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RESUMO

O Brasil é o terceiro maior produtor e o maior exportador de carne de frango
do mundo, portanto restricdes sanitarias aos produtos avicolas brasileiros podem ter
grande impacto econdémico. O objetivo desse trabalho foi investigar cepas de
Salmonella sor. Minnesota isoladas de frangos de corte no pré- abate e de carcacas
desses frangos pelo perfil de sensibilidade antimicrobiana e eletroforese em gel de
campo pulsado (Pulsed-field Gel Eletrophoresis - PFGE). Foram coletadas amostras
de dez lotes diferentes de frangos de corte, sendo cinco lotes provenientes de
ambiente positivo para Salmonella spp. e cinco, de ambiente negativo, testados
previamente a partir de propés arrastados na cama dos galpdes e submetidos a
isolamento bacteriolégico. Foram obtidos 29 pools positivos para cepas de
Salmonella spp, a partir de suabes cloacais, agrupados em 100 pools de 5 suabes.;
e 20 carcagas positivas, a partir de 250 carcacas de frangos apos a passagem pelo
chiller, totalizando 49 isolados. Essas 49 cepas de Salmonella spp. obtiveram
diagnéstico presuntivo para o sorotipo Minnesota e foram submetidas a
sorotipificacdo pelo método Kaufmann- White, a PFGE e ao antibiograma pela
técnica de difusdo em disco. Todas as 49 cepas de Salmonella spp isoladas de
frangos vivos e carcacas foram confirmadas como Salmonella enterica enterica
sorovar Minnesota pela sorotipificacdo e apresentaram caracteristica de
multirresisténcia. Dessas cepas, 59,17% apresentaram resisténcia a pelo menos
cinco antimicrobianos diferentes. Foram obtidos 17 perfis de resisténcia
antimicrobiana para andlise e comparacao entre estas cepas. Todas as amostras
estudadas apresentaram resisténcia aos antibiéticos tetraciclina e sulfonamidas e
87,76 % para a doxiciclina. Em contrapartida, ciprofloxacina, enrofloxacina,
gentamicina e norfloxacina se mostraram bastante eficientes, com poucas cepas
apresentando resisténcias. Nao houve diferenca significativa entre a frequencia de
cepas de Salmonella sor. Minnesota resistentes aos antibioticos estudados de
frangos vivos e das carcacas (Teste-G: independéncia, p =1,000). Também néao foi
observada uma diferenga significativa pelo teste binomial de duas propor¢gdes para
a correlacdo unilateral da presenca de Salmonella spp. nos frangos vivos (p = 0,
2543) e nas carcacgas (p=0,1755), de ambientes previamente avaliados como
positivos ou como negativos no teste em propés que antecedeu a coleta de material
para analise. A PFGE mostrou um grau de semelhanca de pelo menos 85% entre
todas as cepas analisadas, indicando que todas tiveram a mesma origem clonal,
mesmo sendo de diferentes lotes e apresentando variados perfis de resisténcia a
antimicrobianos.

Palavras- chave: Avicultura, carne de frango, Salmonella, antimicrobiano, resisténcia



ABSTRACT

Brazil is the third largest producer and the largest exporter of chicken in the
world, so sanitary restrictions on Brazilian poultry products can have a significant
economic impact. this study’s objective was to investigate strains of Salmonella sor.
Minnesota isolated from broilers in pre-slaughter and carcass of these chickens by
antimicrobial susceptibility and pulsed-field gel Eletrophoresis (PFGE). Samples of
ten different batches of broilers were collected, five lots from positive environment for
Salmonella spp. and five from negative environment, pre-tested with shoe covers
dragged on the sheds’ floor and subjected to bacterial isolation. 29 positive pools for
strains of Salmonella from cloacal swabs were obtained coming from 100 pools of
five swabs each and 20 positive carcasses from 250 broiler carcasses after passing
through the chiller, totaling 49 isolates. These 49 strains of Salmonella spp. had
presumptive diagnosis for serotype Minnesota and underwent serotyping by
Kaufmann- White method, PFGE and antibiotic susceptibility by disk diffusion
technique. All 49 strains of Salmonella spp isolated from live chickens and carcasses
were confirmed as Salmonella enterica enterica serovar Minnesota by the Serotyping
and showed characteristic of multidrug resistance. Of these strains, 59,17% were
resistant to at least five different antimicrobials. 17 antimicrobial resistance profiles
were obtained for analysis and comparison of these strains. All samples exhibited
resistance to the antibiotics tetracycline and sulfonamide and 87.76% for
doxycycline. In contrast, ciprofloxacin, enrofloxacin, gentamicin and norfloxacin
proved quite efficient, with few strains showing resistance. There was no significant
difference between the frequency of Salmonella strains of Minnesota live chickens
and carcasses resistant to antibiotics studied (G-test: independence, p = 1.000). And
also a significant difference by the binomial test of two proportions for unilateral
correlation of the presence of Salmonella spp was not observed. in live chickens (p =
0, 2543) or the carcasses (p = 0.1755), in environments previously evaluated as
positive or as negative test shoe covers that preceded the collection of material for
analysis. PFGE showed a degree of similarity of at least 85% of all strains examined,
indicating that all had the same clonal origin, even when from different lots and
presenting various resistance profiles to antibiotics.

Key Words: Poultry, chicken meat, Salmonella, antimicrobial, resistence



Tabela 1.

Quadro 1.

Quadro 2.

Tabela 2.

Tabela 3.

Figura 1.

LISTA DE ILUSTRACOES

Numero de cepas de Salmonella spp. isoladas em frangos vivos e
carcagas provenientes de ambientes positivo e negativo pelo teste de
andlise de propé, p. 24

Classes e espectro de acado de antimicrobianos utilizados em estudo de

resisténcia antimicrobiana em Salmonella sor. Minnesota, p.27

Perfis de Resisténcia antimicrobiana de Salmonella sor. Minnesota
isoladas de frangos vivos e carcacas apds a passagem pelo chiller,
p.29

Frequéncia de resisténcia de cepas de Salmonella sor. Minnesota, de
29 isolados de frangos vivos e 20 isolados de carcacas, a diferentes

antimicrobianos, p.30

Frequéncia de cepas de Salmonella sor. Minnesota provenientes de
frangos vivos e carcacas, de ambientes positivos e negativos ao
isolamento a partir de andlise de propés frente aos perfis de resisténcia
antimicrobiana, p.31

Dendograma de cepas de Salmonella sor. Minnesota escolhidas

aleatoriamente dos diferentes lotes positivos e negativos, p,33



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Amo Amoxacilina

ANOVA Analise de variancia

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
CDC Centers of Disease Control

CiHl Cefalotina

Cip Ciprofloxacina

Clo Cloranfenico

Ctf Ceftiofur

Dox Doxiciclina

Eno Enrofloxacina

Gen Gentamicina

IBGE Instituto Brasileiro Geogréfico e Estatistica
I0C Instituto Oswaldo Cruz

MAPA Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
Nor Norfloxacina

PFGE Eletroforese em campo pulsado (Pulsed-field Gel Eletrophoresis)
PNSA Programa Nacional de Sanidade Avicola
RDC Resolucao da Diretoria Colegiada

Sul Sulfonamidas

Tet Tetraciclina

Tri Trimetroprima

UBABEF Unido Brasileira de Avicultura

WHO World Health Organization



11

1 INTRODUCAO

O Brasil € o terceiro maior produtor e 0 maior exportador de carne de frango.
Comercializa para 142 paises e tem previsdo de suprir 48,1% das exportacfes de
frango até 2020. Doencas transmitidas por alimentos podem ter grande impacto
econdmico para a balangca comercial brasileira pela imposicdo de restricoes
sanitarias a importacdo de carnes brasileiras pelos paises importadores (UBABEF,
2014).

