletiva, é
necessario o monitoramento desses residuos, assim como a sensibilidade de
microrganismos a diversos antimicrobianos, principalmente aos proprios

nitrofuranos.
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Diante desta realidade, as determinacdes para a obtencéo de um produto que
apresente qualidade nutricional e seja seguro, vem crescendo, principalmente a
partir do mercado europeu, que apos a proibicdo da utilizacdo de antimicrobianos
como promotores de crescimento junto a producdo animal nos seus paises, vém
realizando varias exigéncias para importacdo dos produtos, tomando medidas cada
vez mais restritivas.

Estando o Brasil numa posicdo de destaque na producédo de carne de aves,
os cuidados devem estar presentes em toda a cadeia produtiva, acompanhando o
crescimento e monitorando todos os efeitos advindos da producgéo avicola, para que
assim, o produto brasileiro seja cada vez mais apreciado e valorizado por
consumidores de todo o mundo.

Portanto, objetivou-se neste trabalho identificar e avaliar a sensibilidade
antimicrobiana de bactérias da familia Enterobacteriaceae presentes na microbiota

intestinal de frangos de corte que foram submetidos a dieta contendo nitrofuranos.



2 REVISAO DE LITERATURA

A seguir sera feito a abordagem com os principais temas pertinentes ao
assunto: Microbiota intestinal das aves; Familia Enterobacteriaceae; Familia
Pseudomonadaceae; Antimicrobianos; Resisténcia bacteriana; Legislagao:

banimento dos Nitrofuranos.

2.1 MICROBIOTA INTESTINAL DAS AVES

A microbiota intestinal € uma parte essencial do sistema digestério de todos
0s animais. O fato de serem organismos vivos significa que os microrganismos tém
necessidades nutricionais para sobrevivéncia dentro de seu “habitat” natural. A
maioria das bactérias do trato gastrointestinal obtém energia necessaria para
crescimento e reproducdo através dos componentes da dieta (APAJALAHTI et al.,
2004).

Durante o desenvolvimento embrionario do pinto ndo h& qualquer microbiota
natural intestinal, contudo, se forma a partir da ingestdo de microrganismos durante
0 nascimento, aumentando durante as primeiras semanas de vida até se tornar uma
populacdo predominantemente de bactérias anaerdbias. Alguns géneros e espécies
bacterianas que colonizam inicialmente o trato intestinal, geralmente persistem ao
longo de toda a vida das aves, passando a compor a microbiota intestinal residente
(PALERMO-NETO et al., 2005). A microbiota intestinal das aves é composta de
inUmeras espécies de bactérias, formando um sistema complexo e dinamico
(FURLAN et al., 2004). Esses microrganismos adaptam-se a este ecossistema e sao
resistentes as condi¢cdes do meio, como baixa tensédo de oxigénio, presenca de sais
biliares, enzimas, pH e tipo de nutrientes disponiveis, entre outras condicdes
(PALERMO-NETO et al., 2005).
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Gedek (1986) relatou a existéncia da microbiota natural no trato
gastrointestinal de dificil definicho que € composta de aproximadamente 400
espécies em equilibrio entre si e com o hospedeiro. A presenca da microbiota
intestinal normal, em equilibrio é tdo necessaria quanto benéfica para o bem estar
do animal. Estima-se que 90% da microbiota seja constituida por bactérias
facultativas (aerébias/anaerébias) e produtoras de acido lactico (Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp.), incluidas as bactérias exclusivamente aer6bias como o0s
Bacterioides spp., Fusobacterium spp. e Eubacterium spp. Os 10% restantes desta
microbiota sdo constituidos de bactérias consideradas potencialmente nocivas ao
hospedeiro, entre estas, a Escherichia coli, Enterococos spp., Clostridium spp,
Staphylococcus spp., Pseudomonas spp., Blastomyces spp. Outros géneros também
foram citados por Furlan et al. (2004) e Palermo-Neto et al (2005), tais como
Citrobacter, Enterobacter, Pediococcus, Peptostreptococcus, Propionibacterium,
Ruminococcus, Serratia, Veillonella e Streptococcus.

No entanto, Apajalahti et al. (2004) utilizando técnicas que caracterizam o
DNA microbiano extraidos de colénias do trato gastrointestinal mostraram que 90%
das bactérias encontradas sdo de espécies desconhecidas. Além disso, mais da
metade de 640 espécies encontradas, sao de géneros desconhecidos. Apajalahti et
al. (2002) relataram que um dia apés a eclos@o dos ovos a densidade bacteriana no
fleo e no ceco alcancaram respectivamente 10% e 10'° por grama de contetdo.
Segundo Apajalahti et al. (2004) o nimero de bactérias podem alcancar 10** e 10°
por grama de conteudo cecal e ileal, respectivamente, durante os primeiros trés dias
apos eclosado, permanecendo relativamente estavel durante os proximos 30 dias.

A mucosa intestinal de seres humanos e animais é colonizada por grande e
diversificado niumero de bactérias, devendo encontrar condicfes favoraveis para a
colonizacdo e sua persisténcia, como temperatura, pH adequado e oferta de
substratos (SANTOS; TURNES, 2005).

O namero de microrganismos e composi¢cao da microbiota intestinal das aves
variam consideravelmente ao longo do trato gastrointestinal. No ingluvio existe a
predominéancia de lactobacilos, que produzindo acido latico e acético reduzem o pH,
impedindo o crescimento de bactérias patogénicas. O pH no proventriculo e moela é
extremamente baixo, e poucas bactérias sdo capazes de tolerar esse ambiente. No
duodeno, o pH é neutro e 0s microrganismos colonizam esse segmento do intestino

delgado, bem como o jejuno e ileo. O ceco é reconhecido como o segmento de
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maior colonizacdo por microrganismos, sendo que grande numero de bactérias
Gram-positivas e negativas estdo presentes neste local. As bactérias no TGl podem
encontrar-se, tanto associadas intimamente com o epitélio, ou livres na luz intestinal.
As bactérias livres multiplicam-se rapidamente para compensar a eliminacao pelo
peristaltismo intestinal ou ainda se agregar as demais bactérias que se encontram
aderidas na mucosa intestinal (FURLAN et al., 2004).

Esta variada composicdo da microbiota intestinal pode ser tanto favoravel
quanto desfavoravel para o hospedeiro, dependendo da natureza e da quantidade
de microrganismos. Os efeitos maléficos seriam: diarréias, infecgfes, distarbios
hepéticos, carcinogénicos, putrefacao intestinal, reducdo da digestdo e absorcdo de
nutrientes. J4, os beneficios estariam vinculados a inibicAo do crescimento de
bactérias patogénicas, estimulos ao sistema imune, sintese de vitaminas, reducao
da producao de gases e melhor digestdo e absorcéo dos nutrientes (FURLAN et al.,
2004; PALERMO-NETO et al., 2005).

A pouca diversidade da microbiota intestinal de aves recém-nascidas, além de
ser considerada como um fator limitante para a digestdo, também possibilita a
colonizacdo intestinal por patégenos entéricos. A auséncia de contato com a
microbiota natural logo apés o nascimento pode afetar o desenvolvimento do TGl e,
por consequéncia, prejudicar o crescimento das aves (MAIORKA et al., 2001).

Nas aves, sabe-se que a microbiota atua beneficiando o processo digestério
favorecendo o metabolismo dos carboidratos, intensificando a digestdo do amido;
metabolismo das proteinas, recuperando o nitrogénio endégeno; metabolismo dos
lipideos e minerais; sintese de vitaminas e digestdo cecal dos componentes fibrosos
(LANCINI, 1994). Segundo Forsythe (2007), a presenca da populacédo bacteriana no
intestino suprime o0 crescimento de bactérias prejudiciais, sendo em aves
responsavel pela producdo de vitamina K e do complexo B; em humanos é
importante para a sintese de quantidades consideraveis de vitaminas do complexo
B.

Oliveira et al. (2004) observaram uma ligeira queda no ndamero de
enterobactérias isoladas no decorrer da idade da ave, possivelmente devido ao
crescimento da microbiota intestinal das aves o qual contribui para inibicdo de
bactérias patogénicas.

A concepcao de que o desenvolvimento de microbiota poderia levar a

prejuizos em lotes de frangos, seja pela concorréncia com o alimento ou devido a
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lesbes provocadas diretamente na mucosa intestinal pelas bactérias patogénicas,
levou a utlizacdo de aditivos, antimicrobianos administrados em doses
subterapéuticas, os quais foram erroneamente denominados de promotores de
crescimento (FURLAN et al., 2004; MAIORKA et al., 2001).

Com a preocupacdo de que estes aditivos possam induzir resisténcia a
patbgenos importantes para os seres humanos, muitos paises proibem ou estdo
comecando a proibir a utilizacdo desses aditivos em racdo para frangos. Assim,
algumas alternativas tém sido buscadas para promover o equilibrio da microbiota
intestinal dos frangos, a fim de obter um bom desempenho produtivo, sem riscos
para a saude humana. Pesquisadores tém mostrado que € possivel estabelecer um
sistema de protecdo da mucosa intestinal, com protecdo contra microrganismos
patogénicos, e como consequéncia manutencdo da homeostase do TGl (FURLAN et
al., 2004).

Esse sistema de protecdo deve-se indiretamente a presenca da microbiota
equilibrada, particularmente no ceco, contribuindo com a exclusdo e/ou competicao
com bactérias potencialmente patogénicas como E.coli, Clostridium spp., Salmonella
spp. e desta forma, melhorando os processos digestorios e absortivos do trato
entérico. Este principio tem sido modernamente explorado através do uso de
probioticos e prebidticos (BERCHIERI JUNIOR; MACARI, 2000). Desta forma ha
uma melhora na integridade da parede do trato gastrointestinal que é vital ao
sistema de defesa do animal contra uma série de microrganismos patogénicos
(REMONATO et al., 2008).

Portanto, os mecanismos com poder de reducdo ou exclusdo de
microrganismos patogénicos sao: criacdo de um ambiente hostil a outras bactérias;
eliminacdo da viabilidade de sitios receptores de outras bactérias; producédo de
secrecbes que tém acdo antimicrobiana e competicdo por nutrientes na luz do
intestino (FURLAN et al., 2004).

2.2 FAMILIA Enterobacteriaceae

No Dominio Bactéria, as Proteobactérias incluem a maioria das bactérias
Gram-negativas quimio-heterotréficas, que presumidamente surgiram de um mesmo
ancestral fotossintético, sendo agora o maior grupo taxondmico de bactérias. Os
representantes do mundo procariético compdem um vasto grupo heterogéneo de

organismos unicelulares muito pequenos. Assim, dentro desse grupo, milhares de
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espécies bacterianas sao diferenciadas por muitos fatores, incluindo a morfologia
(forma/estrutura), a composicdo quimica (frequentemente detectada por reagfes de
coloracdo), as necessidades nutricionais, as atividades bioguimicas e a fonte de
energia (luz solar ou quimica) (TORTORA et al., 2012). Portanto, caracterizam-se
por membros desta familia, um grupo relativamente homogéneo, do ponto de vista
filogenético, de proteobactérias gama (MADIGAN et al., 2004).

Trabulsi e Althertum (2008) relataram que as enterobacteriaceas sao
formadas por células que apresentam membrana citoplasmatica, espaco
periplasmatico, peptideoglicano ou mureina e membrana externa. A maior parte
apresenta filamento flagelar que nasce no citoplasma e muitas possuem capsulas ou
estrutura tipo capsular conhecidas como antigenos K. A membrana externa contém
o Lipopolissacarideo (LPS), porinas e diversos tipos de fimbrias. Diferentes tipos de
plasmidios sdo transportados por muitas amostras, sendo o cromossomo Unico e
circular.

Entre as possiveis estruturas procarioticas ha a parede celular, em sua parte
externa estdo o glicocalice, os flagelos, os filamentos axiais ou endoflagelos, as
fimbrias e os pili; e entre as estruturas internas a parede estdo a membrana
citoplasmatica, nucledide, ribossomos, inclusées e enddsporos (TORTORA et al.,
2012).

As enterobactérias foram caracterizadas como microrganismos que se
apresentam em forma de bastonetes Gram-negativos, medindo em geral 0,3-1,0 X
1,0-6,0pym, podendo ser imoveis ou moveis, sendo moéveis por meio de flagelos
peritriquios (HOLT et al., 1994). Sdo anaerdbios facultativos e quimioorganotréficos,
tendo tanto o metabolismo aerébio como o fermentativo. S&o microrganismos
oxidase negativos com exigéncias nutricionais relativamente simples, fermentando
acucares e originando uma variedade de produtos finais. A maioria das espécies se
desenvolve bem a temperatura de 37°C, entretanto algumas tém temperatura étima
entre 25 e 30°C, sendo frequentemente mais ativas metabolicamente a estas
temperaturas. Existem géneros psicrotroficos frequentemente encontrados no solo,
agua e trato gastrointestinal dos seres humanos e outros animais (HOLT et al., 1994;
ICMSF, 2000; MADIGAN et al., 2004).

A maioria das enterobactérias encontradas na natureza habitam o intestino de

seres humanos e dos animais, seja como membros da microbiota residente ou como
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agentes de infeccdo (MADIGAN et al., 2004; TORTORA et al., 2012; TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).

As enterobactérias podem causar infec¢cfes intestinais e extra-intestinais. As
que causam infeccdes intestinais sdo geralmente chamadas de enteropatogénicas,
incluindo categorias de Escherichia coli, todos os sorovares de Shigella spp., quase
todos os sorotipos de Salmonella spp. e alguns de Yersinia spp. As que causam
infeccbes extra-intestinais vivem normalmente nos intestinos, mas sdo patogénicas
para outros 6rgdos e tecidos. Em Estudos recentes ha citacdo de que Providencia
spp., Hafnia spp. e Citrobacter spp., podem ser enteropatogénicas (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).

Diversas espécies de enterobactérias causam doencas que cursam com
diarréia, entre as quais estaria a febre tifdide e a disenteria bacilar. As bactérias da
familia Enterobacteriaceae sdo responsaveis por cerca de 50% das infeccbes
nosocomiais, sendo mais frequentes as causadas por Escherichia coli, Klebsiella
spp., Enterobacter spp., Proteus spp., Providencia spp., e Serratia marsescens
(HOLT et al., 1994).

O grupo dos coliformes inclui espécies do género Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter e Citrobacter, sendo E. coli, historicamente, utilizada como
microrganismo indicador para servir como uma medida de contaminagéo fecal e,
assim, medir a presenca potencial de patdogenos entéricos em agua fresca
(FORSYTHE, 2007). Apesar de o trato intestinal ser o “habitat” dessas bactérias,
espécies desses géneros podem persistir por longos periodos e se multiplicar em
ambientes (SIQUEIRA, 1995).

2.2.1 Citrobacter spp.

S&o bastonetes, ocorrem isoladamente ou aos pares, com aproximadamente
1,0 um de didametro e 2,0-6,0 um de comprimento, ndo possuem capsula e séo
moveis por flagelos peritriqueos. Sao anaerdbios facultativos, com metabolismo
respiratério e fermentativo, fermentam glicose com producdo de &acido e gas. Sao
oxidase negativa e catalase positiva, reduzem nitratos a nitritos. No teste de
Vermelho de Metila (VM) sé&o positivos e no de Voges-Proskauer (VP) sado negativos.
O género Citrobacter compreende as espécies C. freundii, C. diversus e C.
amalonaticus. A maioria das amostras de Citrobacter freundii produz abundancia de
H.S que é observada em agar “triplo sugar iron” (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).



23

Os membros deste género sdo encontrados no solo, 4gua, esgoto, alimentos
e também nas fezes de humanos e animais, provavelmente como habitantes
normais do trato intestinal. Frequentemente isolado de espécimes clinicas como

patdgenos oportunistas (HOLT, et al., 1994).

2.2.2 Escherichia spp.

Sao bastonetes, podendo ocorrer de forma isolada ou aos pares, apresentam
1,1-1,5 um x 2,0-6,0 um. S&o anaerdbios facultativos, sendo na sua maioria moéveis
por flagelos peritriquios. Muitas estirpes possuem capsulas ou microcapsulas.
Ocorrem na microbiota normal de animais de sangue quente, e no caso de E.
blattae, no intestino das baratas (HOLT, et al., 1994).

O género Escherichia compreende as espécies Escherichia coli, E. blattae, E.
fergusonii, E. hermannii e E. vulneris. Sendo E. coli a Unica espécie de importancia
pratica (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

A espécie Escherichia coli predomina entre os diversos microrganismos
anaerobios facultativos que fazem parte da microbiota intestinal de animais de
sangue quente. Sao bastonetes, ndo esporulados, capazes de fermentar a glicose
com producao de acido e gas, no entanto, a maioria fermenta também a lactose com
producdo de acido e gas (FRANCO; LANDGRAF, 2003). De um modo geral se
apresenta como um bastonete delgado, pequeno ou comprido (1,1-1,5 um x 2,6-6,0
pum), isolados, aos pares ou formando cadeias. Sdo oxidase negativa e catalase
positiva. No teste Voges-Proskauer é negativo e usualmente citrato positivo, nao
produzindo H,S (HOLT et al., 1994).

Apresentam antigenos somaticos O, relacionados com polissacarideos da
membrana externa; antigenos flagelares H, relacionados com proteinas dos flagelos,
e ainda antigenos K, relacionados com polissacarideos capsulares, onde foram
descritos 173 antigenos O, 56 antigenos H e 100 antigenos K diferentes (FRANCO;
LANDGRAF, 2003).

Segundo Jay (2005), foram reconhecidos cerca de 200 sorotipos para E. coli,
e como as proteinas do flagelo sdo menos heterogéneas do que as cadeias laterais
de carboidratos que compdem os grupos O, existem consideravelmente menos
grupos antigénicos H, cerca de aproximadamente 30.

As estirpes de Escherichia coli que produzem enterotoxinas e outros fatores

de viruléncia, incluindo as invasivas e fatores de colonizacdo, causam doencas
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diarréicas. E, também, a maior causa de infec¢bes urinarias e nosocomiais incluindo
septicemia e meningite. Outras espécies, exceto E. blattae, sdo raramente
identificadas como patdgenos oportunistas, usualmente associadas com infeccdes
de feridas (HOLT et al., 1994).

2.2.3 Enterobacter spp.

Segundo Holt et al. (1994), Enterobacter spp. sdo microrganismos Gram-
negativos, com dimensdes entre 06-1,0 um x 1,2-3,0 um, moveis por flagelos
peritriquios, anaerdbios facultativos, fermentam glicose com producdo de &cido e
gas. Os sorotipos possuem em sua maioria reacado positiva no teste Voges-
Proskauer e Citrato de Simmons, sendo negativas no teste Vermelho de Metila e
lisina positiva, com excecao de Enterobacter gergoviae.

Estdo amplamente distribuidos na natureza, ocorrendo em agua doce, solo,
esgoto, plantas, vegetais, animais e fezes de seres humanos. Esse género é
composto por varias espécies, mais notavelmente E. cloacae, E. sakazakii (atual
Cronobacter sakazakii), E. aerogenes, E. agglomerans e E. gergoviae, sendo estes
patégenos oportunistas de queimaduras e feridas, causando também infec¢des do
trato urinario e ocasionalmente septicemias e meningite (HOLT et al., 1994).

Enterobacter cloacae tem resisténcia natural a ampicilina. Algumas estirpes
sdo resistentes a cefalosporinas, cloranfenicol, tetraciclinas e sulfonamidas. A
maioria é sensivel aos aminoglicosideos (exceto estreptomicina), acido nalidixico e
aos nitrofuranos (HOLT et al., 1994).

2.2.4 Hafnia spp.

Sao microrganismos com aproximadamente 1,0 um de diametro e 2,0-5,0 um
de comprimento. S&o moéveis por flagelos peritriqueos, mas estirpes podem aparecer
ndo se movendo. Oxidase negativa e catalase positiva. S&o quimiorganotroficos. A
maioria das estirpes utiliza citrato, acetato e malonato como Unica fonte de carbono.
Fermenta glicose com producéo de acido e géas; nitrato é reduzido a nitrito. E positivo
no teste para vermelho de metila. Ocorre nas fezes de humanos e outros animais
incluindo passaros, ocorrendo também no meio ambiente, em residuos, no solo,

agua e produtos lacteos (HOLT et al., 1994).



25

2.2.5. Klebsiella spp.

Este género compreende as Klebsiella pneumoniae, K. pneumoniae
subespécie pneumoniae, K. oxytoca, K. terrigena, dentre outras. S&o
microrganismos, bastonetes curtos medindo 0,3 pm de diametro e 0,6-6,0 um de
comprimento, sozinhos ou aos pares. Sao anaeroébios facultativos, oxidase negativa,
fermentam a glicose com producdo de acido e gas, positivos no teste Voges-
Proskauer, hidrolisam a uréia e produzem ornitina descaborxilase ou H,S. As
espécies de Klebsiella sdo fortemente capsuladas e, com base nestes antigenos (K),
mais de 80 sorotipos ja foram caracterizados. (HOLT et al., 1994).

Klebsiella pneumoniae é normalmente encontrada no trato intestinal dos seres
humanos e de animais, porém em menor niumero que Escherichia coli. Klebsiella
oxytoca também faz parte do trato intestinal dos seres humanos e animais, podendo
ser isolada de varios processos patoldgicos e também em ambientes aquaticos e
plantas (HOLT et al., 1994).

Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca e ocasionalmente outras espécies sao
patdgenos oportunistas que podem causar bacteremia, pneumonia, infeccfes do
trato urinério e outras infeccdes em humanos. Frequentemente causam infeccdes
nosocomiais uroldgicas, neonatais, em pacientes geriatricos ou em tratamento
intensivo (HOLT et al.,, 1994). No entanto, a importancia da Klebsiella spp. como
agente patogénico vem crescendo nos ultimos anos, e essa bactéria vem se
equiparando a E. coli no que se refere a salde coletiva (MENEZES et al., 2008;
PETERSON, 2006).

2.2.6 Morganella spp

Sao bastonetes retos, medindo 0,6-0,7 um de diametro e 1,0-1,7 um de
comprimento. Sao anaerdbios facultativos, méveis por flagelos peritriqueos.
Ocorrem em fezes de humanos, cdes, outros mamiferos e répteis. Sé&o
microrganismos oportunistas, isolados de bacteremias do trato respiratorio, feridas e
infec¢des do trato urinario. Produzem urease e fenilalanina desaminase. Fermentam
glicose e manose com producédo de acido (HOLT, et al., 1994). Sado conhecidas duas
subespécies de Morganella morganii, ambas envolvidas com infec¢des urinarias
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Estirpes de Morganella spp. sdo geralmente

resistentes a colicistina, eritromicina, penicilina, ampicilina e cefalotina, e sé&o
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geralmente suscetiveis ao &cido nalidixico, carbenicilina, aminoglicosideos e
cloranfenicol (HOLT, et al., 1994).
Foi diagnosticado por Zhao et al. (2011) o primeiro caso de morte com

infecgao por Morganella morganii em aves numa experimentagao animal.

2.2.7 Proteus spp.

Sao bastonetes curtos, com 0,4-0,8 um de diametro e. 1,0-3,0 um de
comprimento. Sdo moéveis por flagelos peritriqueos, anaerdbios facultativos,
hidrolisam a uréia, oxidase negativos, catalase positivos, produzem H,S, lactose e
lisina descarboxilase negativos. Entre as espécies ocorrem variacdes nos testes de
indol, Voges-Proskauer e Citrato de Simmons. O género Proteus passou a incluir
somente P. mirabilis e P. vulgaris. A espécie P. morganii foi incluida no género
Morganella e a espécie P. rettgeri passou a integrar o género Providencia (HOLT et
al., 1994).

Encontra-se no intestino de seres humanos e em um grande namero de
animais, em dejetos, solo e aguas poluidas. Em humanos causam infeccfes no trato
urindrio, invasdes secundarias, lesdes septicémicas e frequentemente em

gueimaduras de pacientes (HOLT, et al., 1994).

2.3 FAMILIA: Pseudomonadaceae
2.3.1 Pseudomonas spp.

Pseudomonas é o género mais importante da ordem Pseudomonales. Séo
bastonetes Gram-negativos aerobios que se locomovem por um Unico flagelo polar
ou por meio de tufos. Embora sejam classificadas como aerébias algumas séo
capazes de substituir o oxigénio pelo nitrato como aceptor final de elétrons
(TORTORA et al., 2012).

Presente no meio ambiente, Pseudomonas aeruginosa € ubiquitaria da agua
e solo, podendo formar biofimes em algumas superficies ou substratos. E
reconhecido como pertencente a microbiota normal da superficie de plantas, pele
dos seres humanos e animais, porém, sua relevancia estd em seu papel como
patdogeno oportunista, ocasionando infecgcdes quando da reducdo dos mecanismos
de defesa do hospedeiro (MAIA et al., 2009).

Sob certas condicOes, particularmente em hospedeiro debilitado, esse

organismo pode infectar o trato urinario, queimaduras e feridas e causar septicemia,
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abscessos e meningite. Sua resisténcia a maioria dos antimicrobianos também tem
sido uma fonte de preocupacdo médica. Essa resisténcia estd provavelmente
relacionada com as caracteristicas das porinas da parede celular, que controlam a
entrada de moléculas através da parede. Muitas Pseudomonas podem crescer a
temperaturas de refrigerador. Essa caracteristica, combinada com sua capacidade
de utilizar proteinas e lipideos, faz com que sejam um participante importante na
deterioracéo de alimentos (TORTORA, et al., 2012).

2.4 ANTIMICROBIANOS — ANTIBIOTICOS E QUIMIOTERAPICOS

Em 1928 Alexander Fleming descobriu a penicilina (PEREIRA; PITA, 2005),
amplamente utilizada durante a segunda Guerra Mundial com o escopo de prevenir
mortes causadas por ferimentos infectados. Nascia a verdadeira antibioticoterapia,
pois outros antimicrobianos foram descobertos e passaram a ser utilizados de forma
intensiva na terapia humana contra doencas bacterianas (GHADBAN, 2002;
KHARDORI, 2006).

Mais de 5000 moléculas sdo conhecidas, sendo aproximadamente mil dessas
cuidadosamente investigadas, e cerca de 100 sao frequentemente utilizadas no
tratamento de infec¢des. Sendo a maioria produzida por actinomicetos e bactérias,
muitos dos quais sdo quimicamente modificados (semi-sintéticos), outros sao
completamente sintetizados (KHARDORI, 2006).

Andrade (2007) afirmou que foram detectadas mais de 8000 moléculas com
acdo antibiotica, pesquisadas e comercializadas, provocando uma verdadeira
revolugdo no tratamento das infecgdes.

O aumento da produtividade através da intensificacdo da pecuaria favoreceu
a propagacado de doencas, ao mesmo tempo incentivou o desenvolvimento de
farmacos para tratar primeiro as doencas; em seguida para prevenir as doencgas e
mais tarde para estimular o crescimento e melhorar a conversdo alimentar. A
indUstria, inicialmente, se concentrou sobre antimicrobianos, na sequéncia sobre
coccidiostaticos, seguido por hormdnios e outras substancias quimicas (PRICE,
2009). A avicultura moderna, segundo Palermo-Neto (2005), ndo pode prescindir do
uso de antimicrobianos. Cerca de 50% de todos os antimicrobianos utilizados no
mundo séo para fins veterinarios (TEUBER, 2001).

Substancias medicamentosas sdo adicionadas na ragdo animal por trés

razdes: para tratamento e prevencdo de doencas, e para melhorar a conversao
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alimentar promovendo o crescimento. O uso de farmacos terapéuticos deve ser feito
sob supervisdo Médico-Veterinaria e ndo deve gerar residuos nos alimentos. No
entanto, problemas podem ocorrer quando o intervalo de seguranca adequado néo &
observado (PRICE, 2009).

Os antimicrobianos podem ser subdivididos em dois grupos: inespecificos e
especificos. Os antimicrobianos inespecificos atuam sobre todos os microrganismos,
quer sejam patogénicos ou nao, pertencem a esse grupo 0s anti-sépticos e
desinfetantes. Ja os antimicrobianos especificos atuam sobre microrganismos
responsaveis pelas doencas infecciosas que acometem 0s animais, tais como
antibidticos e os quimioterapicos. O termo quimioterapico foi introduzido no inicio do
século XX referindo-se a substancia quimica produzida por sintese laboratorial que,
introduzida no organismo animal age de maneira seletiva sobre o agente causador
do processo infeccioso, sem causar efeito nocivo sobre o hospedeiro. O termo
antibiético foi inicialmente empregado para definir substancias quimicas produzidas
por microrganismos, que tém a capacidade de, em pequenas doses, inibir o
crescimento ou destruir microrganismos causadores de doencas. Posteriormente,
houve necessidade de ampliar este conceito, pois tornou-se possivel obté-los por
sintese laboratorial parcial (antibiéticos semi-sintéticos ou biossintéticos) ou total
(sintobidticos) (PALERMO-NETO et al., 2005).

Os antibidticos sdo substancias quimicas produzidas pelo metabolismo de
determinadas estirpes bacterianas, fungos e actinomicetos. Contribuem para impedir
temporaria ou definitivamente as fungdes vitais de outras bactérias, determinando os
conhecidos efeitos bacteriostatico e bactericida (PRATA; FUKUDA, 2001). Além do
uso desses farmacos para o tratamento terapéutico das doencas, sao utilizados
também em doses minimas nas racdes de animais, principalmente na avicultura,
com finalidade profilatica de controlar as doencas sub-clinicas e como promotor do
crescimento em praticas veterinarias (FUKUDA, 2001; KASZANYITZKY, 2007).

A utilizacdo de antimicrobianos na criacdo de animais de producéo, além de
proporcionar um risco direto ao consumidor, representa uma fonte importante de
contaminagao e desequilibrio ambiental. Os riscos ambientais decorrentes do uso
excessivo de antimicrobianos se dao através do impacto indireto na saude dos
humanos via possibilidade de selecdo de mircrorganismos resistente, o impacto
direto de danos ao seu organismo e a interferéncia na biota do meio ambiente
(KEMPER, 2008).
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2.4.1 Antimicrobianos: terapéutico, preventivo e aditivo alimentar

O regime antimicrobiano terapéutico inclui o tratamento, controle e prevencao
da doenca. Tratamento € a administracdo de um antimicrobiano a um animal ou
grupo de animais que exibam doenca clinica (ANTIMICROBIAL RESISTANCE:
IMPLICATIONS FOR THE FOOD SYSTEM, 2006), podendo ser amplamente
empregado, com antimicrobianos a serem aplicados isoladamente ou associados, no
intuito de se aproveitar a acdo sinergizante. (PARDI et al., 2001). Sua utilizagao
como tratamento terapéutico e mesmo profilatico contra doencas também é uma
pratica comum na avicultura (PALERMO-NETO et al., 2005).

O controle de doenca sub-clinica ou de doencas causadas por bactérias
oportunistas como Clostridium perfringens causador da enterite necrdtica, é outro
modo de acdo pelos quais os antimicrobianos melhoram o desempenho da ave
(GONZALES, 2004).

Na prevencao ou profilaxia de doencas, € procedida a administragcdo de um
antimicrobiano para animais saudaveis de alto risco (ANTIMICROBIAL
RESISTANCE: IMPLICATIONS FOR THE FOOD SYSTEM, 2006), sendo os niveis
subterapéuticos de medicamentos continuamente adicionados a racdo para prevenir
a doenca ou para controlar a sua propagacéo (PRICE, 2009).

Assim, como por exemplo, o uso profilatico de antimicrobianos na
alimentacdo de bovinos para evitar infec¢des intestinais, tem resultado no
desenvolvimento de estirpes de salmonelas resistentes aos farmacos. O tratamento
da populacdo humana com antimicrobianos é comprometido quando estirpes de
Salmonelas resistentes aos antimicrobianos sao transmitidas dos animais para os
alimentos destinados ao consumo humano. Além disso, a resisténcia pode ser
transferida para outros organismos causando infeccées humanas (HOBBS;
ROBERTS, 1998).

Os aditivos alimentares consistem em antimicrobianos ofertados em
pequenas doses na racao animal por tempo prolongado. Os aditivos ndo devem ser
confundidos com o uso terapéutico ou preventivo dos antimicrobianos. Sua origem
remonta a 1946, com a observagdo de que aves criadas intensivamente tinham
maior eficiéncia alimentar quando recebiam Antimicrobianos Promotores de

Crescimento (APC) na ragcdo. Sendo assim, sao considerados bioestimulantes,
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visando ao crescimento, ao desenvolvimento e ao aumento da produtividade
(EMBRAPA AVES E SUINOS, 2005; PARDI et al., 2001).

A utilizacdo de antimicrobianos na racdo animal ndo permite que o0s
microrganismos patogénicos invadam e se multipliquem no trato gastrointestinal,
permitindo dessa forma que os nutrientes presentes na dieta sejam aproveitados
para o desenvolvimento muscular ao invés do sistema imune (ARAUJO et. al., 2007;
CORNELI, 2004). As alteracBes na microbiota beneficiariam os animais através de
controle de doencas subclinicas, economia de nutrientes, efeito protetor contra a
producdo de toxinas no trato gastrointestinal e efeito metabdlico (ENGLERT, 1982;
MENTEM, 1995).

ApoOs a aprovacao da utilizacdo dos primeiros antimicrobianos para uso nas
dietas animais como promotores do crescimento pelo “Food and Drug
Administration” (FDA), surgiram preocupacdes sobre seus efeitos na salide humana,
principalmente em decorréncia de duas contestacfes, a presenca de residuos dos
antimicrobianos na carne, nos ovos e no leite e a inducdo de resisténcia cruzada
para bactérias patogénicas (MENTEM, 2001). Durante os anos, evidéncias tém sido
acumuladas apontando que, também, hd uma ligacdo entre o risco de doencas
zoonoticas e utilizacdo de antimicrobianos como promotores de crescimento em
bovinos e aves (EDENS, 2003). Com isso, pesquisadores tém buscado alternativas
gue venham a substituir o uso de antimicrobianos (MENTEM, 2001).

O uso de probidticos, prebidticos e simbibticos na alimentacdo de aves vém
sendo utilizado como alternativa a utilizacdo de antimicrobianos. Com o intuito de
melhorar o ganho de peso, a conversdo alimentar e atender as exigéncias das
instituicbes de saude e do meio ambiente, na ultima década houve um crescimento
da sua utilizacdo (REMONATO et al., 2008).

O uso continuo de Antimicrobiano Promotor de Crescimento (APC) origina
maior eficiéncia alimentar por agir diretamente na microbiota do trato digestorio. Esta
nocao esta fundamentada no fato de que alguns APC néo sédo absorvidos e porque
animais gnotobiodticos ndo se beneficiam de seus efeitos. Os mecanismos de acdo
dos APC séo dificeis de esclarecer completamente porque ha, provavelmente, uma
sobreposicao de efeitos. Porém, € geralmente aceito que os APC diminuem a
competicdo da microbiota por alguns nutrientes e que reduzem a ocorréncia de
infec¢des subclinicas que alteram a integridade da mucosa intestinal (EMBRAPA

AVES E SUINOS, 2005). Assim, acredita-se que a atuagdo simultanea de alguns
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destes mecanismos geram os ganhos de desempenho verificados em frangos de
corte e outros animais domésticos (MENTEM, 1995).

Segundo Pardi et al. (2001) e Fukuda (2001), varias sdo as teorias que
procuram explicar o mecanismo de acédo dos antimicrobianos como bioestimulantes.
Alguns pesquisadores colocam em evidéncia a capacidade seletiva do
antimicrobiano quanto aos microrganismos gastrointestinais, resultando melhor
aproveitamento dos alimentos. Outros destacam sua acdo sobre determinadas
bactérias do aparelho digestério, cujos residuos metabdlicos sejam prejudiciais ao
processo de digestdo. E outros, ainda, explicam o mecanismo de atividade de
promocdo daqueles estimulos, atribuindo-o a acdo especifica desenvolvida por
determinados antimicrobianos.

Corroborando essas teorias, foi relatado que frangos criados até 40 dias com
racBes contendo APC podem pesar até 50g a mais que seus equivalentes criados
na auséncia de APC. Essa afirmacdo foi comprovada quando dinamarqueses
retiraram APC da producdo de frangos na Dinamarca e agravou-se a conversao
alimentar média em 0,016Kg de racdo por quilograma de frango vivo (EMBRAPA
AVES E SUINOS, 2005). A proibicio pelos europeus esta relacionada com os
agentes antimicrobianos que tém atividade profilatica importante, principalmente a
virginiamicina, lincomicina e a bacitracina de zinco que foram utilizadas contra a
ocorréncia de enterite necrotica (CASEWELL et al., 2003; GONZALES, 2004).
Entretanto, sua retirada esta associada a degradacdo da saude animal, incluindo
diarréia aumentada, perda de peso e mortalidade por E. coli e Lawsonia
intracellularis no inicio do pos-desmame em porcos e enterite necrotica clostridial em
frangos de corte (CASEWELL et al., 2003).

Berchieri Junior e Macari (2000) descreveram a forma como os aditivos
alimentares agem na avicultura, principalmente em frangos de corte que, € através
do combate aos efeitos maléficos da microbiota intestinal, que possuem efeitos
negativos no desempenho das aves por induzirem aumento do “turnover” de células,
por competirem por nutrientes essenciais como 0s aminoacidos e comprometerem a
digestdo. Ainda segundo os mesmos autores, a presenca de bactérias nocivas pode
induzir o aumento do transito intestinal e também promover o afluxo de células
mononucleares na parede intestinal, ou entdo, como no caso do Streptococcus
faecium decompor os éacidos biliares e, assim, prejudicar a digestdo. Contudo, a

“‘manipulagédo” inadequada da microbiota nociva através do uso de antimicrobianos
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em doses preventivas pode induzir ao desequilibrio da microbiota e desencadear
processos entéricos devido as interacdes indesejaveis com outros patdogenos.

Fukuda (2001) relatou que para se obter resultados econémicos satisfatorios,
€ preciso que a racdo oferecida seja tecnicamente balanceada e que haja boas
condic¢des de criagao.

Fukuda (2001) e Remonato et al. (2008) concluiram que, o uso indiscriminado
e indevido dos antimicrobianos leva ao desenvolvimento de microrganismos
resistentes, principalmente os patogénicos, dificultando a acdo da antibioticoterapia.
Remonato et al. (2008) citaram haver necessidade da utilizacdo de antimicrobianos
com principio ativo cada vez mais potente, causando diversos efeitos indesejaveis
do organismo humano.

Pesquisas sdo extensivamente realizadas no decorrer das Ultimas décadas
para confirmar o efeito melhorador do desempenho dos antimicrobianos (MAIORKA
et al., 2001) e também do uso de probidticos, prebidticos e simbibticos (FLEMMING;
FREITAS, 2005; RIGOBELO et al., 2011)

O primeiro pais a banir a utilizacdo de antimicrobianos como promotores de
crescimento na alimentacdo de aves foi a Suécia em 1986 e a seguir os Estados
Unidos, Dinamarca, Alemanha e Finlandia. Pesquisadores desses paises,
concluiram que o uso destes farmacos na alimentacao animal pode contribuir para o
aumento da resisténcia microbiana nas terapias humanas tornando microrganismos
patogénicos resistentes (REMONATO et al., 2008).

Em 1997 a Unido Europeia proibiu 0 uso da avoparcina e, em 1998/1999, de
bacitracina, espiramicina, virginiamicina e tilosina (ALBERTON, 2004; CASEWELL et
al., 2003). A bacitracina de zinco é um antimicrobiano muito comumente utilizado na
avicultura e suinocultura como fator bioestimulante, principalmente por sua acéo
limitada no trato intestinal (FUKUDA, 2001). Em seres humanos, trés anos apos a
proibicdo, o unico efeito atribuivel tém sido uma diminuicdo na resisténcia adquirida
em enterococos isolados de amostras fecais de seres humanos. No entanto, em
animais de producao, houve um aumento na utilizacdo de antimicrobianos como
terapéuticos, incluindo a tetraciclina, aminoglicosideos, trimetroprima/sulfonamida,
macrolideos e lincosamidas, os quais tém importancia direta na medicina humana
(CASEWELL et al., 2003).

Os produtores europeus podem recorrer a apenas quatro promotores de

crescimento: monensina, salinomicina, avilamicina e flavomicina; os dois primeiros
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séo iondforos bastante utilizados como agentes anticoccidianos para aves, restando
apenas os dois ultimos como promotores de crescimento para frangos de corte e
outras aves (ALBERTON, 2004).

No Brasil, as substancias utilizadas como melhoradores do desempenho
seguem as normas estabelecidas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) e pelo Codex Alimentarius, que estabelecem o Limite
Méaximo de Residuos (LMR) de um antimicrobiano na alimentacdo animal, sendo
este a quantidade de uma substancia quimica que pode estar presente em 1 Kg de
alimento e que, se ingerida por um individuo durante toda sua vida ndo produza
efeitos indesejaveis ou toxicos (AVEWORLD, 2005).

Em 1992, no Brasil, consta na Portaria n° 159 do MAPA, o impedimento do
uso de antimicrobianos para racdo como aditivos sistémicos, promotores de
crescimento ou conservantes como tetraciclinas, penicilina, cloranfenicol e
sulfonamidas. No Oficio Circular 19/98 de 16/11/98 do MAPA, ha suspensado do uso
de avoparcina (ALBERTON, 2004) e a Portaria 448 de 10/09/98 proibe a fabricacéo,
importacdo e uso de cloranfenicol, furazolidona e nitrofurazona (BRASIL, 1998).

Segundo o MAPA, os aditivos (antimicrobianos) autorizados como promotores
de crescimento de frangos de corte sdo: acido 3-nitro, acido arsanilico, avilamicina,
bacitracina metileno disalicicato, bacitracina de zinco, sulfato de colistina, cloridrato
de clorexidina, enramicina, espiramicina, flavomicina, halquinol, lincomicina, tilosina,
virginamicina (BRASIL, 2011b).

O beneficio teorico e politico da proibicdo generalizada de antimicrobianos
como promotores de crescimento precisa ser mais cuidadosamente ponderado
contra as consequéncias adversas cada vez mais evidentes (CASEWELL et al.,
2003). No entanto, pesquisadores também tém buscado outras opcdes para os APC
e uma nova linha de pesquisa teve inicio recentemente na Embrapa Suinos e Aves
em Concordia/SC, surgindo como alternativa e oportunidade as cadeias de producao
animal. Trata-se da avaliacdo de plantas ativas para substituicdo dos APC visando a
melhoria do desempenho de suinos e aves (EMBRAPA AVES E SUINOS, 2008).
Uma das grandes preocupacdes da sociedade é em relacdo a seguranca dos
alimentos (EMBRAPA AVES E SUINOS, 2008; KHARDORI, 2006) e os
pesquisadores devem estar atentos a todas as possibilidades, apontando a atividade

de plantas para fins terapéuticos, profilaticos ou melhorador do desempenho de
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animais como pouco explorada com a devida abordagem cientifica (EMBRAPA
AVES SUINOS, 2008).

2.4.2 Classes de antimicrobianos
Serdo apresentadas as classes de antimicrobianos (antibidticos e
quimioterapicos) para controle de bactérias Gram-negativas.

2.4.2.1 B-Lactamicos

Um dos principais grupos de antimicrobianos, tanto do ponto de vista histérico
quanto médico, corresponde ao grupo dos B-lactamicos (MADIGAN et al., 2004). Os
antimicrobianos B-lactamicos impedem a formacéo da parede celular das bactérias
porque inibem as enzimas transpeptidase, carboxipeptidase e endopeptidase,
localizadas abaixo da parede celular, chamadas proteinas de ligagdo a penicilina,
impedindo a ligagéo cruzada do peptideoglicano (KHARDORI, 2006).

A presenca dessas proteinas de ligacdo a penicilina, com afinidades distintas
nas diversas espécies de bactérias Gram-positivas e negativas € a causa de
variagao do espectro de acado dos diferentes antimicrobianos B-lactamicos. Os [3-
lactamicos tém em comum a presenca de um componente estrutural caracteristico, o
anel B-lactdmico, chamado de nudcleo. As bactérias Gram-negativas podem possuir
até sete diferentes proteinas de ligacdo que podem se unir ao anel B-lactamico e
induzir a formacdo de uma parede bacteriana defeituosa osmoticamente instavel.
Portanto, o efeito dos antimicrobianos [-lactamicos é inicialmente bactericida
(MADIGAN et al. 2004; PALERMO-NETO et al., 2005). Em conjunto, as penicilinas e
as cefalosporinas correspondem a mais da metade de todos os antimicrobianos
produzidos e utilizados no mundo. A penicilina é produzida pelo fungo Penicillium
chrysogenum, enquanto a cefalosporina € produzida pelo fungo Cephalosporium
acremonium. Inclue-se também neste grupo as cefamicinas (MADIGAN et al., 2004).

As cefamicinas séo cefalosporinas de segunda geracao obtidas a partir de
culturas de Streptomyces spp. ou obtidas por sintese (PALERMO-NETO et al.,
2005). Para Koneman et al. (2006) e Palermo-Neto et al. (2005) os B-lactamicos
podem ser classificados em cinco grupos: penicilinas, cefalosporinas, inibidores de
B-lactamases, tienamicinas e monobactamicos (Aztreonam). Na avicultura sdo mais
utilizadas as penicilinas e cefalosporinas, e pode ser promissor o uso combinado

com os inibidores de B-lactamases, tais como acido clavulanico, tazobactan e
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sulbactam. Tortora et al., (2012) relataram que os inibidores de [-lactamase sao
utilizados juntamente ao antimicrobiano, porém sem qualquer acéo antimicrobiana
propria.

O termo penicilina se refere a um grupo que engloba mais de 50
antimicrobianos quimicamente relacionados. Moléculas de penicilina se diferenciam
pelas cadeias laterais conectadas aos seus nucleos. Podem ser produzidas de forma
natural ou semissintética. As penicilinas naturais apresentam algumas
desvantagens, pelo estreito espectro de atividade e sua suscetibilidade a
penicilinases. Penicilinases sdo enzimas produzidas por muitas bactérias, mais
notadamente espécies de estafilococos, que clivam o anel B-lactamico da molécula
de penicilina. Devido a essa caracteristica, as penicilinases sdo chamadas de -
lactamases (TORTORA et al., 2012).

Com o objetivo de resolver o problema do espectro restrito de atividade das
penicilinas naturais, penicilinas semissintéticas de amplo espectro foram
desenvolvidas. As primeiras dessa categoria foram as aminopenicilinas, como a
ampicilina e amoxicilina (TORTORA et al., 2012). Outras penicilinas resultantes da
modificacdo da ampicilina foram desenvolvidas, entretanto, a busca por
modificagcdes ainda mais eficientes na penicilina continua. Outro método de evitar os
efeitos da penicilinase foi o desenvolvimento do aztreonam, primeiro membro de
uma nova classe de antimicrobianos. Trata-se de um antimicrobiano sintético que
possui apenas um anel simples do convencional anel duplo dos antimicrobianos B-
lactamicos (KHARDORI, 2006; TORTORA, et al., 2012).

O espectro antimicrobiano do aztreonam deve-se a maior afinidade pelas
proteinas de ligacdo a penicilina por bastonetes aerdbios, semelhante ao dos
aminoglicosideos, no entanto, ndo é nefrotoxico, apenas fracamente imunogénico,
por isso é uma alternativa em pacientes com hipersensibilidade as penicilinas
(KHARDORI, 2006). O termo Beta-Lactamase de Espectro Estendido (ESBL) refere-
se as beta-lactamases produzidas principalmente por Klebsiella spp. e E. coli que
apresentam resisténcia aos beta-lactamicos de amplo espectro, 0s quais
normalmente possuem atividade contra bastonetes, tais como cefotaxima,
ceftazidima, aztreonam e cefpodoxima (SILVA, 2000).

O anel B-lactamico das cefalosporinas difere um pouco daquele das
penicilinas, porém as bactérias ja desenvolveram B-lactamases que sdo capazes de

inativa-lo. O agrupamento diferencial das cefalosporinas &€ mais comumente feito
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referente as geracdes do medicamento, o que reflete seu continuo desenvolvimento.
A cefalotina é uma cefalosporina de 12 geracdo, sendo mais ativos contra aerobios,
cocos Gram-positivos. Os farmacos de 22 geracdo sdo mais ativos contra seletos
organismos Gram-negativos, como Klebsiella spp., E. coli e Proteus spp. Cefoxitina
é ativa contra bactérias anaerdbias. Os farmacos de 32 geracdo, como a ceftriaxona
e ceftazidima sdo mais ativas contra bactérias Gram-negativas, essa Ultima contra
Pseudomonas aeruginosa, porém a maioria € injetdvel. Os farmacos de 42 geracéo,
como a cefepime, devem ser administradas pela injetavel, mas em contrapartida
apresentam o espectro de atividade mais amplo, contra Gram-negativo e positivo,
incluindo P. aeruginosa (KHARDORI, 2006).

As aminopenicilinas (ampicilina e amoxicilina) foram desenvolvidas devido a
necessidade de antimicrobianos com atividade contra bactérias Gram-negativas. As
aminopenicilinas inicialmente foram efetivas contra E. coli, Proteus mirabilis, Shigella
spp., Salmonella spp., Hemophilus spp. e Neisseria spp. Algumas bactérias Gram-
negativas, incluindo as Enterobacteriaceae séo resistentes a penicilina devido a
producdo de beta-lactamase. Os inibidores de beta-lactamase (acido clavulanico,
sulbactam e tazobactam) inibem um grupo de beta-lactamases de bactérias
resistente. Estes inibidores estdo disponiveis como combinagdes de amoxicilina-
clavulanato, ampicilina-sulbactam, ticarcilina-clavulanato e piperacilina-tazobactam
(KHARDORI, 20086).

Palermo-Neto et al. (2005) citaram que as penicilinas comercializadas para
uso na avicultura sdo a fenoximetilpenicilina (peniciina V) e as
aminobenzilpenicilinas (ampicilina, amoxicilina) . Estes produtos sdo disponiveis

para uso na racao (premix) ou via agua de bebida.