Os produtos de origem avicola sdo os principais incriminados em surtos de
salmonelose humana, porém na maioria dos casos ndo se tem um rastreamento do
microrganismo presente na infeccdo comprovando a sua origem. Os sorotipos
Enteritidis e Typhimurium tem sido os mais frequentemente envolvidos em surtos de
infeccdo alimentar, entretanto alguns relatos recentes demonstram um aumento
percentual da contaminac&o por Salmonella sor. Minnesota na avicultura (BAU et al.,
2001; JAY, 2005; CARVALHO e CORTEZ, 2005; MUNIZ, 2012).

O género Salmonella é considerado como importante causador de surtos de
infeccdes alimentares em todo o mundo. Seu estudo tem grande importancia para a
saude coletiva pelo fato de causar enfermidade de dificil controle, por de se
apresentar distribuido amplamente na natureza, possuir uma grande variedade de
reservatorios, ser extremamente patogénico para o0 homem e para muitas espécies
animais e ter sua disseminacao favorecida por individuos portadores assintomaticos
(BERSOT, 2006).

As infecgbes por Salmonella spp. causam grande perda econdmica, tanto
pelos custos para o seu controle quanto pelas perdas na producdo. Surtos de
salmonelose humana também causam impacto a Saude Publica, e podem gerar

barreiras sanitérias para a exportacao dos produtos (LISTER, 2003).

7

Salmonella enterica sub. enterica sorotipo Minnesota € considerado
emergente na avicultura. Este fato tem sido creditado as medidas de controle
voltadas para os sorotipos Enteritidis e Typhimurium, propiciando o aparecimento de
outros sorotipos (PICKLER, 2011). Segundo Pickler (2011), o controle de

salmonelas utilizando acidos organicos na racao e agua, nao se mostrou eficiente no
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controle do sorotipo Minnesota, sendo esse um mecanismo de selecdo em

detrimento de sorotipos susceptiveis como o Enteritidis.

Estudos das cepas de Salmonella spp. presentes na producdo avicola e na
indUstria de processamento dos produtos derivados se fazem necessarios para
estabelecer uma correlacéo entre elas e avaliar a prevaléncia dos sorotipos. Essas
informacdes auxiliam na avaliacdo dos pontos criticos a serem controlados na

cadeia produtiva

O objetivo desse trabalho foi investigar cepas de Salmonella sor. Minnesota
isoladas de frangos de corte no pré- abate e de carcacas desses frangos pelo perfil
de sensibilidade antimicrobiana e eletroforese em gel de campo pulsado (Pulsed-
field Gel Eletrophoresis - PFGE)
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO E COMERCIALIZACAO DA CARNE DE FRANGOS

O Brasil é o maior exportador de carne de frango desde o ano de 2004 e , com
um volume de producgdo de 12,3 milhdes de toneladas em 2013, ocupa a terceira
colocacdo em producdo mundial, ficando atras somente da China e dos Estados
Unidos. O consumo de carne de frango no Brasil também é bastante elevado e, em
2013, foi de 41,8 kg por habitante (UBABEF, 2014).

Diante deste panorama, o mercado internacional exige 0 monitoramento
sanitario dos plantéis avicolas, além do controle da qualidade da carne de frango e
seus derivados. Além disso, o0 mercado interno exige alto padrdo de qualidade e
seguranca dos produtos fornecidos (VON RUCKERT, 2006).

Considerando a importancia da avicultura nacional, seu posicionamento no
mercado internacional de carne de aves e sua situacao sanitaria, doencas como as
salmoneloses, causadas pelos sorotipos Pullorum, Gallinarum, Enteritidis e
Typhimurium séo de controle obrigatério na producéo de aves e séo priorizadas pelo
Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), instituido pela Portaria n°193, de 19 de setembro
de 1994 (BRASIL, 1994). O PNSA tem como objetivo garantir a saude dos plantéis e
a qualidade dos produtos avicolas brasileiros.

Quanto aos padrbes microbiolégicos nacionais para alimentos a Resolucao
da Diretoria Colegiada (RDC) n°12 de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), estabelece que Salmonella spp. deve estar ausente em 25¢g de
ovos e derivados. Para carnes de aves (carcagas inteiras, fracionadas ou cortes)
resfriadas ou congeladas, in natura, ndo ha padrbes para Salmonella spp. Ha
padrées somente para coliformes termotolerantes a 45°C/g (BRASIL, 2001a).
Considerando que existe a contaminagdo por Salmonella nos produtos avicolas,

gue o0s processos tecnoldgicos utilizados pelas indlstrias ainda ndo asseguram sua
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eliminagdo completa e que sua presenca significa um risco a saude do consumidor
caso 0 produto ndo seja adequadamente conservado e preparado, a ANVISA
instituiu pela RESOLUCAO DA DIRETORIA COLEGIADA - RDC n° 13 de 2001 que,
obrigatoriamente, sejam incluidas na rotulagem de carnes de aves e seus miudos
crus, resfriados ou congelados, recomendacdes de uso, preparo e conservagao.
Essa medida visa o controle dos riscos quanto ao consumo de alimentos em relagéo

a infeccdo por Salmonella spp. (BRASIL, 2001b)

2.2 SALMONELOSE

2.2.1 Nomenclatura, taxonomia e caracteristicas bacteriologicas

A nomenclatura dada a Salmonella foi inicialmente, baseada na doenca e/ou
no animal no qual se isolou a bactéria como: S. choleraesuis, S. typhimurium, S.
abortusovis. Esse tipo de nomenclatura foi abandonado por ndo representar
verdadeiramente a doenca promovida pela bactéria, nem seus hospedeiros, e
passou-se a aplicar nomes de cidades, regides ou paises onde a Salmonella foi
primeiramente isolada, como exemplos podem ser citadas S. london e S. panama
(HOLT et al., 1994).

Apés vérias alteracbes na taxonomia a classificacdo atual, baseada em
estudos moleculares, divide o género em S. enterica e em S. bongori. S. enterica é
subdividida em seis subespécies, a saber: S. enterica subsp. enterica, S. enterica
subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S.
enterica subsp. houtenae and S. enterica subsp. indica (FERREIRA; CAMPOS,
2008). Ja foram identificados 2659 sorotipos de Salmonella spp. Destas, 2636
pertencem a espécie Salmonella enterica e apenas 23 a Salmonella bongori
(ISSENHUTH-JEANJEAN et al, 2014) A subespécie enterica engloba os sorotipos

clinicamente mais importantes para humanos e animais.
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Salmonella spp. pertence a familia Enterobacteriaceae que constitui um
grande grupo de bactérias Gram-negativas de grande difusdo no ambiente
(KONEMAM et al., 2001). Ao contrario de muitas espécies pertencentes a essa
familia, ndo fermenta lactose. Todavia, algumas salmonelas, a partir da aquisicdo de
plasmideos transportadores de genes codificadores de enzimas que permitem a
fermentacao da lactose (plasmideos lac+), podem produzir coldnias lactose positivas
(FERREIRA; CAMPOS, 2008).