2.4.2.2 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sao antimicrobianos produzidos de Streptomyces spp.,
Micromonospora spp. e Bacillus spp. Considerando sua estrutura quimica Ss&o
denominados também de aminociclitdis. Os aminoglicosideos formam um grupo de
antimicrobianos em que 0s aminoacgucares se encontram ligados por pontes
glicosidicas ao ndcleo de hexose. S&o ativos contra bactérias Gram-negativas,
principalmente Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. e Serratia spp., e tém acao
limitada e variavel contra bactérias Gram-positivas e micoplasmas (PALERMO-
NETO et al., 2005).
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Antimicrobianos aminoglicosidicos, como a estreptomicina e a gentamicina,
interferem nas etapas iniciais da sintese protéica pela alteracdo conformacional da
porcao 30S do ribossomo 70S procariotico. Essa interferéncia leva a leitura incorreta
do codigo genético impresso no RNAmM. Foram 0s primeiros antimicrobianos a
apresentar atividade significativa contra bactérias Gram-negativas. A gentamicina é
especialmente util no tratamento de infeccdes por Pseudomonas spp. (TORTORA, et
al., 2012).

Todos os aminoglicosideos sdo antimicrobianos de acédo bactericida rapida,
dose-dependentes e que apresentam um efeito residual apds interrupcdo de seu
uso. Os aminoglicosideos s&o inibidores irreversiveis da sintese de proteinas.
Inicialmente, ocorre a difusdo passiva do antimicrobiano pelos canais de porina
presentes na parede celular e, a seguir, o aminoglicosideo € ativamente
transportado através da membrana celular para o citoplasma. Apds ter penetrado na
célula bacteriana, o aminoglicosideo liga-se as proteinas ribossomais especificas da
subunidade 30S inibindo a sintese protéica e consequentemente a morte da bactéria
(PALERMO-NETO et al.,, 2005). A ligacdo irreversivel pode explicar o efeito
bactericida dos aminoglicosideos em comparacdo a outros inibidores da sintese de
proteinas. Baixo pH e condi¢Bes anaerobias inibem a energia e 0 mecanismo de
trasporte dependente de oxigénio, que € um preludio essencial para a ligacdo dos
aminoglicosideos ao ribossomo (KHARDORI, 2006).

Os aminoglicosideos correspondem apenas a cerca de 3% do total de todos
os antimicrobianos produzidos e utlizados. O uso de aminoglicosideos no
tratamento de infeccbes Gram-negativas diminuiu a partir do desenvolvimento das
penicilinas semi-sintéticas e das tetraciclinas. Também teve seu uso diminuido
devido ao rapido desenvolvimento de resisténcia e seus efeitos toxicos, podendo
afetar a audicdo ao causar danos permanentes ao nervo auditivo e danos renais
(MADIGAN et al, 2004; TORTORA et al, 2012). A ototoxicidade dos
aminoglicosideos pode causar toxicidade auditiva em cées e aves, e também
toxicidade vestibular em gatos (COSTA, 1999). Essa toxicidade depende tanto do
tempo quanto de concentragdo sérica maxima e minima, dose cumulativa, dose
meédia diaria (KHARDORI, 2006; PALERMO-NETO et al., 2005), estado de doenca
subjacente e exposicdo prévia ao tratamento com o aminoglicoideo (SPOO,

REVIERE, 2003), por essa razéo o seu uso em doses elevadas ou continuas por via
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parenteral deve ser efetuado com cautela (KHARDORI, 2006; PALERMO-NETO et
al., 2005).

Khardori (2006) relatou que o efeito apés administracdo do farmaco é
prolongado e pode continuar destruindo as bactérias, mesmo depois da reducao de
concentragdes séricas abaixo da concentragéo inibitoria minima.

Os aminoglicosideos tém baixa absorcdo intestinal e, por essa razdo, sao
ineficientes quando administrados por via oral em aves visando ao tratamento de
infeccbes sistémicas (PALERMO-NETO et al, 2005). Sao considerados
antibimicrobianos-reserva, utilizados principalmente quando outros antimicrobianos
falham (MADIGAN et al., 2004).

Os aminoglicosideos mais utilizados na avicultura sdo a neomicina,
apramicina, gentamicina e a espectinomicina associada a lincomicina, apesar da
canamicina e a diidroestreptomicina também estarem disponiveis no mercado. As
indicacdes de uso de cada um destes antimicrobianos estdo relacionados com a
forma de apresentacdo (p6 soluvel ou suspensao oral ou injetavel), eficiéncia para
patdgenos especificos e riscos de inducéo de resisténcia ou toxicidade (PALERMO-
NETO, et al., 2005). Khardori (2006), concluiu que a maioria dos pesquisadores
notou pouca mudanca nos padrdes de bastonetes resistentes aos aminoglicosideos,
apesar dos aumentos alarmantes de Enterococcus spp. resistentes a
aminoglicosideos.

Palermo-neto et al. (2005), relataram que a amicacina é um derivado semi-
sintético da canamicina, € menos tdxica e tem atividade antibacteriana maior que a
canamicina, mas ndo esta disponivel para uso em avicultura. Este aminoglicosideo é
comercializado para uso parenteral em seres humanos, mas pode ser utilizado em
aves ornamentais. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) € menor ou igual a
16pg/mL para bactérias suscetiveis. Khardori (2006) informou que pode ser usada
no combate aos bastonetes resistentes a gentamicina e é usada no tratamento de
infeccbes causadas por Nocardia e micobactérias ndo causadoras da tuberculose.

A amicacina, e possivelmente a canamicina, Sao incompativeis ou
compativeis em situagbes especificas com a anfotericina B, ampicilina sodica,
eritromicina, nitrofurantoina, oxicilina, oxitetraciclina, tetraciclina, penicilina, complexo
vitaminico B e vitamina C. Nao € recomendavel associar amicacina com
cefalosporinas, podendo causar desequilibrio da microbiota bacteriana intestinal e

respiratoria. Quando do uso parenteral pode provocar bloqueio neuromuscular,
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edema facial, dor e inflamacéo no ponto de injecdo, neuropatia periférica e reacdes
de hipersensibilidade (PALERMO-NETO et al., 2005).

A captacdo dos aminoglicosideos € facilitada na presenca de inibidores da
sintese da parede celular, tais como beta-lactamicos e glicopeptideos (KHARDORI,
2006).

A gentamicina € menos toxica que a neomicina e a estreptomicina, mas como
todos os aminoglicosideos, dependendo da dose e tempo de uso por via parenteral
causa nefrotoxicidade. Podendo causar também desequilibrio da microbiota
intestinal. A gentamicina injetavel é utilizada em pintos e perus por via sub-cutanea
para prevencao ou controle da transmissao horizontal de Pseudomonas aeruginosa,
Arizona spp., Salmonella spp., E. coli, Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma

synoviae e Mycoplasma meleagridis. Geralmente é aplicada junto com a vacina
contra a doenca de Marek (PALERMO-NETO et al., 2005).

2.4.2.3 Tetraciclina

As tetraciclinas compreendem um grupo de antimicrobianos que foram
isolados de culturas do Streptomyces spp. A clortetraciclina e a tetraciclina foram
obtidas de culturas de S. aureofaciens e a oxitetraciclina (terramicina) de S. rimosus.
A doxiciclina e a minociclina sdo derivados semi-sintéticos. H& ainda, outras
tetraciclinas, porém de menor emprego em Medicina Veterinaria (PALERMO-NETO
et al., 2005).

Os agentes que constituem esse grupo se classificam segundo a duracao da
sua acdo: curta acao (tetraciclina, oxitetraciclina e clortetraciclina); acéo
intermediaria (demeclociclina e metaciclina) e acédo prolongada (doxiciclina e
minociclina) (VALDERAS; MARTIN, 2006).

O baixo custo, toxicidade reduzida e excelentes propriedades
farmacocinéticas da doxiciclina, torna esse agente de escolha entre as tetraciclinas
(KHARDORI, 2006).

A estrutura basica das tetraciclinas consiste em um sistema de anel
naftaceno. Essa estrutura pode ser substituida em varias posi¢des, originando novos
analogos em tetraciclina. As tetraciclinas, clortetraciclina e oxitetraciclina séo
produzidos microbiologicamente, embora também existam tetraciclinas semi-
sintéticas que apresentam substituicdes sintéticas no sistema do anel naftaceno
MADIGAN et al., 2004).
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As tetraciclinas sdo antimicrobianos bacteriostaticos, de amplo uso medicinal
em humanos, que a semelhanca dos aminoglicosideos atuam na fracdo 30S do
ribossomo, bloqueando a ligacdo do aminoacil do RNAt ao complexo ribossomo-
RNA mensageiro, comprometendo a multiplicacdo bacteriana. Todas as tetraciclinas
sdo consideradas antimicrobianos de amplo espectro, atuando contra Gram-
positivas e negativas, clamidias, micoplasmas, rickéttsias, anaerdébios e alguns
protozoarios (PALERMO-NETO et al., 2005). As tetraciclinas nao interferem na
atividade dos ribossomos de mamiferos por ndo entrarem de forma eficiente nas
células eucaridticas intactas. Entretanto, pelo menos pequenas quantidades do
farmaco podem entrar nas células do hospedeiro, o que justifica o fato de que
patdgenos intracelulares como clamidias e rickéttsias sdo sensiveis as tetraciclinas
(TORTORA et al., 2012).

Muitas bactérias como estafilococos, estreptococos, Enterobacteriaceae,
micoplasmas aviarios e anaerdbios tém apresentado suscetibilidade variavel ou
intermediaria em vista de ocorréncia de resisténcia adquirida. Pode-se considerar
bactérias naturalmente resistentes as tetraciclinas Mycobacterium spp., Proteus
spp., Pseudomonas aeruginosa e Serratia spp (PALERMO-NETO et al., 2005).

Tortora et al. (2012) relataram que a oxitetraciclina e a tetraciclina tem sido
extensivamente utilizadas na avicultura como promotor de crescimento, que resultou
em ganho de peso e aumento da producdo de ovos. Palermo-neto et al. (2005)
também afirmaram que é utilizada na prevencédo ou tratamento de diversas doencas,
e associada com a furazolidona (ndo recomendada para animais produtores de
alimentos) tem efeito sinérgico no controle de salmoneloses, coccidioses e outras
infeccbes. Frota et al. (2005) e Machado et al. (2008) revelaram que em seres
humanos a tetraciclina é utilizada juntamente a furazolidona para erradicacdo de
infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori.

Pardi et al. (2001) informaram que a Salmonella Typhimurium é a mais
disseminada das espécies da microbiota intestinal dos animais e aguela que adquire
mais facilmente resisténcia a tetraciclina. Pantozzi et al. (2010) isolaram Salmonella
entérica em animais de producdo que se apresentavam clinicamente sadios, se
mostrando sensiveis a diversos antimicrobianos de uso humano e animal, inclusive a
tetraciclina. Foram isoladas Salmonella spp. de criacdo de poedeiras sadias
apresentando apenas 6,7% das estirpes como intermediarias e 3,3% resistentes a
tetraciclina (RUIZ B; SUAREZ, 2006).
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Pantozzi et al. (2010) ao estudar o perfil de resisténcia de E. coli,
Enterococcus spp. e Campylobacter spp. isoladas de fezes de grupos de animais
sadios (equinos, bovinos, suinos, aves poedeiras, ovinos e caes), encontraram
maior percentual de resisténcia e multirresisténcia em aves e suinos, e observaram
maior resisténcia a tetraciclina e outros antimicrobianos de uso em seres humanos e
animais, tais como: ampicilina, acido nalidixico e estreptomicina. A tetraciclina é o
antimicrobiano mais antigo usado no tratamento e como promotor de crescimento
em racoes de animais, apesar de terem sido banidas no Brasil em 1992, continuam
sendo utilizadas (ROSSI, 2005).

Populacbes bacterianas também foram isoladas de tilapias em trés sistemas
diferentes de cultivo, sendo 50% de todos os isolados resistentes a tetraciclina
(CARNEIRO et al., 2007).

Depois da amoxicilina e eritromicina, a tetraciclina continua sendo a classe

mais amplamente prescrita por todo mundo (KHARDORI, 2006).

2.4.2.4. Fenicois

Os fenicois (cloranfenicol e tianfenicol) pertencem a uma familia de farmacos
que surgiu a mais de 60 anos (EPAULARD; BRION, 2010), isolado pela primeira vez
em 1947 de Streptomyces venezuelae, mas todo o cloranfenicol produzido é
sintético (PALERMO-NETO et al., 2005).

O cloranfenicol inibe a formacdo de ligacbes peptidicas nas cadeias
nascentes de polipeptideos pela reacdo com a porcao 50S do ribossomo procarioto
70S. E um antimicrobiano bacteriostatico, ativo contra bactérias Gram-positivas
aerdbias e anaerdbias e micoplasmas, tendo efeito variavel para Gram-negativos.
Como sua estrutura é relativamente simples, € mais vantajoso para a industria
farmacéutica sintetiza-lo quimicamente do que isola-lo de Streptomyces (TORTORA
et al., 2012).

O antimicrobiano é relativamente barato e tem um amplo espectro de acéo,
de forma que é utilizado com frequéncia quando baixos custos sdo essenciais. O
pequeno tamanho molecular o caracteriza como um farmaco de boa disponibilidade,
promovendo sua difusdo para areas do corpo normalmente inacessiveis a muitos
farmacos (EPAULARD; BRION, 2010). Entretanto, devido a sua toxicidade
hematoldgica, causa sérios efeitos adversos, sendo mais importante a supressao da

atividade da medula Ossea, o que afeta a formacdo de células do sangue
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(EPAULARD; BRION, 2010; TORTORA et al., 2012) e insuficiéncia respiratoria fetal,
a chamada sindrome cinza (MONTECINOS, 2009). Devendo ser unicamente
empregados em infeccbes graves, tais como: febre tiféide, meningites bacterianas e
infeccbes por anaerobios, quando ndo ha outra alternativa disponivel (VALDERAS;
MARTIN, 2006).

Em seres humanos, o cloranfenicol tem sido utilizado no tratamento da
doenca meningocécica e febre tiféide em todo o mundo, ao mesmo tempo, devido a
crescente resisténcia tém exigido o uso de outros farmacos (EPAULARD; BRION,
2010). A resisténcia ao cloranfenicol se desenvolve mediante uma enzima chamada
acetiltransferase, codificada por plasmideo, que reduz a afinidade do cloranfenicol
pelo ribossoma bacteriano (VALDERAS; MARTIN, 2006).

O uso do cloranfenicol em preparacdo de insumos utilizados na pecuaria foi
proibido em vista de seu elevado risco para a saude humana (BRASIL, 1998). O
florfenicol injetavel estd aprovado para uso em bovinos. O cloranfenicol pode ser
utilizado em cées e outros animais de estima¢édo (PALERMO-NETO et al., 2005).

2.4.2.5 Quinolonas

No inicio da década de 1960, o farmaco éacido nalidixico foi desenvolvido,
sendo o primeiro do grupo antimicrobiano denominado quinolonas (TORTORA et al.,
2012), sendo considerado como a primeira geracdo de fluoroquinolona (quinolona
sintética) (KHARDORI, 2006; TORTORA et al.,, 2012) e como quinolona prototipo
(KHARDORI, 2006; MADIGAN et al., 2004).

Embora o &cido nalidixico tenha sido utlizado de forma limitada, sua
manipulacdo levou ao desenvolvimento, na década de 1980, de um grupo prolifico
de fluoroquinolonas, cada um apresentando um espectro de atividade
progressivamente mais amplo (TORTORA et al.,, 2012). A segunda geragcdo de
fluoroquinolonas, tais como norfloxacina, ciprofloxacina e ofloxacina, tem atividade
predominantemente contra bactérias Gram-negativas (KHARDORI, 2006).

As quinolonas sédo antimicrobianos bactericidas, que inibem a replicacédo do
DNA bacteriano e a sua transcricdo ao bloquear a acdo da DNA girase
(topoisomerase Il) e da topoisomerase IV (presente em bactérias como
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.). A DNA girase catalisa reacdes na
cadeia de fita dupla do DNA bacteriano que permite 0 seu superenrolamento,

relaxamento, separacao e a sua reintegracdo que ocorre durante 0s processos de



43

transcricdo e traducéo vistos quando ha replicagdo bacteriana. As quinolonas atuam
interrompendo a separacao e a reitegracdo mediada pela girase; inibem também a
ocorréncia do relaxamento do DNA superenrolado para que ocorra a replicacao,
como também aumenta a quebra do DNA de fita dupla. As quinolonas séo, pois
quimioterapicos bactericidas, cujo mecanismo de acdo € complexo e multifasico
(TORTORA et al., 2012).

Para Palermo-Neto et al. (2005), todas as quinolonas tém um bom espectro
de acdo para bactérias Gram-negativas aerébias e microaerofilas, particularmente
Enterobacteriaceae. As quinolonas sdo menos ativas para bactérias Gram-positivas
(exceto Staphylococcus spp.) e anaerébios. As quinolonas comercializadas no Brasil
para uso na avicultura sdo: acido oxolinico, flumequina, enrofloxacina, ciprofloxacina
e norfloxacina.

A norfloxacina e ciprofloxacina sao utilizadas rotineiramente no tratamento de
infecgbes do trato urinario em seres humanos. A ciprofloxacina é o farmaco de
escolha no tratamento de infec¢cdes causadas por linhagens de Bacillus anthracis
resistentes a penicilina (MADIGAN, et al., 2004), sendo também a fluoroquinolona
mais ativa contra Pseudomonas aeruginosa. Em contraste, a terceira e quarta
geracdo de fluoroquinolonas como levofloxacina, gatifloxacina e moxifloxacina, tem
melhor atividade contra microrganismos Gram-positivos, particularmente S.
pneumoniae, incluindo também estirpes resistentes a penicilina (KHARDORI, 2006).

A ciprofloxacina € administrada via dgua de bebida ou racédo, para o controle
da coriza infecciosa das galinhas, infeccbes por Ornithobacterium rhinotracheale,
celulite por Gram-negativos, estafilococose, salmoneloses e outras infeccbes
causadas por patégenos suscetiveis (PALERMO-NETO et al., 2005).

2.4.2.6 Inibidor da via folato

As sulfas foram descobertas na década de 1930 (VICENTE; PEREZ-
TRALLERO, 2010), sendo os primeiros analogos de fatores de crescimento
amplamente utilizados na inibicdo especifica do crescimento bacteriano (MADIGAN
et al., 2004), sendo os primeiros agentes antimicrobianos eficazes empregadas no
tratamento de infecgbes em seres humanos (VICENTE; PEREZ-TRALLERO, 2010).

As sulfonamidas (sulfonamidicos ou sulfas) sdo compostos sintéticos
derivados de um corante, a sulfamidocrisoidina que foi patenteada como Prontosil

rubrum. No organismo animal, a sulfamidocrisoidina se desdobra pela ruptura da
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ponte N = N em uma molécula de paraminobenzeno sulfonamida ou sulfonilamida
gue apresenta efeito antimicrobiano (PALERMO-NETO et al., 2005).

A sulfa mais simples corresponde a sulfanilamida, um analogo do acido
paraminobenzoico (PABA), um componente da vitamina acido folico. A sulfanilamida
€ bacteriostéatica, bloqueia a sintese do acido félico, um precursor de acidos
nucléicos (MADIGAN, et al., 2004). Microrganismos sensiveis as sulfas precisam
sintetizar o PABA, ao passo que seres humanos obtém essa molécula em sua dieta
(TORTORA, et al.,, 2012). A resisténcia aos derivados da sulfanilamida (as
sulfonamidas) é geralmente muito comum, porque certas espécies de bactéria
resistentes desenvolveram a capacidade de utilizar fontes exdgenas de acido félico
pré-formado (MADIGAN, et al., 2004).

A resisténcia as sulfamidas é um fenbmeno crescente e generalizado, e
guando se apresenta afeta a todos os componentes do grupo. Algumas vezes a
resisténcia se deve a mutagdes, em outras, mais frequentemente, a aquisicao de
plasmideos e outros elementos genéticos moveis, que além de promover a
resisténcia portam genes de resisténcia a outros antimicrobianos (VICENTE;
PEREZ-TRALLERO, 2010).

Provavelmente, a sulfa mais utilizada hoje é a combinacdo de trimetropim
(diaminopirimidina) e sulfametoxazol (TMP-SMZ). As diaminopiridinas também
interferem na via de biossintese do &cido félico. Enquanto as sulfonamidas inibem o
metabolismo intermediario da bactéria porque interferem na fase inicial da
biossintese do &cido félico (competicdo pela diidropteroato sintetase), as
diaminopiridinas interferem numa etapa subsequente impedindo a formacédo do
acido tetraidrofélico por inibicdo fermentativa da diidrofolato redutase produzida pela
bactéria. As diaminopirimidinas séo antimicrobianos bacteriostaticos assim como as
sulfonamidas, porém quando associados, a combinacdo tem efeito bactericida
(PALERMO-NETO et al., 2005).

Quando usadas em combinacdo, apenas 10% da concentracdo de cada
farmaco sdo necessarios, se comparado a concentragdo necessaria quando cada
farmaco € usado individualmente. Este sinergismo também amplia o espectro de
atividade e reduz muito o surgimento de estirpes resistentes (TORTORA, et al.,
2012). Essa associacao tem sido utilizada para obtengdo de uma melhor eficiéncia
terapéutica contra Enterobacteriaceae e bactérias que acometem o0 sistema

respiratorio (KUENZEL et al., 2004), reduzindo também a dosagem e diminuindo o
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risco de aparecimento de efeitos colaterais (MAGALHAES et al., 1985). No entanto,
é importante considerar que o sinergismo entre as sulfonamidas e as
diaminopirimidinas s6 pode ocorrer quando 0 microrganismo é suscetivel aos dois
antimicrobianos  associados.  Micoplasmas, Pseudomonas aeruginosa e
Campylobacter jejuni sdo resistentes a associacdo, mas bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas de suscetibilidade moderada as sulfonamidas tornam-se suscetiveis
a associacdo (PALERMO-NETO et al., 2005).

As sulfonamidas comumente encontradas para uso na avicultura sao
sulfadimetoxina, sulfametazina, sulfaquinoxalina, sulfamerazina, sulfatiazol e
sulfadiazida (WASSENAAR, 2005). A via preferencial de administragcdo de sulfas e
associacfes com diaminopirimidinas em aves é através da agua de bebida e da
racdo (JONES et al., 1983; SPENSER, 2004).

As sulfonamidas tém sido extensivamente utilizadas como agentes
terapéuticos, principalmente para o controle da coccidiose, pulorose, tifo aviario,
cblera aviaria e coriza infecciosa das galinhas. Quanto ao uso terapéutico, deve-se
respeitar o tempo de retirada, aproximadamente cinco dias antes do abate e em
poedeiras descartar os ovos nos dez primeiros dias apdés o término do tratamento
(JONES et al., 1983).

2.4.2.7 Nitrofuranos

Os derivados nitrofuranicos sdo compostos sintéticos (quimioterapicos) que
possuem atividade antimicrobiana. Sao produtos do furano, no qual se fizeram
algumas substituicbes (JONES et al., 1983). Sdo compostos estaveis, cristalinos, de
coloracdo amarelada ou verde e sollveis em agua, de amplo espectro de acéo
contra microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos (incluindo espécies de
Salmonelas), micoplasmas, clamideas, protozoarios (Coccideas, Trichomonas,
Histomonas) e fungos (JONES et al., 1983; MADRP, 2003; MAGALHAES et al.,
1985; OPH, 2010).

Sua acédo farmacoldgica (antimicrobiana e antiparasitaria) deve-se ao radical
nitro (—NO,) na posicdo 5 do anel furano (BOSQUESI et al.,, 2008; DODD;
STILLMAN, 1944; MAGALHAES et al.,, 1985; PAULA et al., 2009) e sua
mutagenicidade e a possivel carcinogenicidade devem-se, provavelmente, a
presenca do grupo nitro na posicédo 5 e também dos substituintes (R) na posicao 2
do anel furano (BOSQUESI et al., 2008; PAULA et al., 2009).



46

Os primeiros compostos nitroheterociclicos utilizados na quimioterapia foram
os nitrofuranos. Trés dos quais, a nitrofurazona, furazolidona e nitrofurantoina, sdo
utilizados no tratamento de varios tipos de infeccbes bacterianas por mais de 50
anos (BOSQUESI et al., 2008). No entanto, os nitrofuranos mais comuns sao: a
furazolidona, furaltadona, nitrofurantoina e nitrofurazona, que, como a maioria dos
nitrofuranos, sdo rapidamente metabolizados in vivo, ocorrendo uma diminui¢ao
significativa dos seus niveis plasmaticos. Com este evento ocorre 0 surgimento e
acumulo de seus metabdlitos, respectivamente 3-amino-2-oxazolidinona (AOZ), 3-
amino-5-morfolinometil-2-oxazolidinona (AMO2Z), 1-aminoidantoina (AHD),
semicarbazida (SEM) e, os quais podem ser detectados no tecido durante um longo
periodo de tempo (BARBOSA et al., 2007; MOTTIER et al., 2005).

Magalhdes et al. (1985) afirmaram que os nitrofuranos interferem nas fases
precoces do Ciclo de Krebs inibindo a formacdo anaerdbia da acetilcoenzima A.
Além disso, os mesmos autores relataram que esses favorecem a imunidade natural,
nao sao toxicos, ndo se acumulam nos tecidos e possuem atividade em presenca de
pus, sangue e tecido necrosado.

Palermo-Neto et al. (2005) relataram que os nitrofuranos sdo bacteriostaticos
que bloqueiam a descarboxilagdo oxidativa do piruvato para-acetilcoenzima A,
privando 0s microrganismos suscetiveis das vias vitais de producdo de energia e,
também, rompem as interacdes cdédon e anticédon, impedindo a traducdo do RNA
mensageiro. A formacdo de radicais anion nitro inibem a traducdo genética, o
processo ribossomico do RNAm (OPH, 2010).