A maioria dos sorotipos € movel, por meio de flagelos peritriquios, com
excecdo de Salmonella sor. Gallinarum e Salmonella sor. Pullorum, que sdo imoveis
(HOLT et al., 1994). Os sorotipos moveis, também conhecidos como paratificos, tem
como caracteristica colonizar o trato digestivo de animais e ndo terem especificidade

de hospedeiro.

As salmonelas sdo bacilos ndo formadores de esporo, com medidas de 0,7—
1,5a 2, 0-50 um. Tém capacidade de crescimento dentro e fora do hospedeiro, ndo
tém necessidade de cloreto de sodio, mas conseguem sobreviver em concentracdes
de até 4%. Conseguem se desenvolver entre 5°C e 45°C, com temperatura étima de
35°C a 37°C. Sé&o sensiveis ao calor, normalmente sendo eliminadas com
aguecimento de 70°C. Se desenvolvem em pH entre 4 e 9, com pH 6timo entre 6,5 e
7,5. Precisam de alta atividade de agua, entre 0,99 e 0,94. S&o microrganismos
anaerobios facultativos, tém a capacidade de reduzir nitratos a nitritos e produzem
gas a partir da fermentacdo da glicose. (REZENDE et al., 2001; SAIF et al., 2008;
THAYER et al., 1987).

As infecgbes por Salmonella spp. causam grande perda econdmica, tanto
pelos custos para o seu controle quanto pelas perdas na producdo. Surtos de
salmonelose humana também causam impacto na saude publica e afetam a
comercializacdo de produtos avicolas tanto pela mé& propaganda gerada pela sua
contaminagcdo quanto por estabelecimento de barreiras sanitarias para a exportacao
destes produtos (LISTER, 2003).
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2.2.2 Salmonelose no homem

Salmonella spp. pode causar dois tipos de doenca no homem, dependendo

do sorotipo: febre tiféide e salmonelose néo tiféide.

A febre tiféide € causada comumente pelos sorotipos Typhi e Paratyphi,
encontrados somente em humanos (FDA, 2012) e ocasionalmente pode ser causada
por outros sorotipos (FERREIRA; CAMPOS, 2008). Trata-se de uma infeccao
sistémica que se inicia na mucosa intestinal. A bactéria se dissemina através do
sangue, podendo ser cultivada apenas na fase sintomatica da doenca. E uma
infeccdo de longa duracdo que causa constipacdo no inicio e, com a evolugcdo do
quadro, leva a diarréia hemorragica, febre, hepatomegalia e esplenomegalia. Essa
doenca tem uma taxa de mortalidade de 10 a 15% (BROOKS et al., 2007).

A salmonelose nao tiféide € causada por outros sorotipos de Salmonella
enterica que ndo os Typhi e Paratyphi. Os sorotipos néo tifdides estdo amplamente
distribuidos na natureza, sendo o trato intestinal do homem e dos animais o seu
habitat primario (FDA, 2012). A infeccdo € limitada ao intestino e geralmente é
autolimitante. As bacteremias acontecem em pacientes imunodeprimidos
(FERREIRA; CAMPOS, 2008). Apés a infeccdo o paciente desenvolve nausea,
vomito, dores de cabeca e diarréia profusa, podendo ter febre baixa. A doenca se
resolve em 2 a 3 dias. Pode ser diagnosticada com isolamento do microrganismo de
amostras fecais que podem se apresentar positivas por varias semanas apos a
infeccdo. No caso de septicemia pode-se isolar o microrganismo de amostras de
sangue assim como na febre tifoide (SIQUEIRA-BATISTA; GOMES, PESSOA-
JUNIOR, 2009).

As salmoneloses humanas sdo contraidas por via oral, normalmente
envolvendo o consumo de produtos de origem animal, contaminados. A dose
infectante de Salmonella spp.para humanos depende da idade do hospedeiro e de
seu estado e higidez e do sorotipo envolvido (FDA, 2012). Alimentos de origem
vegetal também podem ser veiculadores de Salmonella spp. para seres humanos,
por contaminacdo destes alimentos com produtos de origem animal, por falhas

higiénico-sanitarias durante o seu processamento ou no preparo do alimento pronto
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para 0 consumo nas cozinhas comerciais e residenciais. Os grandes surtos se
devem, na maioria das vezes, ao manejo inadequado do alimento pronto (OPS,
2003).

Dados epidemioldgicos da Secretaria de Vigilancia em Saude, do Ministério
da Saude (BRASIL, 2008), sobre surtos de doencas transmitidas pela ingestdo de
alimentos (DTA) ocorridos no Brasil entre 1999 e 2008, mostraram a ocorréncia de
6.062 surtos, com 117.330 doentes e 64 mortes. A maioria dos surtos registrados foi
causada por Salmonella spp. e os estados com maior ocorréncia foram o Rio
Grande do Sul, Sdo Paulo e Parana. No entanto, os nimeros néo traduzem a real
situacdo em todas as Unidades Federativas, pois as notificagdes se concentram nos
Estados onde a vigilancia epidemiolégica das DTA esta melhor implantada, ou seja,
nos Estados do Sul e Sudeste (BRASIL, 2008).

Os sorotipos mais comumente encontrados em frangos também séo os que
mais causam infeccdo em humanos, sendo esse um indicativo da alta implicacéo
dos produtos avicolas nesses surtos (BERCHIERI JUNIOR; et al, 2009). Costa et al
(2013) em um estudo em diferentes regides do Brasil, entre os anos de 2007 e 2011,
destacaram Enteritidis, Minnesota, Typhimurium, Schwarzengrund e Mbandaka
como sorotipos de Salmonella enterica mais prevalentes em carcacas de frango e

produtos avicolas.

2.2.3 Salmonelose aviaria

A salmonelose nas aves decorre, na maioria dos paises, do grande
crescimento da industria avicola, dentro da visdo econ6mica tipica de produgdo. Em
virtude do desenvolvimento do setor industrial, a avicultura passou a produzir
volumes muito superiores e em menor espago de tempo e, para isto, foi preciso
concentrar um numero maior de aves por metro quadrado, o que favoreceu a
instalacdo, multiplicacéo e disseminagéo de agentes patogénicos como a Salmonella
spp. (HOFER; SILVA FILHO; REIS, 1997; BERCHIERI JR; OLIVEIRA, 2006),
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As salmonelas podem causar trés tipos de doencas nas aves: a Pulorose e 0
Tifo Aviario, causadas respectivamente pelos sorotipos ndo moveis e espécie-
especificos, Salmonella sor. Pullorum e Salmonella sor. Gallinarum, e o Paratifo

aviario, causado por todos 0s outros sorotipos, exceto Pullorum e Gallinarum.