Sua ac¢dao citotdxica ou mutagénica como antimicrobiano depende da ativacdo
do grupamento nitro, a partir da acdo de nitroredutases presentes em bactérias
suscetiveis (PETERSON et al., 1979; SISSON et al., 2002; SQUELLA et al., 1996).
Essa acdo mutagénica de compostos nitrufurénicos é a reducao promovida por, no
minimo, trés nitroredutases. Estas reduc¢fes resultam de reacbes em cadeia, que
levam a formagdo de espécies eletrofilicas que podem reagir com o DNA
(BOSQUESI et al., 2008).

Apresentam, ainda, maior eficiéncia contra bactérias anaerobias, devido ao
sistema enzimatico de reducdo do grupamento nitro altamente eficiente dos
microrganismos (HOF, 1989).

Marshall et al. (1988) relataram que anaerdbios tem a capacidade redutora

para ativar esses nitrocompostos, enquanto que bactérias aerdbias e células de
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mamifero ndo possuem. No entanto, a Helicobacter pylori, um microaerdfilo, foi
suscetivel a cinco 5-nitroimidazéis, sendo essa a primeira indicacdo de que o
metabolismo desta bactéria teria sido Unico. Smith; Edwards (1997) e Jorgensen et
al. (1998) em seus estudos forneceram evidéncias para a reducao intracelular do
metronidazol em isolados suscetiveis e niveis reduzidos em isolados resistentes.

As nitroredutases podem metabolizar compostos nitro através de enzimas
produzidas pelos microrganismos da microbiota intestinal (incluindo aqueles
envolvidos no metabolismo de carboidratos) e por enzimas presentes no citoplasma
de células de mamiferos, como as xantinas oxidases, ou ainda, pelo citocromo P450
(NOVOTNY et al.,, 2006; OPH, 2010). Enzimas do figado e de outros 6rgdos de
mamiferos podem também catalisar a nitroreducdo, porém as nitroredutases da
microbiota intestinal desempenham um papel mais importante nesse tipo de
metabolismo (SWEENEY et al., 1994; UMBUZEIRO et al., 2005).

Pesquisadores tém mostrado que a presenca de enzimas bacterianas
capazes de reduzir os nitrofuranos tem sido o ponto critico para suas ativagoes.
Estirpes bacterianas sensiveis aos nitrofuranos tem apresentado uma flavoproteina,
(pyruvate flavodoxin oxidoreductase), capaz de catalisar a reducéo desses farmacos
(EDWARDS et al.,, 1993; RACE et al.,, 2005), e desde entdo, essa atividade de
reducdo nao tem estado presente em estirpes bacterianas resistentes as
nitrofurazonas. Assim, tem-se concluido que esta enzima € quem converte a
nitrofurazona para um composto capaz de danificar a célula (RACE et al., 2005).

O mecanismo de acdo em nivel molecular ainda ndo esta totalmente
estabelecido, uma vez que pode variar de acordo com diferencas estruturais dos
compostos. A passagem transmembrana destas moléculas ocorre por difusdo
passiva e aumenta a medida que os radicais livres provenientes do processo de
biorredugéo desestabilizam a membrana celular (PAULA et al., 2009).

Race et al. (2005) relataram que os produtos toxicos formados apés a
reducdo da nitrofurazona e da nitrofurantoina permanecem desconhecidos. Alguns
pesquisadores tém apontado em seus estudos que a reacdo pode prosseguir para
reducdo do grupo nitro, formando hidroxilamina. Esta hidroxilamina produzida
poderia reagir com as proteinas e com o DNA. Paula et al. (2009) revelaram que a
reducdo completa destes compostos envolve seis elétrons até o derivado amino,
embora o intermediario hidroxilamina, envolvendo quatro elétrons, seja o produto

final da biorreducédo de alguns nitrocompostos.
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Em meio anaerobio, o nitro radical aniénico e a hidroxilamina formados s&o os
principais intermediarios ou metabdlitos do processo de redugdo enzimatica do
grupo nitro até amino, podendo interagir com o DNA celular, resultando nos efeitos
bioldgicos observados. Em meio aerdbio, o nitro radical aniénico gerado no processo
de reducdo enzimética interage com o oxigénio presente no meio formando o radical
O,. Esse radical sofre acdo de enzimas formando perdxido de hidrogénio, podendo
ao final desestruturar membranas biologicas, liberando espécies reativas que sao
toxicas para as células bacterianas e parasitarias (PAULA et al., 2009).

As propriedades toxicas e quimicas dos nitrofuranos tém limitado sua
utilizacdo como farmacos antinfecciosos sistémicos. Apds administracdo parenteral,
tém ocorrido vomito, diarréia, sangramento do trato gastrointestinal, eosinofilia,
perturbacdes oculares, sensibilizacdo e outros efeitos indesejaveis (JONES et al.,
1983). Segundo OPH (2010), os nitrofuranos séo usados oralmente, topicamente e
raramente por via parenteral. Estes variam na sua toxicidade e caracteristicas de
solubilidade, o que limita sua utilizacao clinica. A fim de se evitar hipersensibilizacéo,
Jones et al. (1983) revelaram que deve haver cuidado no tratamento de lesdes
cutaneas ulcerativas cronicas.

Os derivados nitrofuranicos sao pré-carcinogénicos e mutagénicos e, em
aves, seu principal efeito € a ocorréncia de cardiomiopatia biventricular. Alguns
nitrofuranos foram utilizados como quimioterapicos com atividade antimicrobiana na
avicultura para tratamento e prevencdo da coccidiose, salmonelose, infeccées por
Mycoplasma gallisepticum e enterites inespecificas (PALERMO-NETO et al., 2005;
PRATA; FUKUDA, 2001). Segundo o Ministério da Saude (2003) em
Lisboa/Portugal, a grande utilizacdo dos nitrofuranos em animais para consumo
humano ao longo dos anos, levou diversos comités reconhecidos
internacionalmente, como “International Agengy for Research on Cancer” (IARC),
“Joint Expert Committee on Food Additives” (JECFA) e “Scientific Committee on
Animal Nutrition” (SCAN), a avaliarem os riscos oferecidos pela ingestdo desses
compostos.

Ainda em conformidade com o Ministério da Saude (2003), apos as
avaliacdes, a nitrofurazona foi considerada um cancerigeno secundario, ou seja, néo
genotoxico, exercendo o0s seus efeitos em Orgdos de resposta enddcrina; a

furazolidona com efeitos carcinogénicos e genotoxicos, a furaltadona um agente
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possivelmente carcinogénico para humanos e a nitrofurantoina ndo sendo
classificavel quanto a carcinogenicidade.

Contrariamente a proibicdo total da utilizacdo de nitrofuranos na producao
animal, estes farmacos estéo facilmente disponiveis para utilizacdo na terapéutica
veterindria e humana. A nitrofurazona é usada para tratamentos tOpicos em
queimaduras, infeccbes da pele e como antichagéasico; a furazolidona é utilizada
oralmente no combate a colera e no combate a bactéria Helicobater pylori, e a
nitrofurantoina € comumente usada no tratamento de infec¢cdes do trato urinario
(BENVENGO, 2005; VASS et al., 2008).

Algumas caracteristicas dos farmacos nitrofuranicos utilizados nesta pesquisa
foram relatadas para maior conhecimento. A Furazolidona N-(5-nitro-2-furfurilideno)-
3-amino-2-oxazolidona é um poé cristalino amarelo que pode ser misturado com a
racdo. E eficaz contra Salmonella spp. que infecta o trato digestivo, entretanto
algumas estirpes de Salmonella gallinarm sdo resistentes in vivo a furazolidona.
Num surto tiféide em aves domésticas em reproducédo, observou-se aumento da
resisténcia no periodo de 39 dias. Administra-se furazolidona a frangos, perus e
suinos para controlar diversas infeccées do trato digestivo. O farmaco é usado no
tratamento da enterite bacteriana, disenteria e giardiase. A absorcao é incompleta e
aparecem tracos do farmaco na urina. A furazolidona é ativa como auxiliar na
prevencdo da coccidiose nos frangos (JONES et al., 1983).

A furazolidona € ativa contra as espécies de Escherichia, Clostridium,
Salmonella, Shigella, Staphylococcus, Streptococcus, Eimeria e Hlstomonas. Este
composto pode ser administrado tanto por via oral ou topica. Em alguns paises, em
seres humanos, constitui uma alternativa no combate a bactéria Helicobacter pylori
(OPH, 2010). Segundo Abadi et al. (2010), tem sido identificada alta taxa de estirpes
de Helicobacter pylori resistentes a furazolidona no Ird, isso tem preocupado a
classe meédica, pois esse medicamento foi introduzido recentemente no pais, ndo
tendo sido a H. pylori amplamente exposta a este antimicrobiano

A Furaltadona possui espectro mediano de atividade antibacteriana e €
prontamente absorvida pelo trato gastrointestinal. A distribuicdo metabdlica do
farmaco é desconhecida e aparecem na urina quantidades relativamente pequenas.
Jé se observam efeitos toxicos indesejaveis em seres humanos apds administracao
oral da furaltadona (JONES et al., 1983). E administrada para mastites e na

prevencéao de infeccdes intestinais (OPH, 2010).
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A Nitrofurantoina N-(5-nitro-2-furfurilideno)-1-aminohidantoina € um poé
amargo, amarelo, com leve odor e praticamente insollivel na dgua. A Nitrofurantoina
possui ampla acdo antibacteriana contra organismos Gram-positivos e Gram-
negativos; € rapida e completamente absorvida pelo trato gastrointestinal, ndo afeta
a microbiota intestinal em qualquer grau significativo. Cerca de 40% do farmaco séo
eliminados na urina e as concentracfes excretadas na urina sao bactericidas
(JONES et al., 1983). E utilizada por via oral no tratamento de infecgdes urinarias de
origem bacteriana (E. coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e
Enterobacter aerogenes) (OPH, 2010).

A Nitrofurazona (5-nitro-2-furaldeido semicarbazona) € um antimicrobiano
utilizado desde 1945 para tratamentos de infecbes da pele e no combate ao
tripanossoma (IARC, 2009). E um p6 cristalino, amarelo, sem odor ou sabor,
termoestavel e levemente sollvel em agua. Foi utilizada localmente, mas tem pouco
valor como farmaco quimioterapico sistémico, tendo sido utilizada para tratar feridas
e doencas da pele, ouvido, olho e trato reprodutor (JONES et al.,, 1983). Possui
espectro de acdo similar a nitrofurantoina, mas € utilizada primariamente para
tratamento de mastite, metrite e feridas em bovinos. Também como APC para o
controle de infeccdo bacteriana e coccidiose (OPH, 2010).

Atentando-se as informacgdes pertinentes ao Ministério da Agricultura (2003),
as avaliacdes efetuadas pela Unido Europeia que resultaram na proibicdo dos
nitrofuranos em animais para producédo de alimentos, foram efetuadas para definir
LMR (Limite Maximo de Residuo). E revelado como o teor de residuo que pode estar
presente num determinado alimento sem colocar em risco a saude do consumidor,
considerando a ingestdo diaria de cada substancia ao longo de toda sua vida
(aproximadamente 70 anos). Partindo desse pressuposto, para nenhuma das
substancias em causa foi estabelecido a respectiva Ingestéo Diaria Admissivel - IDA
(“Admissible Daily Intake”) e consequentemente o seu Limite Maximo de Residuos.

2.5 RESISTENCIA BACTERIANA

Os mecanismos da resisténcia bacteriana sdo complexos, variados e nao
completamente conhecidos (KONEMAN et al., 2006; PALERMO-NETO et al., 2005).
No entanto, para compreender 0sS mecanismos da resisténcia bacteriana é

necessario compreender a fisiologia das bactérias, o mecanismo de acdo dos
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farmacos antimicrobianos e a biologia molecular dos agentes infecciosos
(KONEMAN et al., 2006).

Trés condicdes devem ser preenchidas para que um antimicrobiano iniba ou
destrua uma bactéria: a existéncia de um alvo, ter a capacidade de atingir o alvo e
nao pode ser inativado antes de atingi-lo (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Segundo Palermo-Neto et al. (2005), os principais mecanismos de resisténcia
aos antimicrobianos englobam a inativacdo enzimatica, alteracéo do seu alvo celular
e reducdo do nivel intracelular do antimicrobiano. A inativacdo enzimatica consiste
na atuacdo de enzimas bacterianas sobre o principio ativo do antimicrobiano e
também o que se refere a alteracbes induzidas no local de acdo dos
antimicrobianos. A segunda estratégia de resisténcia consiste em alteracdo do alvo
celular, alterando o alvo do antimicrobiano. E finalmente, através de bombas de
efluxo capazes de expulsar o antimicrobiano para fora da célula bacteriana,

reduzindo rapidamente seu nivel intracelular.

2.5.1 Mecanismo de transmisséo de resisténcia

As bactérias podem ser classificadas em sensiveis e resistentes aos
antimicrobianos. Em geral, classificam-se como resistentes as bactérias que
crescem in vitro, nas concentracfes que 0s antimicrobianos atingem no sangue
quando administrados nas recomendacdes de uso clinico (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2008).

A resisténcia pode ser natural ou adquirida, a natural (resisténcia primaria)
corresponde a uma caracteristica da espécie bacteriana e todas as amostras desta
espécie tém esta propriedade. Somente concentra¢des inviaveis in vivo exerceriam
algum efeito sobre as estirpes bacterianas. Na adquirida (resisténcia secundaria),
sob exposicdo continuada a antimicrobianos, somente parte das amostras €
resistente (FUCHS; WANNMACHER, 1999; TRABULSI; ALTHERTUM, 2008)
podendo ocorrer por acaso (mutagcdo) (DECAMP; MORIARTY, 2006) ou por
transferéncia de genes de resisténcia, podendo ser cromossGmica como
extracromossdmica (PALERMO-NETO et al., 2006b). Quando o microrganimo €
resistente a um sO antimicrobiano denomina-se resisténcia simples, porém, quando
€ simultaneamente a dois ou mais antimicrobianos, denomina-se resisténcia multipla
(TAVARES, 2001).
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O estudo do genoma através do sequenciamento do cromossomo e de Varios
plasmidios de enterobactérias tem delineado um quadro, mediante analises
comparativas dos genomas sequenciados, revelando a constituicdo de um cerne
comum a todas as espécies o0 qual € marcado por sequéncia de insercao, do inglés
“Insertion Sequence” (1S), fagos, ilhas de patogenicidade, pseudogenes, sequéncias
repetidas, mutacdes e delecbes que explicariam as diferencas entre as espécies
(TRABULSI; ALTHERTUM, 2008)

O antimicrobiano n&do induz a resisténcia, e sim um selecionador dos mais
resistentes existentes no meio de uma populacado (TRABULSI; ALTHERTUM, 2008).
E consenso na comunidade internacional que o uso de antimicrobianos em seres
humanos, em animais, plantas, ou até mesmo em processamento de alimentos pode
contribuir para a resisténcia microbiana (PALERMO-NETO et al., 2006b; PHILLIPS
et al., 2004), entretanto, o0 surgimento e a prépria magnitude da resisténcia variam
em funcdo do microrganismo que esta sob pressdo seletiva, do antimicrobiano e,
também, do hospedeiro (PALERMO-NETO et al., 2006b).

Miranda et al. (2008) avaliaram a resisténcia de estirpes de enterobactérias
isoladas de carne de frango orgéanico, carne de frango criado no sistema
convencional e carne de peru criado no sistema convencional. Os autores
encontraram maior nimero de enterobacteriaceaes em carne de frango criado no
sistema organico, porém, as estirpes isoladas da carne de frango organico foram
mais sensiveis que as estirpes isoladas dos outros tipos de carne. Estirpes multi-
resistentes foram encontradas em todos os grupos, porém foram mais altas em
frangos criados no sistema convencional. Assim, tendo em vista os dados obtidos
para resisténcia antimicrobiana, os autores defendem a teoria de que embora as
amostras analisadas de carne de frango organico possuissem maior contaminacao
por enterobacteriaceas, a pratica de criacdo organica contribui para o decréscimo de
resisténcia antimicrobiana.

A aquisicdo de resisténcia por uma célula bacteriana sensivel é sempre
decorréncia de uma alteracdo genética que se expressa bioquimicamente
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008), que pode ser originada de mutacdo
cromossOmica ou, pela aquisicdo de material genético (plasmidios de resisténcia ou
por transposons): a denominada transferéncia de genes de resisténcia (transferéncia
horizontal ou lateral) (PALERMO-NETO et al.,, 2006a; TRABULSI; ALTERTHUM,
2008).
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Ozgumus et al. (2008) identificaram aleatoriamente em um hospital
universitario na Turquia 20 estirpes de enterobactérias de pacientes com resisténcia
a multiplos farmacos e disseminacdo por plasmidios de resisténcia. Foram
identificadas Escherichia coli (n=9), Klebsiella pneumoniae (n=7), Klebsiella oxytoca
(n=2) e Enterobacter aerogenes (n=2), e a deteccdo de plasmidios epidémicos foi
realizada por andlise do plasmidio R com a enzima de restricdo EcoRI (enzima
endonuclease isolada de estirpes de E. coli). Estes autores observaram que a
maioria dos plasmidios carregavam genes derivados de TEM e SHV. Mediante
evidéncias epidemiologicas, indicaram que havia uma aparente transferéncia
horizontal dos plasmidios R conjugativos entre as enterobactérias multirresistentes
neste hospital.

Silva e Duarte (2002) sugeriram que genes de resisténcia aos farmacos
podem estar associados a viruléncia ou, pelo menos, as estirpes humanas tém
apresentado um perfil de resisténcia mais elevado do que aquele encontrado nas
amostras ndo-humanas, o que torna a situacao ainda mais preocupante do ponto de
vista de saude coletiva.

Mediante incertezas, Perfeito et al. (2007), determinaram o percentual de
mutacdo gendmica que gerou mutacdes benéficas e seus efeitos sobre a forma
fisica em Escherichia coli em comparacdo com condicbes em que o efeito da
competicdo entre linhagens levando diferentes mutacdes benéficas € minimizado.
Foi encontrado o percentual na ordem de 10™ por genoma por geracéo, que é 1000
vezes maior que a previsdo estimada, e mediante um beneficio na sele¢do de 1%.
Semelhante percentual de evolugdo adaptativa tem implicacdes na evolucdo de
resisténcia a antimicrobianos e patogenicidade. Os autores ainda concluiram que a
evolucdo pela selecdo natural esta direcionada para a geracdo continua de
mutacOes adaptativas.

Aquisicdo de resisténcia devido as alteracdes na estrutura quimica ou fisica
do DNA é denominada mutagdo, a qual pode ser ocasionada por agentes
genotoxicos. O organismo ndo exposto a um mutageno é chamado tipo selvagem,
enquanto o organismo com alteracOes resultantes da acdo destes agentes € um
mutante. As mutacdes sao fonte de uma grande variabilidade genética, e sem as
quais o processo de adaptacdo néo seria possivel. Portanto, existe tendéncia a uma
variabilidade herdada de uma geracdo a outra. Conforme o agente, as mutacoes

podem ser espontaneas ou induzidas. As espontaneas podem ser causadas por
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erros durante a replicagdo do DNA ou pela exposi¢cdo do organismo a influéncias
extracelulares do meio ambiente, como radiagbes ou agentes quimicos. As
mutacfes induzidas sdo produto de uma acédo deliberada na qual o organismo é
exposto a acdo de um agente genotoxico. Foram descobertos em E. coli genes
mutadores, que elevam a frequéncia de mutacéo, por exemplo, o gene que produz a
RNA polimerase termolabil. Essa enzima insere nucleotideos incorretamente durante
a replicacdo a uma taxa maior que a da enzima da linhagem selvagem. Quando a
mutacdo permanece estavel, pode ser transferida a outras geracdes (TRABULSI;
ALTHERTUM, 2008).

Quanto a transferéncia de genes de resisténcia, tanto os genes de resisténcia
cromossbmica como extracromossdmica podem ser transferidos por quatro
mecanismos: Conjugacdo, Transducdo, Transposicdo e  Transformacao
(KHARDORI, 2006; PALERMO-NETO et al., 2005; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Segundo Koneman et al. (2006), os genes para o mecanismo de resisténcia
podem estar localizados no cromossomo ou em um elemento extracromossomial
denominado plasmidio. Os plasmidios sdo fragmentos circulares de DNA que atuam
independentemente do cromossomo. A importancia clinica da diferenca € que o DNA
cromossdmico é relativamente estavel, enquanto o DNA do plasmidio é facilmente
mobilizado de uma estirpe para outra, uma espécie para outra. Além disso, a ligacao
de genes de resisténcia para multiplos agentes antimicrobianos em um plasmideo
permite a transferéncia volumosa da resisténcia que caracteriza muitos dos
microrganismos recentemente resistentes.

Uma das maiores dificuldades da terapéutica no combate as infeccbes
causadas por bactérias surge devido a transferéncia dos plasmidios que possuem
genes de resisténcia. Estes plasmidios podem ndo estar presentes em numeros
expressivos, mas, no caso de haver uma pressao seletiva, produz-se uma selecéo
das estirpes aumentando o seu numero. Um Unico plasmidio pode conter varios
genes codificadores de resisténcia e conferir um fendtipo multirresistente a estirpe
onde se insere (SAENZ, 2004).

O mecanismo mais comum pelo qual os genes de resisténcia sao transferidos
€ o da Conjugacado, visto que um fator de transferéncia genética adicional é
necessario antes que o plasmidio que carrega um gene de resisténcia se mova de
um microrganismo para outro (KHARDORI, 2006; KONEMAN et al., 2006). A

transferéncia de resisténcia por conjugacdo é feita por ponte citoplasmatica
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estabelecida entre duas bactérias, e uma das quais deve possuir o fator da
fertilidade (Fator F) para que este processo ocorra (PALERMO-NETO et al., 2006b).

Essa transferéncia foi observada na década de 70 por Magalhdes e Véras
(1975), que através de amostras polirresistentes de Salmonella typhimurium isoladas
de criangas com menos de dois anos de idade transferiam determinante R através
do processo de conjugacao para a Escherichia coli K12, e todas as culturas foram
resistentes a ampicilina, cloranfenicol, neomicina, estreptomicina, sulfas e
tetraciclina, e mais da metade das culturas apresentou também outros determinantes
de resisténcia a cefalosporina, furazolidona, &cido nalidixico e gentamicina.

A transferéncia direta de material genético entre duas bactérias ocorre de
modo que esse material ndo entre em contato com o ambiente, sendo necessario
um contato fisico (ROE; PILLAI, 2006).

Esse contato fisico entre duas células bacterianas permite que os genes de
resisténcia contidos em plasmidios sejam transferidos entre as bactérias, de maneira
gue a célula doadora mantenha algumas copias do plasmidio, e a célula receptora
torne-se uma doadora em potencial. Na transducdo o gene de resisténcia é
transferido de uma bactéria para outra por um bacteriéfago (virus de bactérias). Para
tanto, o bacteriéfago introduz o seu material genético numa bactéria que possui um
gene de resisténcia. O material genético torna-se desorganizado e passa a produzir
o material genético e a capsula do bacteriéfago. A bactéria é destruida e libera no
meio o0s bacteriéfagos que vao infectar outras bactérias. O bacteri6fago que
capturou o gene de resisténcia infecta uma bactéria sensivel ao antimicrobiano e
lanca no seu interior o gene de resisténcia que pode ser incorporado ao seu material
genético ou ao plasmidio (PALERMO-NETO et al., 2006b).

Em relacdo a transposicdo ha participacdo de transposons, que Sao
segmentos de DNA que podem ser transferidos de uma molécula de DNA para outra
por meio de transferéncia conjugal (transposon conjugativo ou “gene saltador”). O
resultado pode ser um mosaico do material genético provenientes da bactéria
doadora e receptora (KONEMAN et al., 2006).

Os elementos moéveis foram compreendidos pela primeira vez durante o
estudo molecular de determinadas mutagbes na E. coli causadas pela insergéo
espontanea de uma sequéncia de DNA de aproximadamente 1 a 2 Kb de
comprimento no meio de um gene. Esses segmentos de DNA inseridos séo

chamados de sequéncia de insercdo ou elementos IS. Mais de 20 elementos IS
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foram descobertos na E. coli e em outras bactérias. Uma caracteristica importante
nos elementos IS é a presenca de uma pequena sequéncia de repeticdo direta,
contendo de cinco a 11 pares de base, imediatamente adjacente as duas
extremidades do elemento de insercdo. A duplicacdo da sequéncia do sitio-alvo,
originando a segunda repeticdo direta adjacente a Sequéncia de Insercdo, ocorre
durante o processo de insercdo. Assim, a transposase cliva com precisdo o
elemento IS (Sequéncia de Insercdo) do doador de DNA, produz clivagens em
pequena sequéncia do DNA alvo, e liga a extremidade. Finalmente a DNA
polimerase da célula hospedeira preenche os intervalos de fita simples, produzindo
as pequenas sequéncias de repeticdo direta que flanqueiam os elementos IS, e a
DNA ligase une as extremidades livres (LODISH et al., 2007).

A transferéncia de genes de resisténcia pode ocorrer por cromossomo para
um plasmidio ou para um bacteriéfago, de um plasmidio para o cromossomo ou para
outro plasmidio, contudo, diferentemente do plasmidio, os transposons ndo séo
capazes de replicar-se independentemente. Ao se incorporarem ao CromosSSomo
bacteriano ou ao plasmidio, podem manter-se estaveis e replicar-se junto com o
DNA bacteriano (LODISH et al., 2007; PALERMO-NETO et al, 2005). A
transformacédo é um processo pelo qual o DNA na forma livre € incorporado por uma
célula receptora, que pode passar a apresentar alteracées genéticas. Uma Unica
célula normalmente incorpora apenas um ou poucos fragmentos de DNA, de
maneira que uma pequena proporcdo dos genes de uma célula é tranferida a outra,
em um unico evento de transformacao (MADIGAN et al., 2004).

Apesar das taxas de transformacéo in vitro serem elevadas, as taxas in vivo
ocorrem em menor intensidade devido a sensibilidade do material genético ao meio,
e pelo fato de que nem toda célula possui 0 “maquinario metabdlico” capaz de
absorver o material (COURVALIN, 2006; EDENS, 2003; ROE; PILLAI, 2006).

A célula capaz de captar a molécula de DNA e ser transformada é chamada
de competente. Essa capacidade é determinada geneticamente, sendo que
proteinas especiais desempenham papel na captacdo e no processamento do DNA.
As bactérias exibem diferencas em relacdo a forma do DNA captado, embora em
ambos os casos, apenas moléculas de DNA de fita simples penetrem no citoplasma.
Em bactéria Gram-negativa, ha evidéncia indicando que o DNA de fita dupla é
degradado a forma de fita simples no espaco periplasmatico, sendo somente uma

fita simples transportada ao citoplasma. Enquanto que em Gram-positiva, 0 DNA é



57

captado na forma de fita simples, sendo a fita complementar simultaneamente
degradada durante o processo. Entretanto, moléculas de fita dupla se ligam com
maior eficiéncia as células. As bactérias tornam-se competentes em seus ambientes
naturais, desempenhando papel na transferéncia de genes na natureza (MADIGAN
et al., 2004).

Os Integrons sé@o pequenos sistemas genéticos modulares moveis envolvidos
na aquisicdo e disseminacdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos em
bactérias Gram-negativas, particularmente entre enterobactérias. Um integron é uma
estrutura genética que inclui os determinantes de um sistema de recombinacgéao sitio-
especifica capaz de capturar e mobilizar genes contidos em elementos genéticos
moveis denominados cassetes de genes. Os componentes essenciais de um
integron sao: o gene int, localizado no segmento 5, que codifica uma recombinase
sitio-especifica; a integrase, um sitio adjacente att, localizado na extremidade do
segmento conservado 5, que é reconhecido pela integrase, para a integracado de
cassetes de genes de resisténcia e um promotor orientado para a expressao do
cassete de genes (TRABULSI; ALTHERTUM, 2008).

Segundo os mesmos autores, cassetes de genes sdo elementos moveis de
DNA que contém um sitio especifico de recombinacdo, um elemento conhecido
como “59 — base” e é reconhecido pelo sistema de recombinacao sitio-especifico do
integron. O segmento 5 codifica uma recombinase sitio-especifica (integrase) e
promotor ou promotores fortes que asseguram a expressao dos cassetes integrados.
A integrase € responsavel pela insercdo de genes de resisténcia aos
antimicrobianos. Genes que constituem 0s cassetes tiveram, provavelmente, suas
origens num “pool” de genes de resisténcia que, acredita-se, surgiram ha centenas
de milhées de anos de bactérias do solo produtoras de antimicrobianos; podendo ter
sido originarios também de bactérias resistentes ou mesmo de moléculas de DNA
codificando resisténcia, encontradas no meio ambiente.

Saenz et al. (2004) confirmaram uma dessas hipéteses ao verificarem que 17
estirpes ndo patogénicas de Escherichia coli isoladas de seres humanos, animais e
alimentos foram resistentes a mdultiplos antimicrobianos, alguns dos quais eram
portadores de integrons da classe 1 e classe 2. Foram identificados aminoacidos
trocados e mutacao para quinze e quatorze estirpes de E. coli respectivamente.

Integrons também foram detectados através de PCR em 59 de 120

Enterobacteriaceae isoladas do trato urinario usando degenerado “primers” alvo para
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conservar regioes de classe 1, 2 e 3 da integragdo de genes. A PCR sequenciou a
andlise de uma variedade de cassetes revelando uma predominancia de cassetes

gue conferem resisténcia a aminoglicosideos e trimetroprim (WHITE et al., 2001)

2.5.2 Forma de aquisi¢cdo de bactérias resistentes

Os alimentos contém potencial para veicular grande numero de
microrganismos, em sua maior parte inofensivos aos seres humanos, e, nem todo
alimento que alberga um ou mais microrganismos patogénicos ou oportunistas
causara necessariamente uma doenca se for consumido (FRANCO; LANDGRAF,
2003), até porgue algumas bactérias patogénicas constituem parte da microbiota
intestinal, salvo se superarem barreiras organicas, como o pH e as enzimas
gastricas, o0 muco, a microbiota normal do trato gastrointestinal e a acdo de
leucécitos do sistema imune, podendo, assim, causar infeccdo e intoxicacao
(PALERMO-NETO et al., 2005).

O trato intestinal de humanos e animais € o principal reservatério de agentes
etiologicos. A matéria fecal animal € de maior importancia que a de seres humanos,
e animais podem tornar-se contaminados por meio de fontes fecais (JAY, 2005).

Mais de 74% dos incidentes de toxinfec¢des alimentares em que um veiculo
alimentar é estabelecido, pratos a base de carne ou frango sdo os incriminados
(HOBBS; ROBERTS, 1998), e de acordo com os ultimos dados da Secretaria de
vigilancia em Saude do Ministério da Saude, no periodo de 2000 a 2011,
aproximadamente 50% dos alimentos envolvidos em surtos alimentares sao carnes
bovina, suina, aves e principalmente ovos e derivados (MS, 2011).

Segundo Palermo-Neto et al. (2006a), a maior preocupacdo se refere a
ingestdo de alimentos contaminados com bactérias resistentes, uma vez que a
terapia antimicrobiana pode ser ineficaz. No entanto, as consequéncias do uso
indevido de antimicrobianos na producdo animal, cujos residuos além de
apresentarem um impacto indireto, via a possibilidade de inducé&o do surgimento de
resisténcia bacteriana, apresentaram efeitos toxicos diretos para o consumidor, e
causam transtornos na microbiota do meio ambiente. Na OMS e OIE s&o
considerados que as bactérias prioritarias para monitorizacdo da presenca de
resisténcia em animais de producdo e em seus respectivos alimentos s&o:

Salmonella spp., Campylobacter spp., Escherichia coli e Enterococcus spp.
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Al-Ghamdi et al. (1999) descreveram que a resisténcia de isolados de
Escherichia coli tem sido alarmantemente alta, associada a diversos farmacos,
relatada através de isolados de trabalhadores de matadouros de aves, pacientes
hospitalizados e em frangos com altos indices de E. coli. Estes autores também
relataram que os antimicrobianos na Ardbia Saudita s&o utilizados para uso
veterinario de forma limitada, no entanto, dentre os sorotipos isolados e resistentes,
a Escherichia coli foi isolada em 27% dos pacientes hospitalizados, sendo
coincidentes com 10,9% de isolados de frangos, indicando assim a possibilidade das
aves serem a fonte da resisténcia bacteriana em humanos.

Pesquisadores alertam que as infec¢des do trato urindrio em humanos estéo
cada vez mais dificeis de tratar devido ao aumento das resisténcias aos atuais
antimicrobianos, O problema, segundo 0s especialistas, tem origem no uso
excessivo de antimicrobianos na pecuéria, que depois entram na cadeia alimentar.
Em trabalho da equipe de cientistas da Universidade de Hong Kong foi revelado que
a resisténcia aos antimicrobianos é transmitida dessa forma, dos animais para
humanos. O foco do trabalho foi a Escherichia coli, responsavel pela maioria das
infec¢des urinarias em humanos, sendo detectado um gene idéntico responséavel
pela resisténcia aos antimicrobianos, tanto em humanos como nos animais. O gene,
designado por aacC2, codifica a resisténcia a gentaminica, um antimicrobiano de
uso comum, e foi identificado em cerca de 80% das 249 analitos de animais e de
humanos (AVICULTURA INDUSTRIAL, 2010).

Silva e Duarte (2002) concluiram que estirpes de Salmonella Enteritidis
podem desenvolver resisténcia pelo uso indiscriminado de farmacos no seu pais de
origem ou através da importacdo de alimentos contaminados com bactérias
transportando genes de resisténcia ou de pessoas infectadas que retornam de
viagens internacionais.

Segundo Lourenco et al. (2007), ao avaliarem a susceptibilidade
antimicrobiana de enterobactérias presentes em agua salgada, observaram um perfil
significativo, especialmente com relagcdo a gentamicina, netilmicina e ciprofloxaxina.
A amoxicilina/acido clavulanico e ampicilina foram responsaveis pelo maior
percentual de estirpes resistentes, ocorrendo a predominancia de bactérias
resistentes ao farmaco B-lactamico.

A transferéncia de bactérias resistentes para humanos via cadeia alimentar, é

uma preocupacao importante para a saude. Em comparacdo com estudos de
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alimentos de animais de producdo de ambiente terrestre, existem menos estudos
sobre resisténcia de antimicrobianos que em bactérias de ambientes aquicolas. Os
pesquisadores usam estes estudos como base para proporcionar uma melhor
visualizacao do risco que existe de transferéncia de microrganismos resistentes para
0 meio-ambiente e principalmente para humanos através do consumo de produtos
aquicolas (AKINBOWALE et al., 2006)

Os microrganismos podem se mover com grande facilidade entre os
ecossistemas de seres humanos e animais para o solo e a agua e vice-versa.
Portanto, genes resistentes adquiridos por organismos num ecossistema podem ser
facilmente transferidos entre organismos em diferentes ecossistemas (NWOSU,
2001).

Compostos antimicrobianos veterinarios utilizados podem também contaminar
solos agricultaveis via fertilizagdo com estrume de animais que foram submetidos a
antimicrobianoterapia através de antimicrobianos que possuem uma baixa
metabolizacdo no corpo do animal (KARCI et al., 2009). Quando dejetos oriundos da
producdo animal (suinos, bovinos e aves) ndo séo tratados corretamente, constitui-
se num sério risco a contaminacdo do meio ambiente, principalmente da agua
(PETERSEN et al., 2002).

Espigares et al. (2006) isolaram 21 sorotipos de Salmonella spp. de aguas
residuais de uma industria de alimentos, sendo 11 sorotipos da agua sem tratamento
e 10 da &gua tratada, que foram comparadas antes e depois de tratamento
convencional de detritos (lodo ativado). Os pesquisadores objetivaram determinar se
o tratamento afetou todos os sorotipos, e se causou efeito na composicao
plasmidica, selecdo de sorotipos resistentes a antimicrobianos e desinfetantes. Os
pesquisadores demonstraram nao haver diferengca significativa nas amostras
isoladas antes e depois do tratamento, indicando assim que o tratamento
convencional de detritos ndo constitui um fator de risco na selecédo de sorotipos de
Salmonella spp. com grande potencial patogénico.

Schneider et al. (2009) relataram que em ambientes aquaticos, os perfis de
resisténcia encontrados em amostras de Escherichia coli apresentam grande
variabilidade, segundo a origem da agua, pois dos 205 isolados de Escherichia coli
de agua superficial e 4gua subterranea, verificaram que 86,14% das linhagens de E.
coli isoladas, foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano. Mckeon et al.

(1995) encontraram também elevados indices de resisténcia em coliformes isolados
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de aguas subterraneas, e comprovaram a transferéncia in vitro de resisténcia a
ampicilina entre amostras ambientais resistentes e sensiveis. Mais de 90% de todos
os isolados foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano.

Segundo Franco (2006), as aves podem contaminar-se de trés maneiras
diferentes, através dos pais e avds (transmissdo vertical), pelo contato com
superficies contaminadas, insetos, aves silvestres, roedores etc., e através do
consumo de racdo contaminada (transmisséo horizontal). E concluiu que a maioria
dos sorovares de Salmonella spp. pode ser encontrada no contetdo intestinal das
aves e excretada pelas fezes, podendo contaminar ovos durante a postura e
distribuindo o microrganismo pelo incubatério.

Foram isoladas bactérias da familia Enterobacteriaceae em adultos de A.
diaperinus (cascudinho) e também na cama de frango de granjas avicolas do oeste
do Parana. Nao foram isoladas Salmonella spp. do inseto e nem da cama, e Proteus
vulgaris foi predominante. E. coli foi frequente nas granjas, tanto na cama como nos
insetos, podendo contribuir na disseminacdo da colibacilose em aviarios
(CHERNAKI-LEFFER, 2002).

O Problema é extremamente preocupante, sendo considerado como alerta as
autoridades devido ao surgimento de bactérias comensais resistentes a
antimicrobianos. Um grupo de pesquisadores do projeto ANTRES (Controle do uso e
resisténcia de antimicrobianos utilizados por paises de baixa renda — um estudo de
intervencdo na América Latina), do inglés, ANTRES (Towards Controlling
Antimicrobial Use and Resistance in Low-income Countries—An Intervention Study
in Latin America), identificaram alta taxa de transmissédo de E. coli fecal comensal
em criancas da pré-escola em 2002 na Bolivia e no Peru, resistentes a diversos
antimicrobianos, especialmente farmacos antigos. Em 2005 foi avaliada a evolucao
de farmacos antimicrobianos resistentes nas mesmas areas. O mesmo estudo foi
realizado em 2005 com criancas de idade entre seis e 72 meses de idade, nas
mesmas quatro areas. Ndo houve diferenca significativa entre sexo e idade, entre
criangas nos estudos de 2002 e 2005. Comparando a resisténcia aos
antimicrobianos nos dois anos estudados, ocorreu limitada relevancia epidemiologica
no resultado, porém houve extraordinario aumento na taxa de resisténcia das
fluoroquinolonas e cefalosporinas de espectro expandido. O aumento da resisténcia
a cefalosposrinas de espectro expandido se deve a transmissédo da enzima do tipo

CTX-M determinante de B-lactamase de espectro expandido. Essa taxa de aumento
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de resisténcia tem sido observada em diversas partes do mundo, dificultando o
tratamento infeccioso. Esse tipo de resisténcia de bactérias comensais originadas de
pessoas ndo hospitalizadas tem sido descrito como um fenbmeno emergente.
Embora ndo tenha sido esclarecido claramente o fendbmeno, isso se torna uma
ameaca a saude coletiva nas comunidades e hospitais. O aumento da prevaléncia
de resisténcia das estirpes de E. coli em criancas na pré-escola provavelmente
reflete 0 aumento da exposicéo entre familiares contaminados e a cadeia alimentar,
ou ambos (BARTOLONI et al., 2008).

A transferéncia de bactérias resistentes é muito importante, principalmente
porque sabe-se da existéncia da relagdo intima entre ecossistemas humanos,
suinos, bovinos, aves e cadeias produtivas de alimentos, que deve-se levar em
conta ndo s6 o consumo de alimentos, como também o carater ocupacional dessa
infeccéo (WHITE et al., 2006).

E conhecida a ocorréncia de epidemia de E. coli na Europa e segundo Mangia
(2011) a estirpe STEC (produtora de toxina Shiga) incriminada adquiriu sequéncias
especificas que parecem ser semelhantes as envolvidas na patogénese da colite
hemorragica e sindrome hemolitica urémica. Pesquisadores revelaram ainda que a
bactéria € carreadora de diversos genes codificadores de resisténcia para
antimicrobianos. Diferentemente dos demais patotipos de E. coli, as STEC tem
potencial zoondtico e geralmente 0os animais portadores desses microrganismos Sao
assintoméaticos. As STEC podem ser encontradas no trato gastrointestinal de uma
variedade de animais como, suinos, ovinos, aves e até entre cdes e gatos;
entretanto, os bovinos representam o principal reservatorio. Consequentemente, 0
contato direto ou indireto com amostras fecais desses animais € identificado como a
principal via de transmissédo desses patdégenos. A contaminacdo ambiental de STEC
em terras de pastagens e em aguas de irrigacdo justificariam a deteccdo desses
patbgenos em produtos variados como legumes, verduras e frutas. Neste surto os
pesquisadores com base nos indicios epidemiologicos tém sustentado a hipotese de
gue o consumo de vegetais crus contaminados por STEC seja a origem da infecgao.
Nos relatos mais recentes os brotos de feijao cultivados em uma fazenda de
produtos organicos no norte da Alemanha foram apontados como a provavel fonte
da infeccdo. Uma vez esclarecida a principal fonte de contaminagao alimentar,
esforcos serdo concentrados no sentido de identificar a procedéncia do gado bovino

para a tomada de a¢des mais especificas no controle da infecgéo.
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Segundo Pessanha e Gontijo Filho (2001), foi evidenciada a presenca de
bactérias Gram negativas da familia Enterobacteriaceae resistentes e
multirresistentes em frangos de corte, que eram prevalentes quando das primeiras
coletas de fezes na granja, observando-se pouca variagcado nas suas frequéncias ao
longo do ciclo de criagdo. Neste estudo foi demonstrado que os frangos de corte
podem funcionar como reservatérios de genes de resisténcia a antimicrobianos
importantes em medicina veterinaria e humana, embora a situacdo possa estar mais
relacionada com as condi¢des sanitarias da granja investigada, o uso do promotor
de crescimento na racdo pode contribuir para a prevaléncia de isolados
multirresistentes.

Assim, envolvidos com 0 mecanismo de transmissdo de resisténcia
antimicrobiana, a Escherichia coli € um dos principais patdégenos presentes na
producdo animal e se caracteriza pela alta resisténcia aos agentes antimicrobianos
(COSTA et al., 2009). Ainda segundo os autores, a habilidade deste patdégeno na
transmissdo horizontal da resisténcia aos antimicrobianos decorre de varios
mecanismos geneéticos e possui sérias implicacbes a saude coletiva, e dentre 0s
problemas associados a disseminacdo da resisténcia multipla aos antimicrobianos,
cita-se a contaminacédo dos seres humanos e dos animais por bactérias patogénicas
de dificil controle terapéutico, principalmente por meio dos alimentos e de ambientes
contaminados

Hernandez et al. (2004) verificaram que o problema da resisténcia microbiana
esta aumentando e a perspectiva para o uso de farmacos antimicrobianos no futuro
€ ainda indecisa. Portanto, acdes devem ser tomadas para reduzir esse problema,
como desenvolver pesquisas para a melhor compreensao do mecanismo genético
de resisténcia, e dar continuidade aos estudos para o desenvolvimento de novos
farmacos. A propoésito, nas ultimas décadas o uso de componentes das plantas na
area farmacéutica tem gradualmente aumentado no Brasil, assim, seria a melhor
fonte segundo a OMS para obter-se uma variedade de farmacos.

Bactérias resistentes a antimicrobianos existem naturalmente em qualquer
populacdo e sao selecionadas pelo uso do antimicrobiano, que elimina apenas
aguelas sensiveis. O uso continuado destes compostos seleciona clones resistentes
a varios antimicrobianos, chegando ao ponto em que apenas um antimicrobiano
permanece eficiente, como é o caso de algumas amostras de estafilococos sensiveis

apenas a vancomicina. Estas amostras, por sua vez, poderdo ser selecionadas para
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resisténcia inclusive a este antimicrobiano, deixando as infec¢cdes por aquela
bactéria sem opcéo de tratamento (EMBRAPA AVES E SUINOS, 2005).

No entanto, se a microbiota possui genes de resisténcia e a comunidade
utiliza o farmaco persistentemente, bactérias capazes de sobreviver ao farmaco irdo
emergir e se multiplicar. A administracdo de antimicrobianos afeta as bactérias que
estdo no ambiente, nas pessoas e nos animais. Assim, a resisténcia aos
antimicrobianos que emerge em um lugar ou organismo pode se disseminar de
forma ampla (LEVY, 1999)

Berchieri Junior et al. (1987) confirmaram que os niveis de resisténcia aos
antimicrobianos denotam o efeito nocivo da utilizacdo indiscriminada dos farmacos
antimicrobianos no combate as bactérias patogénicas nas granjas.

Em estudos norte americanos foram mencionados que do total de farmacos
antimicrobianos produzidos, 40% desses s&o utilizados como aditivos na
alimentacdo animal, principalmente em suinos (PETERSEN et al., 2002). Andrade
(2007) estimou que mais de 50% dos antimicrobianos usados como APC sejam
também usados na medicina humana.

A resisténcia bacteriana é um fendmeno bioldgico que vem sendo observado
desde a introducdo dos agentes antimicrobianos nas areas médica e médico-
veterinaria. Entretanto, pesquisadores tém detectado um aumento consideravel na
proporcao de microrganismos resistentes a um ou mais antimicrobianos, mostrando
gue nos ultimos anos o problema vem se agravando com maior rapidez, em
comparacao ao ocorrido em décadas anteriores (PALERMO-NETO et al., 2006b).

Os principais obstaculos no enfrentamento a resisténcia a antimicrobianos
sdo: a indicacdo injustificada de antimicrobianos por médicos no tratamento de
infeccbes respiratérias agudas causadas por virus sincicial respiratério; o nimero
limitado de novos antimicrobianos para tratar infecgcbes bacterianas graves,
particularmente no ambiente hospitalar; o comércio ilegal de antimicrobianos e a
falsificacdo de medicamentos. A auto-medicacdo, muito comum em paises da
América Latina, assim como o uso indiscriminado por médicos, dentistas e
veterinarios, também sao importantes fatores (SOSA, 2006).

Para Levy (1999), a utilizacdo de antimicrobianos em doses baixas como a
utiizada em racdes de aves é a formula perfeita para a selecdo crescente de
bactérias resistentes nas aves tratadas, as quais podem passar 0S microrganismos

resistentes aos profissionais da avicultura ou para as pessoas que preparam e



65

consomem matrizes alimenticias avicolas. Dessa forma, Al-Ghamdi et al. (1999)
concluiram que devam banir o uso de antimicrobianos como promotores de
crescimento e recomendam 0 USO restrito para tratamento infeccioso em aves.

Apenas 10% do total de antimicrobianos produzidos no planeta sdo usados
como APC. Porém, 0 seu uso continuo € que representa um problema por selecionar
constantemente as bactérias com genes de resisténcia, que podem inclusive ser
transferidos para outras bactérias nos animais, e, mesmo que pese a controvérsia,
as bactérias do trato digestivo humano. Ha evidéncias de que o uso de APC em
animais acarretam a selecdo de genes que passam a microbiota humana. Também
existem, entretanto, problemas inerentes ao método cientifico que colaboram com a
controvérsia. Mesmo que duas amostras de bactérias, isoladas de um frango e de
um consumidor, tenham o mesmo perfil de resisténcia a antimicrobianos e se
comportem de maneira semelhante em véarias analises de laboratorio, sempre
restara a possibilidade de que tenham tido origens diferentes. Um problema mais
sério, para quem vive da producdo, € que nao ha davidas que o uso de APC
acarreta resisténcia na microbiota do préprio animal (EMBRAPA AVES E SUINOS,
2005).

Palermo-Neto (2006a) apresentou em conferéncia a avaliagdo de risco no
desenvolvimento da resisténcia aos antimicrobianos em Medicina Veterinaria. O
especialista defendeu que o uso desses farmacos em animais pode nao representar
a Unica fonte de risco e que a proibicdo de seu uso nem sempre € a melhor solucéo.
O autor ainda relatou que houve o banimento do uso de antimicrobianos para fins
preventivos e aditivos em animais na Dinamarca, onde a Organizagdo Mundial de
Saude avaliou as consequéncias dessa proibicdo e constatou que o uso para fins
terapéuticos aumentou.

Contrapondo-se a este perigo é recomendavel o emprego de antimicrobianos
nao utilizados em medicina humana, ainda que alguns antimicrobianos sejam para
ambas as finalidades, como a clortetraciclina e a oxitetraciclina (FUKUDA, 2001,
PARDI et al.; 2001).

A ocorréncia de bactérias resistentes a antimicrobianos em alimentos de
origem animal é a maior ameaca a saude coletiva. Informacdes sobre a prevaléncia
de resisténcia para farmacos especificos em bactérias e espécies animais,
juntamente com mudancas ocorridas durante o tempo, Sdo necessarias para

entender a magnitude dos problemas e estabelecer principios para a tomada de



66

acoes (CAPRIOLI et al., 2000). Segundo os autores existem diversas razdes para
monitoramento do farmaco resistente, onde uma é para obtencdo de dados que
ajudariam os médicos a escolher o farmaco correto para o paciente, a outra razao
objetiva 0 aspecto da saude coletiva para protecdo dos consumidores frente aos
microrganismos resistentes aos farmacos.

Numerosas organizagbes governamentais e n&o-governamentais tem
discutido em detalhes a questdo da resisténcia bacteriana com especialistas e
empresas interessadas. A conclusdo do resultado dessas conferéncias € que 0s
farmacos antimicrobianos e o desenvolvimento de resisténcia em humanos e
animais sao inter-relacionados e métodos devem ser estabelecidos para monitorar a
resisténcia antimicrobiana em bactérias patogénicas e comensais de origem animal
(CAPRIOLI et al., 2000).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria trabalha na ampliacdo
das acdes de monitoramento desenvolvidas pelo Programa Nacional de
Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango - PREBAF.
NO PREBAF (Fase Il) ha pretensédo de desenvolver e implantar metodologias nos
laboratérios de salde publica para respaldar a base cientifica em analises de
prevaléncia e de perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos de quatro
microrganismos em carne de frango comercializada no Brasil. Além da Salmonella
spp, Enterococcus spp. ja analisadas no PREBAF (Fase |), o novo programa ira
monitorar a Listeria monocytogenes e a Campylobacter spp. (ANVISA, 2009).