A Pulorose e o Tifo Aviario provocam grande impacto econémico, com alta
mortalidade por septicemia, mas que tem se tornado raras com a implantacdo de
programas de erradicacdo. Tem pouca relevancia para a Saude Publica por serem
restritas as aves e causarem pouco ou nenhum sintoma em humanos (SAIF et al.,
2008). A Pulorose é caracterizada por acometer mais comumente as aves jovens,
tem elevada mortalidade, principalmente entre a segunda e a terceira semana de
vida e sua principal transmissdo é a vertical. O tifo aviario acomete com mais
frequencia aves adultas, no entanto, pode determinar alta mortalidade em aves
jovens no primeiro més de vida (BERCHIERI JUNIOR; OLIVEIRA, 2006).As aves
que porventura sobrevivem a doenca, podem se tornar portadoras e disseminar a
bactéria pela via transovariana e/ou pela transmisséo horizontal. Desde 2013, o Tifo
Aviario tem ocorrido em criacdes de poedeiras comerciais e reprodutoras, tornando-

se motivo de grande preocupacao para o setor avicola brasileiro.

A mortalidade e a morbidade em ambas as salmoneloses aviarias séo
variaveis e sdo influenciadas pela idade, nutricdo, manejo, doengas concomitantes e
pela dose bacteriana (GAST, 2003). As perdas podem ser altas nos quadros graves,
onde a consequéncia, em sua maioria, € a eliminacdo das aves infectadas (HOFER,;
SILVA FILHO; REIS, 1997).

O paratifo aviario é causado pela infeccdo de hospedeiros, animais e
humanos, por sorotipos referidos coletivamente como paratificos. As salmonelas
paratificas sdo praticamente onipresentes nas criacdes avicolas industriais e em
aves silvestres (LISTER, 2003). Sua presencga nas aves pode ser tanto sintomatica
como assintomatica, causando morte em animais muito jovens, mas normalmente
nao sendo perceptivel e se mantendo por longos periodos de tempo em aves acima
de uma semana (SAIF et al., 2008). Essa infeccdo pode ser agravada por outros
patdbgenos e também deixa 0s animais mais susceptiveis a outras doencas. Como
colonizam o trato digestivo, podem, por isso, contaminar carne e 6rgdos comestiveis

no abate (LISTER, 2003). A capacidade das salmonelas paratificas de causarem
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doencas nas aves se deve a varios fatores. Além da idade, como anteriormente
citado, a linhagem e a via e inoculacdo também sao fatores relevantes para a
instalacdo da Salmonelose (ANDRADE et al, 2009).

Nas aves, o paratifo aviario pode ocorrer em decorréncia da transmissao
transovariana ou da transmiss&o horizontal (BERCHIERI JUNIOR; OLIVEIRA, 2006).
A transmissao horizontal pode decorrer, dentre outros fatores, por canibalismo e
ingestdo de ovos e ragbes contaminadas com Salmonella spp. (BERCHIERI
JUNIOR; OLIVEIRA, 2006; OPS, 2003). Os insetos podem participar como vetores
mecanicos em ambientes muito contaminados (OPS, 2003) e, da mesma forma, 0s
animais silvestres e de estimagédo podem contribuir para a infecgdo (BERCHIERI
JUNIOR; OLIVEIRA, 20086).

A ocorréncia e a quantidade deste género presente na carne de frango ao
abate variam em funcédo das condicbes de manejo na criacdo e com o0s cuidados
higiénicos nas operacfes de abate e manipulacdo das carcacas (CARVALHO;
CORTEZ, 2005). A manipulacdo inadequada do alimento pronto para 0 consumo
pode permitir a multiplicacdo de Salmonella spp. em niveis passiveis de ocasionar
surtos de infec¢ao alimentar (GAST, 2003), os quais podem ocorrer ainda do contato
do produto pronto com o alimento cru, ou por meio do consumo da carne ou
alimento mal cozidos, da manutencdo do alimento por muitas horas fora de

refrigeracao e do aquecimento inadequado antes de servi-lo (OPS, 2003).

2.2.4 Diagnéstico de Salmonella spp. em aves

O diagnostico da salmonelose no plantel se da por isolamento do agente.
Quando aves jovens morrem por septicemia, 0 microrganismo pode ser isolado do
figado, vesicula biliar e saco da gema. Em aves adultas o local de coleta mais
comum é o ceco. E possivel fazer um diagnostico indireto de grupos grandes de
aves por suabes de arrasto ou de propés (BERCHIERI JUNIOR; et al., 2009). O
diagnostico sorolégico ndo é confiavel, pois somente cepas invasivas geram

resposta imune detectavel, e essa resposta pode demorar semanas para aparecer e
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se manter ap6s o termino da doenga, além do que anticorpos vacinais ndo sao

distinguiveis de anticorpos por infec¢do (LISTER, 2003).

O meétodo convencional de isolamento e identificacdo bacteriologica de
Salmonella spp. € amplamente empregado e prescrito em legislacbes especificas.
Consiste nas etapas de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo, isolamento e
selecdo, identificacdo bioquimica e prova de soro-aglutinacdo (BRASIL, 1995a;
1995b; 2003b). No entanto, esses testes geralmente demandam um tempo minimo
de cinco dias podendo alcancar até sete dias, se forem realizadas provas
bioquimicas e sorologia (DICKEL, 2004). Além disso, muitas vezes, ndo s&o
suficientemente especificos (LOFSTROM et al., 2004). A técnica é demorada e
trabalhosa, pois, necessita de muitos reagentes e vidraria, principalmente quando no
processamento de um grande numero de amostras, como as que sao exigidas nas
industrias de alimentos. Portanto, métodos de diagnésticos mais rapidos séo
extremamente necessarios para a tomada de decis6es em tempo real nas industrias
de alimentos, principalmente quando se trata de produtos pereciveis (VON
RUCKERT, 2006.).

O controle das salmoneloses depende de um incremento na velocidade e
precisdo dos testes diagndsticos, principalmente no monitoramento da producéo
zootécnica e de alimentos (SANTOS et al., 2001). Métodos para deteccédo rapida de
Salmonella spp. tém sido desenvolvidos, nos ultimos anos, tais como ensaio
imunoenzimatico (“Enzyme-linked Immunosorbent Assay” - ELISA), imunodifuséo,
hibridizacdo do DNA e aglutinacdo em latex, porém, muitos desses metodos
apresentam problemas de sensibilidade e/ou especificidade, que limitam a sua
aceitacédo (BLACKBURN, 1993).

A rapidez na identificacdo de agentes etiologicos pela deteccdo do seu DNA,
em comparagdo ao metodo bacteriologico, torna a PCR uma alternativa pratica,
além da sua alta sensibilidade e especificidade, dentre os métodos de diagndstico
das salmoneloses. No trabalho de Lofstrom et al. (2004), o tempo total necessério
para deteccao de Salmonella spp. em 14 tipos de alimentos para animais, atraves da

técnica de PCR, foi inferior a 24 horas.

Flores et al. (2003) realizaram analise bacteriologica convencional,
preconizada pela Portaria n°8, de 23 de janeiro de 1995, do MAPA (BRASIL, 1995a)
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e compararam com a técnica da PCR em amostras de ovos obtidos diretamente de
produtores rurais de Santa Maria, no Estado do Rio Grande do Sul. Como resultado
do estudo, a PCR foi tdo eficiente quanto o método bacteriolégico, com custo e
tempo de analise significantemente inferior e concluiram que, através da técnica de
PCR, é possivel identificar lotes infectados com rapidez sem haver a necessidade de

coletas de sangue, o que poderia facilitar a disseminacéo das bactérias.

Apesar de ndo ser o método mais rapido, a legislacdo do PNSA recomenda o
cultivo bacteriol6gico para o monitoramento e o diagnéstico de Salmonella spp. em
aves de producdo e outros métodos sO serdo considerados para medidas oficias se
tiverem autorizacéo prévia do MAPA (BRASIL, 2003b).

Para estabelecer a relacdo clonal entre os isolados e assim correlacionar a
origem de uma infeccdo, a genotipagem das cepas pode ser feita por varias
técnicas, como PFGE, ribotipagem, amplificacdo de DNA polimérfico e pesquisa de
plasmideos (SAIF et al., 2008). Dentre esses métodos, a PFGE tem se mostrado um
método confiavel, tornando-se o padrdo ouro para a identificacdo de patdégenos
alimentares (RIBOT, 2006).

A PFGE gera a separagao de faixas de DNA utilizando sua reorientagéo por
campos elétricos alternados. Os resultados podem variar com diferencas na
técnicas, como Voltagem, concentracdo de agarose, temperatura, solucdo

tamponante, tempo de pulso e de corrida eletroforética (MAGALHAES et al., 2005)

Em 1996 o Center for Disease Control and Prevention (CDC) criou o
PulseNet, uma rede pela qual laboratérios cadastrados podem trocar dados sobre
patogenos identificados através de métodos padronizados de PFGE para se ter uma
informagdo mais completa dos organismos envolvidos em diferentes surtos (RIBOT,
2006). Neste mesmo ano, houve um surto de E. coli O157:H7 nos Estados Unidos e
Canadéa envolvendo suco de maca ndo pasteurizado. Através de identificacdo do
mesmo patdgeno nos pacientes e no suco atraves de PFGE, permitiu-se uma acao
rapida de recolhimento do suco de macd contaminado das prateleiras
(SWAMINATHAN et al., 2001).

A PFGE, realizado de forma padronizada, obtém resultados altamente

reproduziveis. Isso em conjunto com uma base de dados alimentada por diferentes
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fontes se mostra eficiente em correlacionar surtos em diferentes localidades com
fontes comuns (SWAMINATHAN et al., 2001). Podem ser citados como exemplo, o
estudo feito em 2010 na Nigéria, onde foram testadas amostras de Salmonella
provenientes de um surto de 2004/2005, comparando-as com amostras historicas e
ambientais de fontes de agua e esgoto, mostrando gendétipos muito proximos nos
pacientes, esgoto e fontes de agua, apontando para a falta de saneamento como
causa do surto (AKINYEMI et al, 2010). E na Australia, em 2011, um surto causado
por Salmonella sor. Typhimurium, em que foi determinado que o alimento mais
provavel como fonte da infeccdo era carne de frango, pela analise comparativa dos
resultados obtidos por PFGE dos pacientes e de amostras de carne de frango
obtidas do comercio (GOVERMENT OF WESTERN AUSTRALIA, 2012).

2.2.5 Salmonella sor. Minnesota

O sorotipo de Salmonella sor. Minnesota foi inicialmente isolado em 1936 em
um peru no estado de Minnesota (EDWARDS; BRUNER, 1938).

O sorotipo Minnesota é emergente na avicultura, isso pode ser explicado
pelos cuidados que se tem dado aos sorotipos Enteritidis e Typhimurium, abrindo
espaco para que outros como a Minnesota crescam. O controle de salmonelas
utilizando acidos organicos na racdo e agua, ndo se mostrou eficiente para
Salmonella sor. Minnesota, sendo este um mecanismo para ela substituir sorotipos
susceptiveis como Enteritidis (PICKLER, 2011). Vérios estudos indicam o sorotipo
Enteritidis como o mais comum na avicultura (SILVA; DUARTE; 2002), porem
Minnesota foi 0 mais comumente encontrado em suabes de arrasto de aviarios por
Voss-Rech et al. (2011). Muniz (2012) mostrou aumento porcentual na identificacao
de Minnesota na avicultura por ribotipagem, sendo este o 10° sorotipo mais
identificado em salmonelose aviaria entre os anos de 2004 e 2008 passando a
segunda posicao entre 2009 e 2010. Esses resultados podem indicar uma mudanca
na fréquencia dos sorotipos contra 0s quais a avicultura comercial deve adotar

medidas preventivas.
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Entre os anos de 2001 e 2011, o sorotipo Minnesota ndo se mostrou um dos
principais causadores de doencas em humanos nos Estados Unidos, porém
ocorreram surtos por esse sorotipo todos os anos ao longo desses dez anos, com
picos entre 2005 e 2006 e media de 34,7 casos por ano (CDC, 2013c).

Sorotipos de Salmonella enterica, como Typhimurium, Minnesota seguidos de
Mbandaka, Senftenberg, Agona, Schwarzengrund, Infantis e Panama vem se
destacando como os mais frequentes em casos de doencas de transmissao
alimentar nos paises desenvolvidos, a partir da reducdo de Salmonella Enteritidis.
No Brasil, estes sorovares encontram-se entre 0s mais prevalentes isolados nas
duas ultimas décadas, sendo notdria sua participacdo em surtos de origem alimentar
e isolados de origem humana (RODRIGUES, 2013).

2.3 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

O uso de antimicrobianos na avicultura se faz necessario, tanto para o
controle de doencas infecciosas como para melhorar o desempenho das aves,
promovendo maior ganho de peso, conversao alimentar e produtividade. Entretanto,
residuos dessas substancias presentes no alimento de origem animal podem causar
agravos ao homem, tais como reacdes de hipersensibilidade, efeitos teratogénicos,
mutagénicos e carcinogénicos. Além disso, 0 uso de antimicrobianos na racéo
animal poderia facilitar a ocorréncia de resisténcia bacteriana, interferindo na
microbiota intestinal do homem. A principal preocupac¢éo, no entanto, seria quanto a
contribuicdo da resisténcia bacteriana de patégenos do animal e do homem
(ALMEIDA; PALERMO NETO, 2005).

A resisténcia bacteriana € um fendmeno biolégico que vem sendo observado
desde a introducdo dos agentes antimicrobianos na é&rea médica e médico-
veterinaria. Estudos recentes tém detectado um aumento consideravel na proporcao
de microrganismos resistentes a um ou mais antimicrobianos. E, nos ultimos anos
este problema vem se agravando (AKINYEMI et al, 2010), em comparacdo ao

ocorrido em décadas anteriores. Nesse contexto, a possibilidade dos
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antimicrobianos usados em avicultura induzirem a selecdo de bactérias resistentes
gue possam comprometer a terapéutica de doencas infecciosas aviarias € aspecto
de extrema relevancia. Sob esse enfoque, Salmonella spp. esta entre as bactérias
gue mais demandariam preocupacgdes por serem patogénicas ao homem e serem

frequentemente encontradas no trato intestinal das aves (PALERMO NETO, 2003).