Outra forma de monitoramento da utilizacdo de antimicrobianos no pais foi
implementada pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) através da
Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC N° 20 de 5 de maio de 2011, onde foi
publicada norma quanto aos procedimentos relativos a dispensacdo e controle de
medicamentos a base de substancias classificadas como antimicrobianos, de uso
sob prescricdo médica, isoladas ou em associacao (BRASIL, 2011a).

A industria farmacéutica levou 30 anos para produzir quatro novas classes de
antimicrobianos para a resisténcia de bactérias a infeccées (SOSA, 2006), e a partir
de entdo nenhuma nova classe foi descoberta, tendo as existentes representantes
sendo usados tanto em animais como em humanos (EMBRAPA AVES E SUINOS,
2005). Segundo Sosa (2006), se o uso desses farmacos nédo for controlado, as
bactérias criardo resisténcia a esses novos antimicrobianos e as consequéncias para

a populacdo serdo numerosas, onde tratamentos poderdo se tornar ineficazes e
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aumentara a morbidade e mortalidade de certas doencas; o custo de tratamentos

sera elevado e o custo do sofrimento humano também crescera.

2.5.3 Resisténcia bacteriana aos Nitrofuranos

Através do baixo custo e efeito eficaz contra uma série de bactérias
patogénicas, como a Escherichia coli e Salmonella spp., os nitrofuranos foram muito
administrados como profilatico, terapéutico e como aditivo zootécnico antibacteriano
e antiprotozoario em aves e suinos (BARBOSA et al., 2007; GOTTSCHALL; WANG,
1995; McCRACKEN et al.; 1995; MOTTIER et al., 2005; PRICE, 2009).

Segundo Palermo-Neto et al. (2005) os mecanismos de agdo pelos quais
agem o0s quimioterapicos sao interferéncia em vias metabdlicas da célula do
microrganismo (inibicdo de enzima) e inibicdo da sintese ou dano no DNA
bacteriano. Como exemplos de quimioterapicos que inibem a sintese de DNA tém-se
as quinolonas (inibicdo da enzima DNA girase) e as quinoxalinas, enquanto 0s
derivados nitrofuranicos e o metronidazol acredita-se que promovam dano no DNA
bacteriano.

O uso de antimicrobianos na Medicina Veterinaria contribuiu para o rapido
aumento da prevaléncia de microrganismos resistentes aos antimicrobianos em
humanos. De fato, muitos dos antigos antimicrobianos tornaram-se ineficazes (Price,
2009).

Os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos sdo desenvolvidos em
funcdo do agente utilizado contra o microrganismo, dessa forma, em E. coli pode-se
ter uma ampla variedade de mecanismos de resisténcia, visto que antimicrobianos
de diversas classes sao utilizados no tratamento das enfermidades por ela
determinadas (PALERMO-NETO, et al.,, 2005). Os autores revelaram que os
principais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos desenvolvidos pelas
bactérias englobam a inativacdo enzimatica, alteracdo do seu alvo celular e reducéo
do nivel intracelular do antimicrobiano.

A resisténcia bacteriana aos nitrofuranos se desenvolve, porém nao na
mesma magnitude observada com os outros farmacos antiinfecciosos (JONES et al.,
1983). Segundo o0 mesmo autor, os nitrofuranos tém a vantagem de provocar
resisténcia bacteriana in vivo lentamente e em grau limitado, e embora os

nitrofuranos possam inibir um processo enzimatico oxidativo, 0 mecanismo exato de
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sua acao é desconhecido. Aparentemente, a atividade bacteriostatica resulta de uma
inibicao reversivel de enzimas que participam na degradacao do piruvato.

Sweeney et al. (1994) relataram que o uso de farmacos nitroheterociclicos
aumentaram em resposta a resisténcia a outros antimicrobianos que comumente
eram usados, que tem por sua vez resultado em farmacos resistentes a um namero
de farmacos nitroheterociclicos. No entanto, para o OPH (2010), a resisténcia de
genes mutantes sao raros e 0 surgimento de resisténcia aos nitrofuranos geralmente
sao lentos, e podem apresentar resisténcia cruzada com outros nitrofuranos, mas
resisténcia cruzada com outros antimicrobianos néo ocorre.

Para Race et al. (2005), as enzimas responsaveis pela ativacdo da
nitrofurazona e da nitrofurantoina em E. coli sdo tipo 1 oxygen-insensitive
nitroreductases, codificada pelos genes nfsA e a nfnB respectivamente. O primeiro
passo para resisténcia a nitrofurazona € a mutacdo do nfsA. Essas mutacles
conservam 40% de sensibilidade a nitrofurazona, no entanto, na falta dos dois genes
mutantes séo resistentes a nitrofurazona, sendo visto como um importante papel do
gene nfsB na ativacao da nitrofurazona.

A furazolidona e o metronidazol sdo compostos classificados como
nitroheterociclicos ou nitroaromaticos e possuem mecanismos de acdo similares. O
metronidazol foi muito usado como componente de terapias contra Helicobacter
pylori em humanos, no entanto, o metronidazol é um composto mutagénico e a
resisténcia a esse antimicrobiano € muito comum. Isso estimulou o interesse em
antimicrobianos que tivessem resisténcia incomum para H. pylori. No Brasil, onde o
indice de resisténcia para metronidazol foi determinado em 42%, a furazolidona
passou a ser usada nas terapias de erradicacdo (BENVENGO, 2005; TOWNSON et
al., 1994).

A bactéria Helicobacter pylori é geralmente sensivel a furazolidona e
nitrofurantoina, no entanto, alguns isolados vem sendo caracterizados pela mais alta
concentracéo inibitéria minima. O mecanismo desta resisténcia é desconhecido, e 0s
determinantes de resisténcia do metronidazol difere dos nitrofuranos (OPH, 2010).

O mecanismo de resisténcia da H. pylori ao metronidazol foi relacionado com
alteracdes nos genes NAD(P)H nitroredutase oxigénio insensivel (rdxA) e NAD(P)H
flavina-oxidorredutase(frxA) produtores de nitroredutases que reduzem o
metronidazol gerando produtos intermediarios os quais tem acao toxica. Devido a

algumas linhagens apresentarem resisténcia simultinea para metronidazol e



69

furazolidona foi sugerido que os mecanismos de resisténcia para esses farmacos
poderiam ser os mesmos. Entretanto, linhagens construidas em laboratério com os
genes rdxA e frxA inativados ndo apresentaram resisténcia a furazolidona. Nesse
estudo foi utilizado o método de transformacé&o natural, feitos com os produtos de
PCR dos genes rdxA e frxA de oito amostras brasileiras resistentes simultaneamente
aos dois antimicrobianos para verificar o envolvimento dos genes rdxA e fdxA com a
resisténcia ao metronidazol e a furazolidona. Das oito amostras utilizadas foram
obtidos seis transformantes de diferentes produtos de PCR do gene rdxA,
resistentes ao metronidazol. Ndo foram obtidos transformantes com o gene frxA
resistentes ao metronidazol, nem transformantes resistentes a furazolidona com
nenhum dos dois genes. Foi concluido que a resisténcia ao metronidazol esta
relacionada ao gene rdxA , mas nédo ao frxA, e que o gene rdxA influencia a
concentragdo inibitéria  minima de furazolidona, mas ndo confere resisténcia
(BENVENGO, 2005).

Algumas enterobactérias também tem sido resistentes aos nitrofuranos.
Estirpes foram isoladas de carcacas de frango de diferentes fornecedores e
provenientes de diversos Estados no Brasil. Para o teste de sensibilidade foram
utilizados antimicrobianos de uso humano e veterinario, incluida a nitrofurazona. Os
indices de resisténcia, simples ou multipla aos farmacos, foram 75,6%, 29,7% e
20,3%, respectivamente para Enterococcus spp., E. coli e Salmonella spp. Em
relacdo a nitrofurazona, a Salmonella spp. ndo foi resistente, no entanto, E. coli foi
resistente num percentual de 8,6% e Enterococcus spp. com resisténcia de 93%. No
teste observou-se elevado indice de resisténcia aos farmacos entre as bactérias
examinadas, tanto para os de uso humano como os de uso veterinario e, também,
as usadas como promotores de crescimento em racdes (VESSONI, 2003).

Segundo Vessoni (2003) as carcacas de frangos podem funcionar como
veiculo de bactérias patogénicas ao homem, e as infec¢gdes humanas tém tornado
frequentes a partir desta via e sua gravidade estreitamente relacionada com seu
perfil de resisténcia aos farmacos.

Dentro do ecossistema aquicola, Costa et al. (2008) delinearam o perfil de
sensibilidade dos agentes bacterianos causadores de enfermidades em peixes,
isolaram de Rhamdia quelen (Jundid), 51 estirpes de dos géneros Acinetobacter
spp., Aeromonas spp., Edwardsiella spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp.,

Plesiomonas spp., Pseudomonas spp., Staphylococcus spp. e Vibrio spp. Estes
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foram testados frente aos antimicrobianos utilizados no tratamento de enfermidades
em peixes Dos 51 isolados bacterianos obtidos, 51 (100%) foram sensiveis a
gentamicina, 49 (96,08%) ao sulfazotrim, 47 (92,16%) ao cloranfenicol, 43 (84,31%)
a tetraciclina, 43 (84,31%) ao acido nalidixico, 31 (60,78%) a nitrofurantoina, 22
(43,14%) a eritromicina, 22 (43,14%) a ampicilina, 14 (29,41%) a espiramicina, 13
(25,50%) a colistina e 5 (3%) foram sensiveis a penicilina G. Com excecdo de um
isolado do género Staphylococcus spp., as bactérias analisadas no estudo foram
resistentes a um ou mais agentes antimicrobianos testados. Conhecendo esse perfil
de sensibilidade, técnicos poderdo adotar uma antimicrobianoterapia racional que
contribuira para o controle das enfermidades, sem causar grandes riscos a saude
publica e ao meio ambiente.

Cox et al. (1996) com objetivo de investigar a sensibilidade a nitrofurantoina e
furazolidona de isolados de Salmonella Enteritidis, particularmente PT4 em carne de
frango, compararam com isolados Britanicos, permitindo uma maior especulagao nas
relacdes entre resisténcia aos nitrofuranos e colonizacdo em aves. Dos isolados em
carne de frango na Gra Bretanha, 95% foram resistentes a nitrorufantoina, e num
outro estudo 97% dos PT4 isolados em fezes humanas foram também resistentes a
nitrofurantoina, além disso, muitos dos isolados possuiam resisténcia cruzada a
furazolidona. Foi determinada a sensibilidade de isolados australianos, 66 e 62
isolados de Salmonella enteritidis a nitrofurantoina e furazolidona, respectivamente.
A maioria dos isolados australianos foi sensivel a ambos, porém, a resisténcia
cruzada foi baixa em todos os isolados, mais alta entre o sub-grupo dos fago tipo 4
(PT4). A sensibilidade entre isolados australianos de Salmonella Enteritidis é de
certa forma, fundamentada ao argumento que os nitrofuranos podem ter
desempenhado um papel na selecdo e reforcado a colonizacdo de aves por
Salmonella Enteritidis na Gra Bretanha, pois na Australia, antimicrobianos ndo sao
utilizados na producéo animal.

Akinbowale et al. (2006) efetuaram avaliacdes preliminares de ocorréncias de
bactérias resistentes a antimicrobianos isolados de uma variedade de espécies da
aquicultura (peixes, crustaceos) de diferentes regides da Australia. Apés o teste de
sensibilidade frente a 19 antimicrobianos, multipla resisténcia foi observada e 74,4%
dos isolados resistentes, tiveram entre um e dez plasmidios, alcangando dimensfes

com 2-51 Kbp. Na Australia nenhum antimicrobiano € autorizado para utilizacdo na
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aquicultura, mas esses resultados levam a interpretacdo de que os antimicrobinos

tém sido utilizados mesmo n&o sendo permitidos.

2.6 LEGISLACAO: BANIMENTO DOS NITROFURANOS

O amplo uso de Antimicrobianos Promotores de Crescimento (APC) e as
implicacdes na saude coletiva resultaram na criagdo pelo Conselho de Ministros da
Inglaterra, da Comissdo Mista sobre o Uso de Antibidticos na Criagdo Animal e
Medicina Veterinaria “Joint Committee on the Use of Antibiotics in Animal Husbandry
and Veterinary Medicine”, sobre a presidéncia do Professor M.M. Swann. Os
membros desta comissdo publicaram relatorio em Novembro de 1969, que ficou
conhecido internacionalmente como o Relatério Swann e fixou as primeiras regras
sobre o0 uso de APC (ANDRADE, 2007).

O primeiro questionamento envolvendo APC surgiu ainda em 1969 devido ao
aumento na ocorréncia de amostras de Salmonella Typhimurium resistentes a varios
antimicrobianos. O Relatério Swann foi apresentado por cientistas ao Parlamento
Inglés recomendando que farmacos como as tetraciclinas e as penicilinas, Gteis para
tratamentos em humanos, fossem banidas como APC (EMBRAPA AVES E SUINOS,
2005; KASZANYITZKY, 2007).

O uso de tetraciclinas e penicilinas como APC foi banido em vérios paises da
Europa entre 1972 e 1974, porém continua permitido nos Estados Unidos e outros
paises. Na década de 1980, a ocorréncia de amostras de bactérias multirresistentes
em geral foi alarmante, levando a Suécia a banir voluntariamente de forma inovadora
os APC em 1986. Esta atitude foi pioneira no uso de principio de precaucéao, do qual
a Comunidade Europeia tem se valido mais que os Estados Unidos, em geral
adeptos de tomadas de atitudes frente a conclusfes definitivas (EMBRAPA AVES E
SUINOS, 2005). No ano de 1993, o comité da JECFA “Joint Expert Committee on
Food Additives” publicou relatério que descrevia sobre residuos de farmacos
veterinarios em alimentos, levando em consideracéo a nitrofurazona e furazolidona,
revelando a impossibilidade de determinar Ingestdo Diaria Admissivel (IDA) e um
Limite Maximo de Residuo (LMR) para esses farmacos.

O uso de todos os nitrofuranos, com excecdo da furazolidona foi proibido na
UE em 1993, devido a preocupagcbes com a carcinogenicidade destes produtos,
sendo dois anos ap6s a proibicdo estendida a furazolidona (KENNEDY, 2003).

Portanto, a partir de estudos de alteragcbes cromossdmicas e neoplasicas destes
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compostos (DELATOUR, et al., 2003), a classe dos nitrofuranos passou a fazer parte
do Anexo IV do Regulamento 2377/90/EC, onde séo incluidas substancias as quais
nao pode ser designado um Limite Maximo de Residuo (LMR) a ser utilizado na
alimentacdo animal (UNIAO EUROPEIA, 1990).

Em 1997 novos itens foram adicionados a diretiva 70/524 EEC, e varios
aditivos foram proibidos (EC diretiva 97/6/EG e a Comissdao de Regulacdo EC
2821/98) na Comunidade Europeia (KASZANYITZKY, 2007).

Em 1999 a Comunidade Europeia baniu o uso de tilosina, virgianamicina,
espiramicina e bacitracina de zinco como APC. Esta atitude foi parte de um plano
para o banimento total do uso de APC em 2006 (EMBRAPA AVES E SUINOS,
2005).

Em janeiro de 2000 a Comunidade Europeia fez a recomendacdo para
continuar retirando e proibindo o uso de antimicrobianos como promotores de
crescimento (KASZANYITZKY, 2007). Ainda no ano de 2000, a Organiza¢gdo Mundial
da Saude (OMS) recomendou que classes de antimicrobianos usados em humanos
como terapia ndo devam ser usados como APC, permeando uma fronteira entre a
postura europeia, de precaucao, e a norte-americana, de liberagdo, enquanto uma
concluséo definitiva ndo seja obtida (EMBRAPA AVES E SUINOS, 2005).

No Brasil o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA),
regulamentou a Portaria n°® 448 de 10/09/1998, que proibiu a fabricacdo, a
importacdo, a comercializacdo e o emprego de preparacdes farmacéuticas de uso
veterinario, de racfes e de aditivos alimentares contendo cloranfenicol, furazolidona
e nitrofurazona, em animais cujos produtos fossem destinados a alimentacdo
humana. No entanto, ainda permitia o uso dessas substancias em animais de
companhia, peixes ornamentais e de todas as demais espécies cujos produtos nao
se destinassem ao consumo humano (BRASIL, 1998).

Em 2002 a Portaria n° 448 de 10/09/1998 foi revogada pela Instrucao
Normativa n°® 38 de 08/05/2002, a qual, além de proibir a fabricacdo, a importacdo e
a comercializagcédo de cloranfenicol, de nitrofuranos e de produtos que contivessem
esses principios ativos, para uso em preparacao de insumos utilizados na pecuaria
nacional, suspendeu também os registros aos insumos pecuarios que continham
essas substancias, estabelecendo um prazo de 90 dias para que os mesmos fossem
retirados da comercializacéo, podendo haver substituicdo do principio ativo por outro

de acdo semelhante (BRASIL, 2002). Em 2003 revogou-se essa ultima e publicou-se
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a Instrucdo Normativa n® 9 de 27/06/2003, estendendo a proibicdo para a
alimentacdo de todos os animais e insetos, ndo somente referente a pecuaria
nacional (BRASIL, 2003).

No inicio de 2002 foram encontrados resultados positivos em uma ampla
escala de aves e produtos da aquacultura em um espectro muito grande de paises,
inclusive a Tailandia e o Brasil. Naquele momento mais de 60% de camardes
tailandeses testados na UE continham residuos de nitrofuranos, 10% de amostras
de aves/patos tailandeses também continham residuos, e as aves brasileiras cerca
de 20%. Assim, em 2002 a Comisséo Europeia baixou uma medida preventiva para
a Tailandia e para o Brasil, onde exigiram para todos os Estados Membros da UE
gue detivesse cada lote de aves, camarbes tailandeses e frangos brasileiros no
Porto de Inspecado de Fronteira. Dependendo do resultado dos testes a carga seria
permitida na cadeia alimenticia ou seria destruida. Em ambos os paises a taxa de
violagdo caiu dramaticamente, porém, ainda estdo sendo encontrados metabdlitos
de nitrofuranos em produtos de aquacultura e avicolas da Tailandia e do Brasil. O
desenvolvimento de novos métodos analiticos para detectar os residuos ligados dos
nitrofuranos, revelou o difundido uso indevido destes compostos através do Sul e
Sudeste da Asia, Brasil e Portugal. A probabilidade de uso indevido destes produtos
é fortalecida porque eles sdo baratos, efetivos e até recentemente dificeis de
detectar (KENNEDY, 2003).

Foi realizado em Bangcoc, na Tailandia o workshop sobre residuos
veterinarios, conjuntamente pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e pelo
Fundo das NacOes Unidas para Agricultura e Alimentacédo, do inglés “Food and
Agriculture Organization of the United Nations” (FAO), que objetivou proporcionar as
duas entidades e ao Codex Alimentarius os primeiros indicadores dos reais efeitos
da deteccdo, no comércio internacional de alimentos, de residuos significativos de
cloranfenicol e nitrofuranos em produtos de origem animal. Os participantes do
encontro foram incumbidos de identificar os problemas cientificos, técnicos e
regulatérios relacionados a deteccdo de residuos de medicamentos veterinarios em
alimentos, além de sugerir 0os proximos passos a serem adotados pelas entidades de
segurancga alimentar (AVISITE, 2004).

No Brasil, para se controlar os residuos de substancias de uso na
agropecuaria, bem como de poluentes ambientais em produtos de origem animal,

criou-se a Portaria n° 86/79 (BRASIL, 1979) o Programa Nacional de Controle de
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Residuos Bioldgicos em Carnes (PNCRBC) do Ministério da Agricultura. A Portaria
n° 86 foi revogada em 1986 pela Portaria n° 51 (BRASIL, 1986), instituindo o Plano
Nacional de Controle de Residuos em Produtos de Origem Animal (PNCR), e
adequada mais tarde pela Portaria n° 527/95 (BRASIL, 1995). Em 1999, o PNCR foi
nomeado para Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminates (PNCRC)
através da IN n° 42 (BRASIL, 1999).

Em relatorio da pendltima visita da missdo europeia ao Brasil, em 2005, para
avaliacdo do controle de residuos e contaminantes em animais vivos e produtos
animais, no que diz respeito aos nitrofuranos, o Unico relato foi a ndo aprovacao pela
Unido Europeia de um plano de residuos em ovos, apesar da exportacdo. No
entanto, na Coordenacdo de Controle de Residuos e Contaminantes (CCRC) da
Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA) foi esclarecida que a testagem de
nitrofuranos e cloranfenicol em ovos foi iniciada no final de 2005 e o escopo de
substancias monitoradas seriam ampliadas em 2006 (SPISSO, 2009).

Segundo o Sistema de Alerta Rapido para os Géneros Alimenticios e
Alimentos para Animais, do inglés “Rapid Alert System for Food and Feed” (RASFF)
em 2009, a maioria das notificacdes apresentadas sobre residuos de farmacos
veterinarios era de metabdlitos de nitrofuranos em crustaceos, no entanto, houve
notificacdes de pescados, mel, carne de frango e outras carnes. Para outros tipos de
residuos veterinarios houve uma diminuicdo, porém, para nitrofuranos, houve um
significativo aumento, e os paises envolvidos nessas ocorréncias sdo Bangladesh,
india e Sri lanka.

Em 2010, a maioria das notificacdes foi de ivermectina em carnes e produtos
carneos, no entanto, houve um significativo aumento de notificacdes em crustaceos
(RASFF 2010). No Brasil, das 19.235 amostras coletadas em produtos de origem
animal (carnes bovina, suina, equina e de aves, leite, ovos, mel e pescado), apenas
32 apresentaram irregularidades. O resultado indica que 99,83% dos produtos estao
dentro dos padrdes estabelecidos pelo Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC) da area animal. O indice é semelhante ao registrado em
2009, de 99,82%. Nas amostras que apresentaram irregularidades, os principais
problemas encontrados foram, a detec¢do de residuos de vermifugo na espécie
bovina e equina e de contaminantes inorganicos (cadmio e arsénio) em bovinos,
suinos e equinos (AVISITE, 2011).



3 DESENVOLVIMENTO

Os trabalhos a seguir estao formatados conforme as normas das revistas nas

quais serdo publicados.

3.1 IDENTIFICACAO DE Enterobacteriaceae DA MICROBIOTA INTESTINAL DE
FRANGOS DE CORTE SUBMETIDOS A DIETA COM NITROFURANOS.
(TRABALHO ACEITO PARA PUBLICACAO NA REVISTA BRASILEIRA DE
CIENCIA VETERINARIA)

Identificacdo de Enterobacteriaceae da microbiota intestinal de

frangos de corte submetidos a dieta com nitrofuranos

Enterobacteriaceae identification of the broiler intestinal

microbiota submitted to nitrofurans diet

Carla Inés Soares Praxedes, Nathalia Oliveira Cavalcanti Zuniga, Paula Aparecida

Martins Borges Bastos, Robson Maia Franco, Sérgio Borges Mano

RESUMO: Objetivou-se neste trabalho identificar Enterobacteriaceae da microbiota
intestinal de frangos de corte que foram submetidos a quatro tratamentos diferentes com

nitrofuranos, do 15° ao 23° dia de vida. Foram coletadas, por via cloacal, amostras fecais
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através de suabes estéreis de 52 aves da linhagem Cobb, em seguida transportados em meio
Cary-blair para isolamento e identificacdo dos géneros e espécies atraves das provas
bacterioldgicas convencionais e, atraves dos sistemas Bactray | e Il. Os géneros e espécies
isolados nos tratamentos com nitrofuranos e no controle foram: Citrobacter spp., Escherichia
coli, Escherichia fergusonii, Escherichia Hermannii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter
aminigenus, Enterobacter cloacae, Enterobacter sakazakii, Hafnia alvei, Klebsiella oxytoca,
Klebsiella ozaenae, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Proteus spp e
Pseudomonas luteola. De todos os tratamentos, o maior percentual de Escherichia coli
isoladas ocorreu no grupo controle, sendo este também o que apresentou menor diversidade
de microrganismos, com apenas dois géneros identificados. O uso de antimicrobianos na
racdo nos demais tratamentos pode ser uma explicacdo para o desequilibrio da microbiota
normal do intestino, resultando em um aumento populacional de outras enterobacteriaceas.

Palavras-chave: antimicrobianos, enterobactérias, isolamento

SUMMARY: The objective of this study was to identify Enterobacteriaceae of the broiler
intestinal microbiota submitted to four different treatments involving nitrofurans, from the
15th to the 23th day of life. Fecal samples, from the chickens' sewers, were collected through
sterilized swabs from 52 chickens of the Cobb strain, afterwards taken into Cary-blair method
to isolation, and identification of genus and species through the conventional bacteriological
tests and Bactray I/11 systems. The genera and species isolated in nitrofurans treatments and in
the control were: Citrobacter spp., Escherichia coli, Escherichia fergusonii, Escherichia
Hermannii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter aminigenus, Enterobacter cloacae,
Enterobacter sakazakii, Hafnia alvei, Klebsiella oxytoca, Klebsiella ozaenae, Klebsiella
pneumoniae, Morganella morganii, Proteus spp e Pseudomonas luteola. Of all treatments,

the highest percentage of isolated Escherichia coli occurred in the control group, being the
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latter the one which presented the lowest microorganism diversity — only two genera were
identified. The use of antibiotics in the feed on other treatments can be an explanation the
imbalance of the common tract microbiota, resulting in a population growth of other
Enterobacteriaceae.