A identificacdo da resisténcia antimicrobiana dos sorotipos de Salmonella é
de importancia para a Saude Publica. Na maior parte dos estudos epidemiolégicos
de surtos de Salmonella ndo € feito um isolamento com subtipagem para
identificagdo do alimento causador. Esse tipo de rastreamento pode ser o primeiro
passo para a implantacdo do sistema de analise de pontos criticos de controle para
a Salmonella (MUNIZ, 2012).

7

O tratamento no homem é sintomatico com utilizacdo de reidratacdo e
reposicao de eletrélitos. Tratamento com antimicrobianos geralmente néo € indicado,
pois prolonga o periodo de eliminacdo da bactéria pelas fezes e pode determinar o
aparecimento de cepas multirresistentes. Contudo, o tratamento pode ser indicado
nos casos de salmoneloses com complicacbes sistémicas, na febre tifoide e em
pacientes imunodeprimidos, sendo indicado a realizagcdo de antibiograma para
selecdo do medicamento a ser usado. Os grupos de antimicrobianos indicados para
o tratamento humano sédo as fluoroquinolonas, cefalosporinas de terceira geracao
(WHO, 2013; CDC, 2013b).

Bactérias com fendtipos de multirresistentes tém sido cada vez mais descritas
entre os sorotipos de Salmonella no mundo. Estudos comprovando aumento de
resisténcia de cepas de Salmonella a ampicilina, a tetraciclina ao cloranfenicol ao
acido nalidixico tem sido realizados na Espanha, Alemanha, Gra-Bretanha e EUA
(WHITE et al., 2002). Por causa disso, 0 uso desses medicamentos n&do tem sido
bem visto, como por exemplo na Unido Europeia, onde o uso de antibiéticos como
promotores de crescimento é proibido desde 2006, levando a busca de alternativas,

como os probidticos, prebidticos e fitoterapicos (MUNIZ et al, 2013).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS

Para este estudo foram coletadas amostras de dez lotes diferentes de frangos
de corte, sendo cinco provenientes de ambientes (galpbes) positivos para
Salmonella spp. e cinco de ambientes negativos (Tabela 1). Os galpdes foram
testados previamente a partir de propés arrastados na cama 15 dias antes das
coletas nos frangos. Os propés foram submetidos a isolamento bacteriolégico
realizado no Controle de Qualidade da empresa avicola estudada, no municipio de
Sidrolandia, Mato Grosso do Sul, seguindo a orientacdo da Instrugcdo Normativa no
62 de 26 de agosto de 2003 (BRASIL, 2003a).

Foram coletados 10 pools de 5 suabes de cada lote, totalizando 100 pools,
dos quais foram obtidos 29 pools positivos para Salmonella spp. Foram coletados
também 25 suabes de carcaca de cada lote, totalizando 250 carcacas de frangos,
apos a passagem pelo chiller, a partir dos quais foram obtidas 20 carcacas positivas
para Salmonella spp, totalizando 49 isolados. Todas as 49 cepas de Salmonella spp.
isoladas obtiveram diagndstico presuntivo para o sorotipo Minnesota. Esses isolados
foram semeados em agar estoque e enviados ao Laboratério de Sanidade Avicola
da UFF.

Tabela 1. Numero de cepas de Salmonella spp. isoladas em frangos vivos e
carcacas provenientes de ambientes positivo e negativo pelo teste de analise de
propé

Lo.te de | Ambiente positivo | Ambiente negativo
origem
dos
frangos | vivo carcaga vivo Carcaca
1 0/10 0/25 0/10 0/25
2 8/10 7/25 4/10 3/25
3 0/10 0/25 6/10 9/25
4 7/10 1/25 1/10 0/25
5 1/10 0/25 2/10 0/25
TOTAL 16/50 8/125 13/50| 12/125
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AplOs o recebimento das cepas, aquelas sugestivas de Salmonella sor.
Minnesota foram semeadas em agua peptonada a 1%, novamente semeadas em
agar nutriente e transportadas ao Laboratério de Enterobacterias do Instituro
Oswaldo Cruz (I0C) onde foram realizadas a sorotipificagdo pelo método Kaufmann-
White (GRIMOND; WEILL, 2007) e a PFGE. O antibiograma foi realizado pelo

método de difusdo em disco no Laboratdrio de Sanidade Avicola.

3.2 PULSED-FIELD GEL ELETROPHORESIS

Das 49 cepas de Salmonella sor. Minnesota trabalhadas foram selecionadas
aleatoriamente 11 amostras, para analise pela PFGE, sendo sete provenientes de
frangos no pré-abate e quatro de carcacas. A PFGE foi realizada seguindo o
procedimento proposto pelo “Centers Of Disease Control” para a rede Pulsenet
(CDC, 2013a).

As amostras de Salmonella sor. Minnesota foram recultivadas em agar
nutriente e incubadas por 24 horas em temperatura de 37° C. apés a incubacao, as
bactérias que cresceram no agar foram diluidas em uma Solucdo Tampédo de
Suspensdo Bacteriana (Cell Suspension Buffer- CBS) até atingir a turbidez ideal.
Dessa suspensao, 400uL foram transferidos para tubos de 1,5 mL, onde foram
adicionados 20uL de proteinase K, e em seguida 400uL de agarose. Essa mistura foi

imediatamente pipetada em moldes de preparo de plugs.

Apos os plugs esfriarem, foram colocados em tubos de 50mL juntamente com
5mL de mistura de solucéo de lise (cell lysis buffer) e proteinase K. Os tubos foram
colocados em banho-maria com agitacdo a 55°C por um periodo de 2 horas. Apos
esse tempo, os tubos foram retirados do banho-maria, a solucdo de lise foi
descartada e foram adicionados 5mL de agua tipo 1, retornando os tubos para o
banho-maria por 15 minutos. Em seguida, a agua tipo 1 foi descartada. O
procedimento foi repetido uma vez e foram adicionados 5mL de solugéo TE ao tubo,
que voltou para o banho-maria por mais 15 minutos. Apds esse tempo, a solugdo TE

foi descartada e esse processo repetido trés vezes.
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Os plugs que foram usados foram entdo colocados em tubos de 1,5mL, junto
com 200uL de enzima Xbal e incubados em temperatura ambiente por 15 minutos.
A enzima foi entdo descartada. A enzima de restricdo foi adicionada e os tubos
incubados em banho-maria a 37° C por 2 horas. Os tubos foram entéo retirados do
banho-maria, a enzima de restricao foi retirada e 200puL de uma solucao de TBE foi

adicionada aos tubos que foram incubados por 5 minutos.