Keywords: antimicrobial, enterobacteria, isolation

INTRODUCAO

Durante o desenvolvimento embrionario do pinto ndo ha qualquer microbiota natural
intestinal, que se forma a partir da ingestdo de microrganismos durante o processo de
nascimento, aumentando nas primeiras semanas de vida até se tornar uma populacdo
predominantemente de bactérias anaerdbicas. Alguns géneros e espécies bacterianas que
colonizam inicialmente o trato intestinal, geralmente persistem ao longo de toda a vida das
aves, passando a compor a microbiota intestinal residente (Furlan et al., 2004; Palermo-Neto
et al., 2005). Apajalahti et al. (2004) utilizando técnicas que caracterizam o DNA microbiano
extraidos de colénias do trato gastrointestinal mostraram que 90% das bactérias encontradas
sdo de espécies desconhecidas.

Neste contexto, o estudo da microbiota instestinal tem sido motivo de diversas
investigagBes cientificas, principalmente pelo relacionamento que se estabelece entre o
hospedeiro e os organismos que sé&o albergados (Silva et al., 2004). Estudos recentes apontam
para 0 aumento consideravel na propor¢do de microrganismos resistentes e multirresistentes,
agravando-se com maior rapidez comparando com décadas anteriores (Hernandez et al. 2004;
Palermo-Neto et al., 2005)

Seres humanos e animais podem se contaminar por bactérias patogénicas de dificil
controle terapéutico, a partir de alimentos e ambientes contaminados (Costa et al., 2009),

advindos principalmente do uso do promotor de crescimento na racdo (Pessanha e Gontijo
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Filho, 2001). Os nitrofuranos pela sua eficacia e baixo custo foram muito utilizados como
profilatico em coccidioses e salmoneloses, terapéutico nas infecgdes por E. coli, Salmonella
spp., Mycoplasma gallisepticum e enterites inespecificas e como aditivo zootécnico
antibacteriano e antiprotozoario em aves e suinos (Magalhdes et al., 1985; Mottier et al.,
2005; Barbosa et al., 2007; Price, 2009).

Desde 1990, esta proibido na Unido Europeia 0 uso destes compostos na criacdo de
animais de producdo (Unido Europeia, 1990) e no Brasil através da Instrucdo Normativa n° 9
de 27 de Junho de 2003 do Ministério da Agricultura (Brasil, 2003a). Entretanto, tém sido
utilizados de forma ilegal, constatados em produtos de origem animal no Sul e Sudeste da
Asia, Brasil e Portugal (Kennedy (2003) e mais recentemente Bangladesh, india e Sri lanka
(Rasff, 2009).

Neste sentido, objetivou-se no presente trabalho avaliar a ocorréncia de
enterobacteriaceas da microbiota intestinal de frangos de corte submetidos a dieta com

nitrofuranos.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Instituto Federal Fluminense, através de um
acordo tripartite interinstitucional feito em 2008, denominado “Acordo de Cooperagdo
Académica e Intercambio Técnico, Cientifico e Cultural” entre o Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), a Faculdade de Veterinaria da Universidade
Federal Fluminense (UFF) e o Instituto Federal Fluminense (IFF) campus Bom Jesus, naquele
ano denominado Colégio Agricola lldefonso Bastos Borges vinculado a Universidade Federal

Fluminense (UFF).
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O experimento de campo foi realizado em galpao experimental do campus Bom Jesus,
sendo adquiridos 275 pintos de um dia (machos e fémeas) da linhagem Cobb, provenientes do
incubatdrio da empresa Globoaves da cidade de Formiga, Minas Gerais.

Os animais foram separados em cinco grupos de 55 animais (clinicamente sadios) e
criados em condi¢fes experimentais, feita da forma mais proxima possivel de uma criacao
comercial, mimetizando o manejo de um avicultor. No manejo de criacdo as aves receberam
durante os primeiros catorze dias de vida racdo de fase inicial (milho, soja e nucleo de fase
inicial) e &gua potavel a vontade provida em bebedouros pendulares durante todo
experimento. No décimo quinto iniciou-se o tratamento com as racGes medicadas contendo
dosagens terapéuticas de acordo com Zuidema et al. (2004) e McCracken et al. (2005), por
nove dias consecutivos.

Para a racdo medicada no tratamento um contendo 185 mg/kg de furazolidona (FZD),
foram homogeneizados 3,7 g de furazolidona da SIGMA-ALDRICH (St. Louis, MO, USA)
em 1,0 kg de racdo de milho e soja adicionada de nicleo em saco plastico fechado. Apés a
homogeneizacdo foram adicionados mais 19 kg de ragdo, completando 20 kg de alimento
medicado, sendo feita a homogeneizacdo do total. Para a racdo medicada do tratamento dois
contendo 202 mg/kg de furaltadona (FTD), foram homogeneizados 4,04 g de furaltadona da
SIGMA-ALDRICH (St. Louis, MO, USA) conforme descrito para a furazolidona. Para a
racio medicada do tratamento trés contendo 300 mg/kg de nitrofurantoina, foram
homogeneizados 6,0 g de nitrofurantoina (NFT) da SIGMA-ALDRICH (St. Louis, MO,
USA) da mesma forma como descrito para a furazolidona. Para a racdo medicada do
tratamento quatro contendo 300 mg/kg de nitrofurazona, foram homogeneizados 6,0 g de
nitrofurazona (NFZ) da SIGMA-ALDRICH (St. Louis, MO, USA) em conformidade com o
descrito para a furazolidona. No tratamento cinco, designado ao grupo controle, os animais

continuaram recebendo a racdo de fase inicial, porém sem a adi¢do de antimicrobiano.
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Apls o0s noves dias de tratamento, restituiu-se a criacdo normal, retornando a
alimentacdo com racdo comercial de fase de crescimento, que foi administrada até os 42 dias
de vida, quando houve a substitui¢do por racdo de fase de finalizacdo, administrada até os 51
dias de vida.

Procedeu-se seis abates de grupos de animais de todos os tratamentos entre o 23° dia
de vida ao 51° dia, com objetivo de coletar amostras para futuro estudo de metabolizacédo e
distribuicdo de residuos de nitrofuranos por pesquisadores da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (Zuniga, 2010). No 51° dia de vida, no momento anterior ao abate, foi realizada a
coleta de amostra atraves de suabe cloacal do Gltimo grupo de aves (52 aves) para posterior
identificacdo bacteriana.

As 52 amostras fecais (suabes) foram distribuidas da seguinte forma: nove suabes do
tratamento um contendo furazolidona, 11 suabes do tratamento dois contendo furaltadona, 11
suabes do tratamento trés contendo nitrofurantoina, 12 suabes do tratamento quatro contendo
nitrofurazona e nove suabes do tratamento cinco, denominado controle. Apds, os suabes
foram acondicionados em tubos de ensaio esterilizados contendo o meio Cary-blair (meio de
transporte) da marca STERILE e enviados para o Laboratério de Microbiologia do campus
Bom Jesus. Cada ave (frango) foi representada por um suabe (amostra fecal).

As amostras mantidas em meio Cary-blair foram analisadas para deteccdo de
Enterobacteriaceae de acordo com a metodologia descrita pela Instru¢cdo Normativa SDA N°
62 de 26 de agosto de 2003, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Brasil,
2003b) para as fases de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo, isolamento e
identificacdo bioguimica de triagem.

Todas as col6nias foram submetidas a analises bioquimicas especificas através do

sistema Bactray | e Il para identificacdo de Enterobacteriaceae.
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Os resultados foram expressos em percentuais de ocorréncia dos microrganismos

encontrados em cada tratamento e no grupo controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados 142 isolados das 52 amostras pesquisadas.

Na TABELA 1 estdo apresentadas todas as enterobactérias identificadas no sexto e ultimo

abate de frangos (51° dia de criacdo), separadas de acordo com o tratamento dos nitrofuranos

e 0 grupo controle.

TABELA 1: Microrganismos isolados a partir de suabes cloacais de frangos de corte
com 51 dias de idade submetidos a dieta com nitrofuranos

FZD FTD NFT NFZ  CONTROLE
Citrobacter spp. 3%
Escherichia coli 2% 47% 57% 33% 76%
Escherichia fergusoni 4% 6%
Escherichia hermannii 3%
Enterobacter aerogenes 4%
Enterobacter aminigenus 3%
Enterobacter cloacae 7% 3%
Enterobacter sakazakii 3% 3% 3%
Hafnia alvei 4% 6% 3%
Klebsiella oxytoca 4% 3% 7%
Klebsiella ozaenae 12% 22% 13% 20%
Klebsiella pneumoniae 10% 3% 23% 4%
Morganella morganii 7%
Proteus spp. 10%
Pseudomonas luteola 9% 13%

FzZD = Furazolidona; FTD = Furaltadona; NFT =
Controle = Sem medicacéo

Nitrofurantoina; NFZ = Nitrofurazona;
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O género Salmonella ndo foi identificado em nenhum dos isolados, o que pode ser
resultado de uma criacdo que envolveu as boas praticas agropecuarias, pois apesar de ser uma
criagdo experimental, nesta procurou-se mimetizar a ambiéncia de uma granja comercial, ou
entdo devido a utilizacdo dos quimioterapicos (nitrofuranos) na racéo, evitando a colonizagéo
de Salmonella spp., dificultando sua deteccao pelos métodos tradicionais (Tellez et al., 2001).

Coutinho et al. (2009) também ndo identificaram Salmonella spp., Listeria spp.,
Campylobacter spp. ao analisarem suabes cloacais de avestruzes, porém, foram isoladas E.
coli (95%), Pseudomonas aeruginosa (28,3%), Klebsiella spp. (8,33%), Proteus spp. e
Enterobacter spp. (1,66%).

Observou-se que o percentual de Escherichia coli nos grupos com os tratamentos
contendo furaltadona, nitrofurantoina e nitrofurazona (47%, 57% e 33%, respectivamente)
foram inferiores ao encontrado no grupo tratado com furazolidona (72%) e no controle (76%).

Observou-se também que nas aves do grupo controle ocorreu menor diversidade na
microbiota intestinal, com a presenca de apenas dois géneros, dentre esses, trés espécies
(Escherichia coli, Klebsiella ozaenae e Klebsiella pneumoniae). Avaliando géneros por
grupo, a maior diversidade foi encontrada no tratamento com a nitrofurantoina, onde foram
isolados seis géneros diferentes, no tratamento com a nitrofurazona e a furaltadona cinco
géneros diferentes e com a furazolidona quatro géneros diferentes.

Uma possivel explicacdo para a maior diversidade de géneros nos grupos tratados com
os derivados dos nitrofuranos pode estar no desequilibrio causado pela oferta do
quimioterapico sobre a microbiota intestinal normal do frango. Reynolds et al (1997)
apontaram para o fato de que o uso de antimicrobianos pode exacerbar a populacdo de
algumas enterobacteriaceae devido ao desequilibrio da microbiota normal do intestino. No
grupo controle, que ocorreu a menor diversidade de géneros, houve maior percentual de

Escherichia coli comparado a todos os outros grupos. Alto percentual de Escherichia coli



83

também foi encontrado de forma semelhante, 88% por Séenz et al. (2001) e 57% por Silva et
al. (2004).

O alto percentual de E. coli encontrado no grupo controle, se deve provavelmente a
colonizacdo normal do trato gastrointestinal das aves, pois inUmeras espécies de bactérias
iniciam a colonizacdo imediatamente apds 0 nascimento das aves e aumenta durante as
primeiras semanas de vida, até se tornar uma populacdo predominantemente de bactérias
anaerdbias (Furlan et al., 2004).

No grupo tratado com furazolidona também houve aumento no percentual de
Escherichia coli isoladas (72%), que provavelmente se justifica pelo menor efeito da
furazolidona em relacdo a este microrganismo, visto que Manning et al. (1994) ao
introduzirem Salmonella Enteritidis resistentes a nitrofurazona em aves de corte com sete dias
de idade, alimentadas com ragdo contendo nitrofurazona, verificaram reducao significativa da
concentracdo de acidos graxos volateis no ceco, que influenciam a susceptibilidade frente a
alguns patdgenos entéricos.

Para Ito et al. (2000), quando manipulam-se diferentes tipos de ingredientes ou
aditivos alimentares, fendmenos ainda pouco compreendidos podem estar ocorrendo com a
microbiota intestinal das aves, e de forma inusitada, ocorrendo perda de seus efeitos benéficos
ou exacerbacéo de seus efeitos nocivos.

Segundo Lancini (1994) a microbiota bacteriana do trato entérico das aves tem um
efeito benéfico atuando no processo digestorio, e de acordo com Ito et al. (2000), de uma
forma indireta, a presenga da microbiota intestinal equilibrada, particularmente no ceco,
contribui com a exclusdo e/ou competicdo com bactérias patogénicas como E.coli,
Clostridium spp. e Salmonella spp. Muito dos géneros identificados no presente trabalho

foram detectadas no intestino e/ou ceco de aves, como € o caso de Citrobacter, Enterobacter,
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Proteus, Escherichia, Klebsiella (Furlan et al., 2004; Silva et al., 2004; Palermo-Neto et al.,
2005)

As aves podem ser portadoras de diversos microrganismos, patogénicos ou ndo, e
esses possivelmente podem ser transmitidos a outras aves (Silva et al., 2004), podendo
apresentar-se isoladas ou associadas. Sdo também responsaveis por surtos epidémicos ou
casos isolados de perturbacdo intestinal em humanos atraves do consumo de alimentos

contaminados (Costa e Hofer, 1972).

CONCLUSOES

Apesar de procurar mimetizar a ambiéncia de uma granja comercial, este
procedimento foi uma criacdo experimental, sendo conduzida dentro das boas praticas
agropecuarias. Foram isoladas diversas espécies bacterianas, em especial a Escherichia coli,
que se apresentou em todas as aves, sob efeito dos quimioterapicos ou nao, principalmente
com percentual elevado no grupo controle (76%) e no grupo tratado com furazolidona (72%).

A detec¢do do grau de susceptibilidade dessas bactérias aos nitrofuranos pode ser uma
fonte de informacdo importante para explicar a diversidade bacteriana entre os distintos
tratamentos com os nitrofuranos e o controle desse quimioterapico, existindo poucos dados na
literatura cientifica. A preocupacdo com casos de resisténcia bacteriana e até mesmo
transferéncia de genes de resisténcia constituem uma intranquilidade para com a salde
coletiva, e sua disseminacéo via cadeia alimentar pode diminuir as opg¢des de tratamento nas
infeccbes causadas por microrganismos patogénicos ou comensais humanos. Mediante tal
ponderacao, a realizacdo do perfil de resisténcia dos microrganismos identificados no presente

trabalho € de extrema importancia, sendo objeto de outra pesquisa em andamento.
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3.2 SENSIBILIDADE DE Enterobacteriaceae DA MICROBIOTA INTESTINAL DE
FRANGOS DE CORTE SUBMETIDOS A DIETA COM NITROFURANOS.
(TRABALHO ENVIADO A REVISTA DE CIENCIAS AGRARIAS -
LISBOA/PORTUGAL)

SENSIBILIDADE DE Enterobacteriaceae DA MICROBIOTA
INTESTINAL DE FRANGOS DE CORTE SUBMETIDOS
A DIETA COM NITROFURANOS

Enterobacteriaceae SENSITIVITY OF THE BROILER INTESTINAL
MICROBIOTA SUBMITTED TO NITROFURANS DIET

Carla Inés Soares Praxedes, Paula Aparecida Martins
Borges Bastos, Nathélia Oliveira Cavalcanti Zuniga,
Robson Maia Franco e Sérgio Borges Mano

RESUMO

Objetivou-se neste trabalho detectar a sensibilidade de bactérias da familia
Enterobacteriaceae a diferentes antimicrobianos em frangos de corte submetidos a dieta com
nitrofuranos. Para avaliar a sensibilidade foram isoladas e identificadas col6nias da
microbiota intestinal em frangos de corte. Os géneros de maior frequéncia foram Escherichia
e Klebsiella, seguidos de Enterobacter, Pseudomonas, Hafnia, Proteus, Morganella, além do
género Citrobacter. Todos os isolados apresentaram resisténcia a dois ou mais
antimicrobianos com diferentes perfis de resisténcia. Observou-se grande resisténcia aos
nitrofuranos, especialmente a nitrofurantoina (100%), nitrofurazona (98,5%) e furaltadona
(97,8%). Em relacdo as outras classes de antimicrobianos, a maior resisténcia foi a tetraciclina
(92,5%) e a maior sensibilidade a amoxicilina/acido clavulanico (48,1%). N&o foi possivel
afirmar que a alta resisténcia aos nitrofuranos detectados nos isolados fecais foi devido ao uso
destes antimicrobianos na racdo. A resisténcia a tetraciclina e nitrofuranos reafirma a
importancia da ndo utilizacao destes farmacos em criacdes avicolas.

Palavras-chave: Antimicrobianos, Enterobacteriaceae, nitrofuranos, sensibilidade

ABSTRACT

In this study, we aimed to detect the sensitivity of the Enterobacteriacea to different
antimicrobials in broilers submitted to a nitrofurans diet. To evaluate this sensitivity, colonies
of the broiler intestinal microbiota have been isolated and identified. The most frequent
genera found have been Escherichia and Klebsiella, followed by Enterobacter, Pseudomonas,
Hafnia, Proteus, Morganella and further Citrobacter. All isolates have presented resistance to
two or more antimicrobials with different resistance level profiles. Resistance to nitrofurans,
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especially nitrofurantoin (100%), nitrofurazone (98.5%), and furaltadone (97.8%) has been
observed. Concerning other antimicrobials classes, the higher resistance has been to
tetracycline (92.5%) and the lower sensitivity, to amoxicillin/clavulanic acid (48.1%). It has
not been possible to assert that the high resistance to the nitrofurans detected in the fecal
isolates is due to the usage of these antimicrobials in the feed. The resistance to tetracycline
and nitrofurans reaffirms the importance of not using of these drugs in poultry breeding.

Keywords: antimicrobials, Enterobacteriaceae, nitrofurans, sensitivity

INTRODUCAO

A resisténcia aos antimicrobianos de bactérias patogénicas, em seres humanos e
animais é uma questdo de grande preocupagdo. Embora 0 mau uso de antimicrobianos na
medicina humana seja a principal causa do problema, bactérias resistentes a antimicrobianos
utilizados em animais, sdo fatores que contribuem com alguns tipos de resisténcia em algumas
espeécies de bactérias (Barton, 2000).

Independentemente dos antimicrobianos serem usados com fins terapéutico,
profilatico ou intensificador do desempenho, seu uso na producdo animal estimula a selecéo
de populagfes bacterianas resistentes, seja através da sobrevivéncia diferencial conferida por
uma ou mais mutacbes espontaneas no cromossomo das bactérias, seja pela aquisicdo de
material genético transferivel que codifica um determinado mecanismo funcional de
resisténcia (Jetacar, 1999).

Bactérias que inevitavelmente desenvolvem resisténcia aos antimicrobianos em
animais sdo compreendidas por patdgenos, oportunistas e comensais. Os mesmos genes de
resisténcia aos antimicrobianos e 0s mecanismos de transferéncia de genes, podem ser
encontrados na microbiota de animais e seres humanos (Teuber, 2001).

A maioria das bactérias da familia Enterobacteriaceae encontradas na natureza habita
0 intestino dos seres humanos e dos animais (Madigan, Martinki e Parker, 2004; Tortora,
Funke e Case, 2012), sendo a principal familia de microrganismos responsaveis por surtos em
humanos (Lourenco et al. 2007). Nos registros sdo encontrados dados de que mais de 74%
dos incidentes de toxinfec¢oes alimentares em que um veiculo alimentar é estabelecido, pratos
a base de frango ou outra carne sdo, em geral, os incriminados (Hobbs e Roberts, 1998). De
acordo com os ultimos dados da Secretaria de vigilancia em Satde do Ministério da Saude, no
periodo de 2000 a 2011, aproximadamente 50% dos alimentos envolvidos em surtos
alimentares sdo carnes bovina, suina, aves e principalmente ovos e derivados (MS, 2011).

Segundo Palermo-Neto et al. (2006), a maior preocupacdo com 0 uso indevido de
antimicrobianos na producdo animal esta na ingestdo humana de alimentos contaminados com
bactérias resistentes, podendo ser a terapia antimicrobiana ineficaz. Além disso, os residuos
desses antimicrobianos podem apresentar efeitos toxicos diretos para o consumidor e causar
transtornos na microbiota do meio ambiente.

O surgimento e a propagacdo da resisténcia em Enterobacteriaceae estdo dificultando
o0 tratamento de graves infeccdes hospitalares e propiciando a selecéo de espécies resistentes a
todos os agentes atualmente disponiveis (Peterson, 2006).

Através do baixo custo e efeito eficaz contra uma serie de bactérias patogénicas, 0s
nitrofuranos foram muito administrados nas gastroenterites causadas pelas enterobactérias
Escherichia coli e Salmonella spp. Sendo também utilizados como terapéutico, profilatico e
como aditivo zootécnico antibacteriano e antiprotozoario em aves, suinos, na aquicultura
(peixes e camardes) e em col6nias de abelhas (Gottschall e Wang, 1995; McCracken et al.;
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1995; Finzi et al., 2005; Mottier et al., 2005; Barbosa et al., 2007; Vass, Hruska e Franek,
2008; Price, 2009).

Os nitrofuranos tém como principais membros a furazolidona (FZD), furaltadona
(FTD), nitrofurantoina (NFT) e nitrofurazona (NFZ), sendo antimicrobianos sintéticos
(quimioterapicos) de largo espectro, apresentando o grupo nitro-5 caracteristico, essencial
para a atividade antimicrobiana (Jones et al., 1983; Kennedy, 2003; Finzi et al., 2005; Vass,
Hruska e Franek, 2008).

Com base em estudos, Delatour et al. (2003) demonstraram alteragdes cromossdmicas
e neoplésicas relacionadas ao uso destes compostos. A Unido Europeia baniu o uso dos
nitrofuranos na criacdo de animais de producdo, e estes farmacos passaram a fazer parte do
Anexo IV do Regulamento 2377/90/EC, onde s&o incluidas substancias que ndo possuem um
Limite Maximo de Residuo (LMR), pois residuos destas substancias presentes em alimentos
de origem animal, a qualquer nivel, representam perigo para a saide do consumidor (Unido
Europeia, 1990).

No Brasil, com base na Portaria n°® 448 de 10 de Setembro de 1998 (Brasil, 1998), a
Instrucdo Normativa N° 38 de 10 de maio de 2002 (Brasil, 2002) e a Instru¢cdo Normativa n® 9
de 27 de Junho de 2003 (Brasil, 2003a) do Ministério da Agricultura, esta proibida a
fabricacdo, a manipulagédo, o fracionamento, a comercializagdo, a importacdo e o uso dos
principios ativos cloranfenicol e nitrofuranos e os produtos que 0s contenham estes principios
ativos, para uso veterinario e suscetivel de emprego na alimentacdo de todos os animais e
insetos.

Apesar da proibicao, esses produtos continuam sendo comercializados. Pontes Netto et
al. (2005) ao realizarem o levantamento em 160 estabelecimentos comerciais no estado do
Parand, Brasil, detectaram entre os principais farmacos frequentemente administrados em
terapéuticas para patologias do rebanho leiteiro, a presenca de furazolidona e nitrofurazona.

Segundo o Sistema de Alerta Rapido para os Géneros Alimenticios e Alimentos para
Animais, do inglés “Rapid Alert System for Food and Feed” (RASFF, 2010), houve pouca
deteccdo de metabdlitos de nitrofuranos nas analises de residuos de farmacos veterinarios em
alimentos de origem animal. No ano anterior (RASFF, 2009), em Bangladesh, india e Sri
Lanka, houve grande nimero de casos de contaminacdo, especialmente em crustaceos. No
entanto, notificagdes em pescados, mel, carne de frango e outras carnes também foram
relatadas em poucos casos.

No sentido de relacionar os efeitos dos nitrofuranos na resisténcia bacteriana em
avicultura, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a sensibilidade de bactérias da
familia Enterobacteriaceae a diferentes antimicrobianos em frangos de corte submetidos a
dieta com nitrofuranos.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no cdmpus Bom Jesus do Itabapoana do Instituto
Federal Fluminense, através de um acordo tripartite interinstitucional feito em 2008,
denominado ‘“Acordo de Cooperagao Académica e IntercAmbio Técnico, Cientifico e
Cultural” entre o Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), a
Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense (UFF) e o Instituto Federal
Fluminense (IFF) campus Bom Jesus do Itabapoana/RJ, naquele ano denominado Colégio
Agricola Ildefonso Bastos Borges vinculado a Universidade Federal Fluminense (UFF).