Os plugs entdo foram retirados dos tubos e colocados em um pente para
fazer a placa de agarose. O pente com os plugs foi colocado no molde da placa e a
agarose foi adicionada cuidadosamente. Apos o resfriamento da agarose, o pente foi
retirado cuidadosamente e a placa foi levada ao aparelho de PFGE (Chef DR llI)
para o processo de eletroforese que durou 18 horas. As imagens foram obtidas com
fotodocumentador Image Quant 300 sob a iluminacdo ultravioleta, apos o gel ser
corado com brometo de etidio (1pg/mL, Sigma). Os fragmentos obtidos para cada
isolado foram analisados em comparacdo com a cepa padrdo, sendo construida
uma matriz binaria, a partir da qual os isolados foram agrupados de acordo com a
sua similaridade utilizando o programa BioNumerics v4 (Applied Maths, Sint-

Martens-Latem, Bélgica).

3.3 ANTIBIOGRAMA

A resisténcia das 49 amostras sugestivas de Salmonella sor. Minnesota foi
testada para 12 antibidticos, de acordo com sua classes e espectro de acdo
(QUADRO 1) Amoxacilina (10 pug - Amo), Cefalotina (30 pug —Cfl), Ceftiofur (30 ug -
Ctf), Ciprofloxacina (5 pg - Cip), Cloranfenicol (30 pg - Clo), Doxiciclina (30 ug -
Dox), Enrofloxacina (5 ug - Eno), Gentamicina (10 pg - Gen), Norfloxacina(10 pg -
Nor) , Tetraciclina (30 pg - Tet), Trimetroprima (5 pg - Tri) e Sulfonamidas (300 ug -
Sul), pelo método de difusdo em disco (CLSI, 2010).

As amostras foram reativadas em agua peptonada a 1,0% a 35°C até atingir
uma turbidez equivalente a uma solucado padrédo de McFarland 0,5. A partir dessa
cultura, o inéculo foi distribuido uniformemente em placas contendo Agar Mueller-

Hinton. Apds a absorcao do indculo, foram aplicados os discos impregnados com o0s
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antibiéticos selecionados, utilizando pinga estéril, pressionando suavemente sobre a
superficie do meio. Em seguida as placas foram levadas a estufa por 24 horas a
35°C. A leitura foi feita com a medicdo, em milimetros, dos halos de inibicdo com
auxilio de régua e interpretados, classificando as cepas em sensiveis, intermediarias
ou resistentes para cada antibittico testado. A partir dos resultados de resisténcia e

sensibilidade foram criados perfis das cepas isoladas para comparcéo entre elas.

QUADRO 1 . Classes e espectro de acao de antimicrobianos utilizados em estudo

de resisténcia antimicrobiana em Salmonella sor. Minnesota

Antibioticos Classes Sitio de Acao
Ciprofloxacina biosintese da &cidos nucléicos
Enrofloxacina Fluoroquinolona biosintese da acidos nucléicos
Norfloxacina biosintese da &cidos nucléicos
Trimetroprima | Andlogos do &cido folico | biosintese da acidos nucléicos
Sulfonamidas Sulfas biosintese da &cidos nucléicos
Amoxacilina B-lactamico biosintese da parede bacteriana
Cefalotina Cefalosporina 12 geracao | biosintese da parede bacteriana
Ceftiofur Cefalosporina 33geracao | biosintese da parede bacteriana
Tetraciclina - sintese proteica bacteriana
— Tetraciclina . . -
Doxiciclina sintese proteica bacteriana
Gentamicina Aminoglicosideo sintese proteica bacteriana
Cloranfenicol Cloranfenicol sintese proteica bacteriana

(Adaptado de SPINOSA et al., 2005).


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Parede_bacteriana&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Parede_bacteriana&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Parede_bacteriana&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Parede_bacteriana&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico_beta-lact%C3%A2mico
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Parede_bacteriana&action=edit&redlink=1
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as 49 cepas de Salmonella spp isoladas de frangos vivos e carcagas
foram confirmadas como Salmonella enterica enterica sorovar Minnesota pela

sorotipificagao.

Todas as cepas de Salmonella sor. Minnesota apresentaram
caracteristicas de multirresisténcia com 59,17% dessas cepas apresentando
resisténcia a pelo menos cinco antimicrobianos diferentes. Foram obtidos 17 perfis,
identificados por letras de “A” a “Q”, para analise e comparagéo entre estas cepas
(QUADRO 2).

Dentre esses padrfes se destacaram o padrdo B, em que foram agrupadas
28,57% (14/49) das cepas de Salmonella sor. Minnesota e que apresentaram
resisténcia a doxiciclina, tetraciclina e sulfonamidas; e 28,57% (14/49) no padréo I,
em que foram agrupadas cepas com resisténcia a amoxicilina, clorafenicol, ceftiofur,
doxiciclina, tetraciclina e sulfonamidas. O somatorio das cepas que apresentaram
resisténcia a doxiciclina, tetraciclina e sulfonamidas nos padrdes B e |, totalizou
entdo 57,14% (28/49) das cepas estudadas. Estes resultados estdo de acordo com o
aumento relatado por White et al. (2002), de resisténcia de cepas de Salmonella spp
a antimicrobianos como cloranfenicol, tetraciclinas e sufonamidas. Esses autores
citaram as fluoroquinolonas e cefalosporinas de amplo espectro como tratamento de
escolha nos casos de salmonelose por cepas multirresistentes, embora também
esteja aumentando o0 numero de cepas resistentes a essas drogas, como

encontramos no presente estudo.

Todas as amostras estudadas (100%) apresentaram resisténcia aos
antibidticos tetraciclina e sulfonamidas e 87,76 % (43/49) para a doxiciclina. Em
contrapartida, ciprofloxacina, enrofloxacina, gentamicina e norfloxacina se
mostraram bastante eficientes, com poucas cepas apresentando resisténcias.
Quando analisados os antibiéticos recomendados pelo CDC para o tratamento em
humanos (CDC,2013b), as fluoroquinolonas se mostraram boas opc¢des, assim como
no relato de White et al. (2002).
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Quadro 2. Perfis de Resisténcia antimicrobiana de Salmonella sor. Minnesota

isoladas de frangos vivos e carcacas apos a passagem pelo chiller

Perfis Antimicrobianos*

antibiograma | Amo= [ cfl* [ ctf* | Cip* | Clo* | Dox* | Eno* | Gen* | Nor* | Tet* | Tri* [ Sul* [ Ne [ %

A S* S S S S S S S S R S R* 11 2,04%
B S S S S S R S S S R S R 141 28,57%
C S S S S S R I* S S R S R 11 2,04%
D S S S S S R S S S R R R 2| 4,08%
E S S S S S R S S R R S R 1] 2,04%
F S S S S S R R S S R S R 1|1 2,04%
G R R R S S S S S S R S R 2| 4,08%
H R R R S S | S S S R S R 1|1 2,04%
| R R R S S R S S S R S R 14 | 28,57%
J R R R S S S S S R R S R 1] 2,04%
K R R R S S R | S S R S R 11 2,04%
L R R R S S R S S S R R R 4| 8,16%
M R R R S S S | S R R R R 1] 2,04%
N R R R S S R S S | R R R 2| 4,08%
@) R R R | S R S S S R R R 11 2,04%
P R R R S R R S S R R R 1] 2,04%
Q R R R R R R S S R S R 1] 2,04%