O experimento de campo foi realizado em galpdo experimental no campus Bom Jesus
do Itabapoana, sendo adquiridos 275 pintos de um dia (machos e fémeas) da linhagem Cobb,
provenientes do incubatério da empresa Globoaves na cidade de Formiga, Minas Gerais.
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Os animais foram separados em cinco grupos de 55 animais e criados em condi¢fes
experimentais, feita da forma mais proxima possivel de uma criacdo comercial, mimetizando
0 manejo de um avicultor. No manejo de criacdo as aves receberam durante os primeiros
catorze dias de vida racdo de fase inicial (milho, soja e nucleo de fase inicial) e 4gua potavel a
vontade provida em bebedouros pendulares durante todo experimento. No décimo quinto
iniciou-se o tratamento com as ragdes medicadas por nove dias consecutivos.

Para a racdo utilizada no tratamento um (T01) contendo 185 mg/kg de furazolidona
(FZD), foram homogeneizados 3,7 g de furazolidona da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
em 1,0 kg de racdo de milho e soja adicionada de nucleo em saco plastico fechado. Apoés a
homogeneizacdo foram adicionados mais 19 kg de ragéo, completando 20 kg de alimento
tratado, sendo realizada a homogeneizacao do total. Para a racdo utilizada no tratamento dois
(TO2) contendo 202 mg/kg de furaltadona (FTD), foram homogeneizados 4,04 g de
furaltadona da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) conforme descrito para a furazolidona.
Para a racdo utilizada no tratamento trés (T03) contendo 300 mg/kg de nitrofurantoina, foram
homogeneizados 6,0 g de nitrofurantoina (NFT) da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) da
mesma forma como descrito para a furazolidona. Para a ragdo utilizada no tratamento quatro
(TO4) contendo 300 mg/kg de nitrofurazona, foram homogeneizados 6,0 g de nitrofurazona
(NFZ) da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) em conformidade com o descrito para a
furazolidona. No tratamento cinco (T05) continuou recebendo a racdo de fase inicial e
representou o grupo controle (Zuidema et al., 2004; McCracken, Van Rhijn e Kennedy,
2005).

Apb6s os nove dias de tratamento, restituiu-se a criagdo normal, retornando a
alimentacdo com racdo comercial de fase de crescimento, que foi administrada até os 42 dias
de vida, quando houve a substituicdo por racdo de fase de finalizagdo, administrada até os 51
dias de vida.

Procedeu-se seis abates de grupos de animais de todos os tratamentos entre o 23° dia
de vida ao 51° dia, com objetivo de coletar amostras para futuro estudo de metabolizacédo e
distribuicdo de residuos de nitrofuranos por pesquisadores da UFRJ (Zuniga, 2010). No 51°
dia de vida, momentos antes do abate, foi realizada a coleta de amostra através de suabe
cloacal do dltimo grupo de aves (52 aves) para identificacdo bacteriana e posterior avaliacdo
da sensibilidade antimicrobiana.

As 52 amostras fecais (suabes) foram distribuidas da seguinte forma: nove suabes do
TO1, 11 suabes do T02, 11 suabes do TO03, 12 suabes do TO4 e nove suabes do TO5.
Posteriormente, os suabes foram acondicionados em tubos de ensaio esterilizados contendo o
meio “Cary-Blair” (meio de transporte) da marca “Sterile” e enviados para o Laboratorio de
Microbiologia do cdmpus Bom Jesus do Itabapoana do Instituto Federal Fluminense. Cada
ave (frango) foi representada por um suabe (amostra fecal).

As amostras foram analisadas para deteccdo de Enterobacteriaceae em conformidade
com a metodologia descrita pela Instrugdo Normativa SDA N° 62 de 26 de agosto de 2003, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 2003b) para as fases de pré-
enriquecimento, enriquecimento seletivo, isolamento e identificacdo bioquimica de triagem.

Apos a fase de isolamento, foram coletadas todas as colonias para realizacdo das
provas bioquimicas de triagem e posterior confirmacgéo bioquimica.

Todas as 142 coldnias foram submetidas a analises bioquimicas especificas através do
sistema Bactray | e Il para identificagdo de bastonetes Gram-negativos. Culturas confirmadas
bioquimicamente foram submetidas ao teste de sensibilidade antimicrobiana.

A sensibilidade antimicrobiana foi determinada pelo método Kirby Bauer pelo teste de
difusdo em discos, segundo o Comité Nacional de Padrbes Clinicos Laboratoriais (CLSI,
2011).
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Os antimicrobianos testados foram: amicacina, amoxicilina/acido clavulanico,
ampicilina, aztreonam, cefalotina, cefepime, cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona,
ciprofloxacina, cloranfenicol, gentamicina, piperacilina/tazobactam, sulfazotrim, tetraciclina,
furazolidona, furaltadona, nitrofurantoina e nitrofurazona. Os 15 primeiros corresponderam ao
sistema Polisensidisc 15 (DME®) para Gram-negativo e para o grupo dos nitrofuranos foi
preparado antimicrobianos no Laboratdrio de Controle Microbioldgico de Alimentos do
Departamento de Tecnologia dos Alimentos da Faculdade de Veterindria da Universidade
Federal Fluminense, em concentracOes terapéuticas segundo Zuidema et al. (2004) e
McCracken, Van Rhijn e Kennedy (2005).

Um isolado foi definido como resistente caso 0 mesmo fosse resistente a um ou mais
agentes testados, sendo a resisténcia multipla definida como resisténcia para dois ou mais
agentes (Carramifiana et al. 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 142 isolados de bactérias Gram-negativas a partir dos suabes fecais
coletados. Todos os isolados foram agrupados por género com excecdo das Escherichia que
foram separadas por espécie devido a importancia e frequéncia da E. coli.

A maior frequéncia observada foi de Escherichia coli (55,6%), seguidos de Klebsiella
spp. (24,6%). Outros géneros isolados foram: Enterobacter (5,6%), Pseudomonas (4,9%),
Hafnia (2,1%), Proteus (2,1%), Morganella (1,4%), Citrobacter (0,7%) e as espécies E.
fergusonii (2,1%) e E. hermannii (0,7%).

Peterson (2006) e Menezes et al. (2008) mencionaram que com relacdo aos isolados de
maior freqiiéncia, sabe-se que E. coli é uma bactéria potencialmente patogénica, enquanto a
importancia da Klebsiella spp. como agente patogénico vem crescendo nos Gltimos anos, além
disso essa bactéria vem se equiparando a E. coli no que se refere a salde coletiva. Esses
aspectos sdo corroborados quando observa-se 0s resultados na presente pesquisa.

Todos os isolados apresentaram resisténcia a dois ou mais antimicrobianos, sendo
multirresistentes, com diferentes perfis de resisténcia. Resultados apresentados na TABELA
2, TABELA 3, TABELA 4, TABELA 5e TABELA 6.

Dos 15 antimicrobianos testados, disponiveis comercialmente, a tetraciclina foi a que
teve maior nimero de microrganismos resistentes (92,5%) em relacéo a todos os tratamentos,
seguida pelo aztreonam (80%). Contudo, a amoxicilina/ac. clavulanico foi o antimicrobiano
em que a microbiota isolada apresentou maior sensibilidade (48,1%).

Os isolados de E. coli, em todos os grupos tratados e controle, apresentaram maior
resisténcia a tetraciclina (92,5%), seguida de uma quinolona, a ciprofloxacina (82,3%). A
resisténcia a esses antimicrobianos também foi detectada por Saenz et al. (2001) na Espanha,
em 40 isolados de E. coli presentes em amostras fecais de frangos de corte, maior resisténcia a
quinolona (&cido nalidixico) e tetraciclina, em percentual de 88% e 75% respectivamente.

Segundo Looveren et al. (2001), os principais agentes utilizados na profilaxia e
tratamento de doencas entéricas na Ultima década foram as fluoroquinolonas. Também a
tetraciclina foi muito utilizada, sendo considerado o antimicrobiano, mais antigo, empregado
no tratamento e como promotor de crescimento em ragdes de animais. Apesar de terem sido
banidas no Brasil desde 1998, segundo Rossi (2005) as fluoroquinolonas continuam sendo
usadas no pais. Este pode ser a justificativa, em parte, dos resultados de alta resisténcia
encontrados para estes antimicrobianos.

O maior perfil de sensibilidade para E. coli foi detectado para amoxicilina/acido
clavulanico (48,1%), piperacilina/tazobactam (44,3%) e cloranfenicol (43%).
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Klebsiella spp. também foi encontrada em todos os grupos tratados e no controle,
havendo sensibilidade a maior ndmero de antimicrobianos nos grupos tratados com
furaltadona e nitrofurazona. No grupo tratado com furaltadona essa bactéria foi sensivel a
todos os 15 antimicrobianos comercialmente disponiveis, enquanto no grupo tratado com
nitrofurazona apresentou resisténcia apenas a tetraciclina.

E. fergusonii foi isolada apenas dos grupos de animais tratados com furazolidona e
nitrofurazona. Observou-se a tendéncia a maior resisténcia nos isolados do segundo grupo,
pois enquanto no primeiro detectou-se resisténcia apenas a tetraciclina, no grupo tratado com
nitrofurazona houve sensibilidade apenas a dois antimicrobianos: o beta-lactamico cefepime,
e 0 aminoglicosideo amicacina.

As estirpes de Enterobacter spp. ndo foram isoladas somente do grupo de controlo,
tendo sido detectadas em todos os outros. As estirpes isoladas do grupo tratado com
furaltadona foram resistentes a todos os antimicrobianos testados, enquanto as do grupo
tratado com nitrofurazona apresentaram sensibilidade apenas aos beta-lactamicos ceftadizima
e ceftriaxona. Observou-se que o0s grupos tratados com furaltadona e nitrofurazona
apresentaram resisténcia a maior nimero de antimicrobianos que nos outros grupos.

Morganella spp., Proteus spp., Citrobacter spp. e a espécie E. hermannii foram
detectadas apenas no grupo tratado com nitrofurantoina. Apresentaram sensibilidade a um
grande numero de antimicrobianos. Morganella spp. foi resistente apenas a tetraciclina e
sulfazotrim; Proteus spp. apresentou resisténcia a tetraciclina e ao beta-lactdmico aztreonam;
E. hermannii foi resistente a ampicilina, tetraciclina, ciprofloxacina e sulfazotrim, enquanto
Citrobacter spp. foi resistente apenas ao cloranfenicol.

No teste de sensibilidade utilizando discos com nitrofuranos testados foram detectados
0s seguintes resultados: observou-se uma grande resisténcia aos nitrofuranos dentre os
géneros e espeécies isolados, especialmente a nitrofurantoina (100%), nitrofurazona (98,5%) e
furaltadona (97,8%).

Todos os microrganismos isolados dentre os tratamentos com nitrofuranos e controle
foram resistentes a nitrofurantoina. Também houve ampla resisténcia a nitrofurazona, tendo
sido detectada sensibilidade a este nitrofurano apenas em um isolado de E. coli do grupo
controle e um isolado do grupo tratado com furazolidona.

Com relacdo a furaltadona, observou-se sensibilidade apenas em isolados de E. coli,
Enterobacter spp. e Pseudomonas spp.

Dos isolados tratados com furazolidona ocorreu 0 maior nimero de isolados sensiveis
(22,5%) dentre os nitrofuranos, caracterizando-se como o antimicrobiano de maior eficacia,
tendo sido detectada essa sensibilidade em isolados de E. coli, E. fergusoni, Enterobacter
spp., Klebsiella spp. e Proteus spp.

N&o foi detectada diferenca entre o grupo controle e todos os grupos de animais
tratados com os nitrofuranos em relacdo ao perfil de resisténcia da Klebsiella spp., cujos
isolados foram 100% resistentes aos nitrofuranos com excecdo da furazolidona, em que foram
detectados isolados sensiveis em todos os tratamentos (22,9%). Pode-se inferir a partir desse
resultado que Klebsiella spp. ndo foi afetada pelo farmaco utilizado na racdo no que se refere
ao seu perfil de sensibilidade frente aos nitrofuranos.

O género Hafnia detectado nos grupos tratados com furazolidona, furaltadona e
nitrofurazona, foi resistente a todos nitrofuranos.

Dos géneros e espécie detectados exclusivamente no grupo de animais tratados com
nitrofurantoina (Citrobacter, E. hermannii, Morganella e Proteus), todos foram resistentes
aos nitrofuranos, com excecédo de Proteus spp. que foi sensivel a furazolidona.

A resisténcia a nitrofuranos também foi detectada em outras bactérias Gram-negativas
por Pereira (2003), em que espécies de Aeromonas e Vibrio identificadas em mexilhdes
apresentaram perfil de resisténcia a nitrofurantoina, tendo sido detectadas também estirpes
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multirresistentes a nitrofurantoina-pefloxacina. Isto demonstra a grande dispersao de estirpes
bacterianas multirresistentes a nitrofuranos em diferentes espéecies animais.

Moreira e Moraes (2002) pesquisando bactérias Gram-negativas em carcagas de
frango detectaram que os isolados de Salmonella resistentes a cinco ou mais antimicrobianos
possuiram maior sensibilidade a furazolidona (62,5%) que a nitrofurantoina (28,1%),
enquanto os isolados de E. coli encontrados nesta pesquisa foram 90% sensiveis a
furazolidona e 30% a nitrofurantoina.

Estes achados corroboram resultados encontrados no presente trabalho, em que as
enterobactérias E. coli e Klebsiella spp. apresentaram maior sensibilidade a furazolidona
(24,1% e 22,9%, respectivamente) quando comparados aos outros nitrofuranos. Klebsiella
spp. apresentou 100% de resisténcia a furaltadona, nitrofurantoina e nitrofurazona, enquanto
E.coli foi resistente em 98,7%, 100% e 97,4%, respectivamente.

N&o houve diferenca aparente entre 0s quatro tratamentos e o grupo controle no que
diz respeito a resisténcia, tanto aos nitrofuranos pesquisados, quanto aos demais
antimicrobianos testados. Moreira e Moraes (2002) detectaram uma grande porcentagem de
isolados resistentes & furazolidona e nitrofurantoina, entre outras classes de antimicrobianos
com uso frequente no Brasil, como promotores de crescimento em aves. O trabalho destes
autores foi realizado no periodo que os nitrofuranos eram legalmente comercializados no
Brasil. Observa-se, no presente trabalho, que as altas resisténcias aos nitrofuranos encontradas
uma década apds aqueles terem sido ilegalizados, podem indicar a permanéncia dos efeitos
desse uso no passado, e/ou, a hdo observacao por parte dos produtores da legislacdo vigente.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

N&o foi possivel afirmar que a grande resisténcia aos nitrofuranos detectada nos
isolados fecais de frangos € devido ao uso destes antimicrobianos na racéo, ja que ndo houve
diferenca aparente entre os quatro tratamentos e o grupo controle no que diz respeito a
resisténcia, tanto aos nitrofuranos pesquisados, quanto aos demais antimicrobianos testados.

A alta resisténcia a antimicrobianos banidos pela legislacdo para uso na alimentacao
animal, como os nitrofuranos e a tetraciclina € uma preocupacdo que deve ser levada em
consideracdo. Com base nestes achados pode-se reafirmar a importancia da nédo utilizagéo
destes farmacos em criagcOes avicolas, pois além dos efeitos ja conhecidos, sua utilizacdo em
animais pode ser ineficaz pela grande resisténcia da microbiota das aves.

O perfil de multirresisténcia detectado em todos os isolados bacterianos é preocupante
do ponto de vista da salde coletiva, tendo em vista serem muitas destas bactérias
potencialmente patogénicas, como é o caso da E. coli e Klebsiella spp., podendo haver
dificuldades no tratamento em casos de infecg¢Oes e/ou toxinfec¢Ges alimentares.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Ao pesquisar amostras fecais de frangos alimentados com ragédo contendo
diferentes nitrofuranos encontrou-se os seguintes resultados:

Isolamento dos seguintes géneros e espécies: Citrobacter spp., Escherichia
coli, Escherichia fergusonii, Escherichia Hermannii, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter aminigenus, Enterobacter cloacae, Enterobacter sakazakii
(Cronobacter sakazakii), Hafnia alvei, Klebsiella oxytoca, Klebsiella ozaenae,
Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Proteus spp e Pseudomonas luteola.

De todos os tratamentos, o maior percentual de Escherichia coli isoladas
ocorreu no grupo controle, sendo este também o que apresentou menor diversidade
de microrganismos, com apenas dois géneros identificados. O uso de
antimicrobianos na racado nos demais tratamentos pode ser uma explicacdo para o
desequilibrio da microbiota normal do intestino, resultando no aumento populacional
de outras enterobacteriaceas.

Ao se realizar pesquisa de sensibilidade bacteriana das amostras isoladas,
observou-se que todos os isolados apresentaram resisténcia a dois ou mais
antimicrobianos com diferentes perfis de resisténcia.

Houve alta resisténcia aos nitrofuranos, especialmente a nitrofurantoina
(100%), nitrofurazona (98,5%) e furaltadona (97,8%). Em relacdo as outras classes
de antimicrobianos, a maior resisténcia foi a tetraciclina (92,5%) e a maior
sensibilidade a amoxicilina/ac.clavulanico (48,1%).

N&o foi possivel afirmar que a grande resisténcia aos nitrofuranos detectada
nos isolados fecais de frangos seja devido ao uso destes antimicrobianos na racgao,

por nao ter ocorrido diferenca aparente entre os quatro tratamentos e o grupo
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controle no que diz respeito a resisténcia, tanto aos nitrofuranos pesquisados,
guanto aos demais antimicrobianos testados.

A alta resisténcia a antimicrobianos banidos pela legislacdo para uso na
alimentacdo animal, como os nitrofuranos e a tetraciclina € uma preocupacao que
deve ser levada em consideragdo. Com base nestes achados pode-se reafirmar a
importancia da ndo utilizacdo destes farmacos em criagfes avicolas, pois além dos
efeitos conhecidos, sua utilizacdo em animais pode ser ineficaz pela grande
resisténcia da microbiota das aves.

O perfil de multirresisténcia detectado em todos os isolados bacterianos é
preocupante do ponto de vista da saude coletiva, tendo em vista serem muitas
destas bactérias potencialmente patogénicas, como é o caso da E. coli e Klebsiella
spp., podendo haver dificuldades no tratamento em casos de infeccdes e/ou

toxinfecgbes alimentares.
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6.1 PERFIL DE RESISTENCIA — RACAO CONTENDO FURAZOLIDONA

TABELA 2 - Perfil de resisténcia de microrganismos isolados de amostras fecais de frango de corte submetidos a dieta com
furazolidona
MOO FzZD FTD NFT NFZ AMI AMC AMP ATM CFL CPM CFO CAZ CRO CIP CLO GEN PIT SUT TET

Al R R R R R R R R
A2 R R R R R R R R

A3 R R R R
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(MOO) Microrganismo; (FZD) Furazolidona; (FTD) Furaltadona; (NFT) Nitrofurantoina; (NFZ) Nitrofurazona; (AMI) Amicacina; (AMC) Amoxicilina/Acido
Clavulanico; (AMP) Ampicilina; (ATM) Aztreonam; (CFL) Cefalotina; (CPM) Cefepime; (CFO) Cefoxitina; (CAZ) Ceftadizima; (CRO) Ceftriaxona; (CIP)
Ciprofloxacina; (CLO) Cloranfenicol; (GEN) Gentamicina; (PIP) Piperacilina/Tazobactam; (SUT) Sulfazotrim; (TET) Tetraciclina; A = Escherichia coli; B =
Escherichia fergusonii; C = Enterobacter aerogenes; D = Hafnia alvei; E = Klebsiella spp.; R = Resisténcia; Espaco em branco = Sensibilidade.

6.2 PERFIL DE RESISTENCIA — RACAO CONTENDO FURALTADONA

TABELA 3 - Perfil de resisténcia de microrganismos isolados de amostras fecais de frango de corte submetidos a dieta
com furaltadona

MOO FZD FTD NFT NFZ AMI AMC AMP ATM CFL CPM CFO CAZ CRO CIP CLO GEN PIT SUT TET

Al R R R R
A2 R R
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D1 R R R R R R R R
D2 R R R R R R R R R R R R R R
D3 R R R R R R R

D4 R R R R R R R R R R R R R R R R R R
D5 R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
D6 R R R R R R R R R R R R R R R R R R
D7 R R R R R R R R R R
D8 R R R R R R R R R R R R R R R R R R
D9 R R R R R R R R R R R R R R R R R R
D 10 R R R R R R R R R R R R R R R
D11 R R R R R R R R R R R R R
E1l R R R R R R R R R R R
E2 R R R R R R R R R
ES R R R R R R R R R R R R R R R R R

(MOO) Microrganismo; (FZD) Furazolidona; (FTD) Furaltadona; (NFT) Nitrofurantoina; (NFZ) Nitrofurazona; (AMI) Amicacina; (AMC)
Amoxicilina/Acido Clavulanico; (AMP) Ampicilina; (ATM) Aztreonam; (CFL) Cefalotina; (CPM) Cefepime; (CFO) Cefoxitina; (CAZ) Ceftadizima;
(CRO) Ceftriaxona; (CIP) Ciprofloxacina; (CLO) Cloranfenicol; (GEN) Gentamicina; (PIP) Piperacilina/Tazobactam; (SUT) Sulfazotrim; (TET)
Tetraciclina; A = Escherichia coli; B = Enterobacter sakazakii; C = Hafnia alvei; D = Klebsiella spp.; E = Pseudomonas spp.; R = Resisténcia;
Espaco em branco = Sensibilidade.

6.3 PERFIL DE RESISTENCIA — RACAO CONTENDO NITROFURANTOINA

TABELA 4 - Perfil de resisténcia de microrganismos isolados de amostras fecais de frango de corte submetidos a dieta
com nitrofurantoina

MOO FzZD FTD NFT NFZ AMI AMC AMP ATM CFL CPM CFO CAZ CRO CIP CLO GEN PIT SUT TET

Al R R R R R R R R R R R R R R R R R R
B1 R R R R R R R R R R R
B2 R R R R R R R R R
B3 R R R R R R R R R R R R R R R R R R
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(MOO) Microrganismo; (FZD) Furazolidona; (FTD) Furaltadona; (NFT) Nitrofurantoina; (NFZ) Nitrofurazona; (AMI) Amicacina; (AMC)
Amoxicilina/Acido Clavulanico; (AMP) Ampicilina; (ATM) Aztreonam; (CFL) Cefalotina; (CPM) Cefepime; (CFO) Cefoxitina; (CAZ) Ceftadizima;
(CRO) Ceftriaxona; (CIP) Ciprofloxacina; (CLO) Cloranfenicol; (GEN) Gentamicina; (PIP) Piperacilina/Tazobactam; (SUT) Sulfazotrim; (TET)
Tetraciclina; A = Citrobacter spp.; B = Escherichia coli; C = Escherichia hermannii; D = Enterobacter spp.; E = Klebsiellaspp.; F = Morganella
morganii; G = Proteus spp.; R = Resisténcia; Espaco em branco = Sensibilidade.



6.4 PERFIL DE RESISTENCIA — RACAO CONTENDO NITROFURAZONA

TABELA 5 - Perfil de resisténcia de microrganismos isolados de amostras fecais de frango de corte submetidos a
dieta com nitrofurazona

MOO FZD FTD NFT NFZ AMI AMC AMP ATM CFL CPM CFO CAZ CRO CIP CLO GEN PIT SUT TET
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E9 R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
E 10 R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
E1ll R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
F1 R R R R R R R R R R R R R R R R R R
F2 R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
F3 R R R R R R R R R R R R R R R R R R
F4 R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

(MOO) Microrganismo; (FZD) Furazolidona; (FTD) Furaltadona; (NFT) Nitrofurantoina; (NFZ) Nitrofurazona; (AMI) Amicacina;

(AMC) Amoxicilina/Acido Clavulanico; (AMP) Ampicilina; (ATM) Aztreonam; (CFL) Cefalotina; (CPM) Cefepime; (CFO) Cefoxitina;
(CAZ) Ceftadizima; (CRO) Ceftriaxona; (CIP) Ciprofloxacina; (CLO) Cloranfenicol; (GEN) Gentamicina; (PIP) Piperacilina/Tazobactam;
(SUT) Sulfazotrim; (TET) Tetraciclina; A = Escherichia coli; B = Enterobacter spp.; C = Escherichia fergusonii; D = Hafnia alvei;

E = Klebsiellaspp.; F = Pseudomonas spp.; R = Resisténcia; Espa¢o em branco = Sensibilidade.



6.5 PERFIL DE RESISTENCIA — RACAO SEM MEDICACAO

TABELA 6 - Perfil de resisténcia de microrganismos isolados de amostras fecais de frango de corte sem utilizacdo de
antimicrobianos na ragéo (controle)

MOO FZD FTD NFT NFZ AMI AMC AMP ATM CFL CPM CFO CAZ CRO CIP CLO GEN PIT SUT TET
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(MOO) Microrganismo; (FZD) Furazolidona; (FTD) Furaltadona; (NFT) Nitrofurantoina; (NFZ) Nitrofurazona; (AMI) Amicacina; (AMC)
Amoxicilina/Acido Clavulanico; (AMP) Ampicilina; (ATM) Aztreonam; (CFL) Cefalotina; (CPM) Cefepime; (CFO) Cefoxitina; (CAZ) Ceftadizima;
(CRO) Ceftriaxona; (CIP) Ciprofloxacina; (CLO) Cloranfenicol; (GEN) Gentamicina; (PIP) Piperacilina/Tazobactam; (SUT) Sulfazotrim; (TET)
Tetraciclina; A = Escherichia coli; B = Klebsiella spp.; R = Resisténcia; Espaco em branco = Sensibilidade.