* Amo — Amoxacilina; Cfl — Cefalotina; Ctf — Ceftiofur; Cip — Ciprofloxacina; Clo —
Cloranfenico; Dox — Doxiciclina; Eno — Enrofloxacina; Gen — Gentamicina; Nor —
Norfloxacina; Tet — Tetraciclina; Tri — Trimetroprima; Sul — Sulfonamidas

** S- sensivel; R- resistente; | — intermediario

Cardoso et al (2006), em estudo com Salmonella sor. Enteritidis isoladas de
carcacas de frango, obtiveram resultados de resistencia semelhantes aos do
presente estudo, com 100% de resisténcia a tetraciclina, alta resisténcia a
sulfonamidas, e alta sensibilidade a ciprofloxacina, norfloxacina, enrofloxacina e
gentamicina. Palmeira (2007) também apresentou resultados de baixa resisténcia a
cloranfenicol, ciprofloxacina, enrofloxacina e norfloxacina estudando Salmonella
spp. isoladas de frangos e perus, porém para cefalotina, ceftiofur, sulfonamidas e
tetraciclina foi obtida baixa resisténcia, o que divergiu dos achados neste trabalho.
Akinyemi et al em 2010 também encontraram resisténcia de 100% de suas amostras

de Salmonella spp. a tetraciclina e resisténcia alta a sulfamethoxazole-trimethoprim.
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Tabela 2. Frequéncia de resisténcia de cepas de Salmonella sor. Minnesota, de 29

isolados de frangos vivos e 20 isolados de carcacas, a diferentes antimicrobianos.

Frango vivo Carcaga de
Antimicrobianos| (suabe de cloaca) frangos Total

testados n % n % n %
Amoxacilina 14 48,28% 15 75,00% 29 59,18%
Cefalotina 14 | 48,28% 15 75,00% 29 59,18%
Ceftiofur 14 | 48,28% 15 | 75,00% 29 59,18%
Ciprofloxacina 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Cloranfenicol 1 3,45% 0 0,00% 1 2,04%
Doxiciclina 27 93,10% 16 80,00% 43 87,76%
Enrofloxacina 1 3,45% 1 5,00% 2 4,08%
Gentamicina 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Norfloxacina 1 3,45% 2 10,00% 3 6,12%
Tetraciclina 29 |100,00%| 20 ]100,00%| 49 ]100,00%
Trimetroprima 6 20,69% 5 25,00% 11 22,45%
Sulfonamidas 29 |100,00%| 20 [100,00%| 49 ]100,00%

N&o houve diferenca significativa entre a frequencia de cepas de Salmonella

sor. Minnesota de frangos vivos e das carcacas (Tabela 2) resistentes aos

antibioticos estudados (Teste-G: independéncia, p =1,000). Também nao foi

observada uma diferenca significativa pelo teste binomial de duas proporcdes para a

correlacdo unilateral da presenca de Salmonella spp. nos frangos vivos (p = 0, 2543)

e nas carcagas (p=0,1755), de ambientes previamente avaliados como positivos ou

negativos no teste em propés que antecedeu a coleta de material para analise

(Tabela 3).
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Tabela 3. Frequéncia de cepas de Salmonella sor. Minnesota provenientes de
frangos vivos e carcacgas, de ambientes positivos e negativos ao isolamento a partir

de andlise de propés frente aos perfis de resisténcia antimicrobiana

Ambiente Positivo

Ambiente Negativo

Frango vivo
Perfis de (suabe de Frango vivo
resisténcia cloaca) Carcaca (suabe de cloaca) Carcaca
antimicrobiana | n % N % n % n %
A 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 8,33%
B 4 25,00% 3 37,50% 7 53,85% 0 0,00%
C 1 6,25% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
D 1 6,25% 0 0,00% 0 0,00% 1 8,33%
E 0 0,00% 0 0,00% 1 7,69% 0 0,00%
F 1 6,25% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
G 0 0,00% 0 0,00% 1 7,69% 1 8,33%
H 1 6,25% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
| 3 18,75% 3 37,50% 2 15,38% 6 50,00%
J 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 8,33%
K 1 6,25% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
L 2 12,50% 1 12,50% 1 7,69% 0 0,00%
M 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 8,33%
N 0 0,00% 0 0,00% 1 7,69% 1 8,33%
O 1 6,25% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
P 0 0,00% 1 12,50% 0 0,00% 0 0,00%
Q 1 6,25% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
total 16 | 100,00% 8 100,00% |13 | 100,00% (12| 100,00%

A PFGE mostrou semelhanca de pelo menos 85% entre todas as cepas

analisadas, indicando que todas as Salmonella sor. Minnesota encontradas tiveram

a mesma origem clonal, mesmo sendo de diferentes lotes e apresentando perfis de

resisténcia a antimicrobianos variados. Esses resultados sugerem a contaminacao

entre lotes e das carcacas. Segundo Magalhaes et al. (2005), considera-se que um

minimo de 10 fragmentos de DNA, consequentemente 10 bandas no gel, devem ser

obtidos para que a técnica tenha poder discriminatorio relevante entre as bactérias

estudadas. Uma linhagem é considerada semelhante a outra quando ocorre um

anico evento genético como uma mutagdo, uma insercdo ou delecdo, que altere o

padrdao de bandas. Qualquer um destes eventos altera o padrdao da linhagem

epidémica em duas ou trés bandas. Uma bactéria € considerada possivelmente
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relacionada quando as mudancas de padrdo de restricdo forem compativeis com
dois eventos genéticos, resultando em alteracbes envolvendo entre 4 e 6 bandas.
Quando o padrdo da linhagem epidémica possuir mais da metade das bandas
diferentes em relacdo ao padrdo de outras bactérias, estas devem ser consideradas

nao relacionadas geneticamente.
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Figura 1. Dendograma de cepas de Salmonella sor. Minnesota escolhidas aleatoriamente dos diferentes lotes positivos e
negativos COMPLETAR O PERFIL E COLOCAR AS LETRAS MAIUSULAS DOS PERFIS

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S$>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE-Xbal PFGE-Xbal
Perfis de
Lote Fonte resisténcia
& antimicrobiana
.8 .8 .8 .3 . .8 .8 .7
N2 Carcaca M
N4 Animal vivo B
P2 Animalvivo B
| P4 Carcaca B
l P4 Animal vivo D
N2 Animal vivo B
N3 Animal vivo L
’ N3 Carcaca |
| N5 Animal vivo N
P2 Animal vivo  Q
P2 Carcaca I

*P- Lote positivo
N- lote negativo
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5 CONCLUSAO

O exame prévio de ambiente ndo foi preditivo da frequéncia de Salmonella
sor. Minnesota no frango vivo ou na carcaga. A multirresisténcia estava presente em
todas as cepas de Salmonella sor. Minnesota e a maioria das amostras estudadas
apresentou os mesmos perfis frente aos antimicrobianos estudados. Todas as cepas
de Salmonella sor. Minnesota apresentaram semelhanca genética de pelo menos
85% o que confirmou a homologia dessas cepas, mesmo sendo de diferentes lotes e

apresentando variados perfis de resisténcia a antimicrobianos.
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