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Aos vinte dias do més de dezembro de dois mil e dezenove, a partir das
08h30min, na sala 13 da Pés-Graduagio da EVZ/UFG, realizou-se a sessdo publica de Defesa
de Tese intitulada “Deteccdo de Saimonella sp em amostras de excretas, carcagas e ovos de
galinhas produzidas no sistema caipira comercializadas em feiras de Goiania”. Os trabalhos
foram instalados pela Orientadora, Prof.2 Dr.2 Valeria de S4 Jayme (EVZ/UFG) com a
participacio dos demais membros da Banca Examinadora: Prof.2 Dr.2 lolanda Aparecida
Nunes (EVZ/UFG), membro titular externo ao programa; Prof.2 Dr.2 Ana Paula Iglesias Santin
(EVZ/UFG), membro titular externo ao programa; Prcf.2 Dr.2 Michele Laboissiére (UEG),
membro titular externo; Prof.2 Dr.2 isis Assis Braga (UNIFIMES), membro titular externo.
Durante a arguicdo os membros da banca fizeram sugestdo de alteragdo do titulo do
trabalho , conforme explicitado abaixo. A Banca Examinadora reuniu-se em sess3o secreta a
fim de concluir o julgamento da Tese tendo sido o candidato aprovado pelos seus membros.
Proclamados os resultados pela Prof.2 Dr.2 Valeria de Sa Jayme, Presidente da Banca
Examinadora, foram encerrados os trabalhos e, para constar, lavrou-se a presente ata que é
assinada pelos Membros da Banca Examinadora, aos vinte dias do més de dezembro de dois
mil e dezenove.
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RESUMO

A producéo e o modo de comercializagdo de galinhas caipiras em feiras sdo importantes
fatores na transmissdo de infeccGes como a salmonelose ao ser humano. Este trabalho foi
realizado com o objetivo de pesquisar a ocorréncia de Salmonella enterica em produtos
avicolas comercializados em feiras livres de Goiania dos quais foram colhidas 100
amostras de carcacas de frangos, 100 de excretas e 50 dizias de ovos. Foram empregadas
a pesquisa bacterioldgica, a sorotipificacdo e a determinacdo do perfil de resisténcia aos
antimicrobianos e a analise do perfil genético dos isolados. Houve o isolamento em seis
amostras das excretas; cinco das carcacas e trés dos ovos. Quanto a sorotipificacdo foram
identificados na carcaca Salmonella Cerro, Salmonella Panama, Salmonella Corvallis
além das amostras antigénicas O:4,5; O:3,10 e uma cepa rugosa; nas amostras de excretas
Salmonella Typhimurium, S. Agona, S. Anatun e uma cepa rugosa e nas amostras de ovos
Salmonella Corvallis. Na andlise do perfil de resisténcia foram testados 12 antibidticos;
para os isolados das carcacas dois ndo apresentaram resisténcia a nenhum antibiotico,
dois a dois antibidticos, um a apenas um antibiotico e outro apresentou multirresisténcia
as drogas; os isolados das excretas trés foram sensiveis a todos os antibioticos, um isolado
a apenas um antibidtico e outro com multirresisténcia (trés antibioticos), enquanto que 0s
trés isolados dos ovos ndo apresentaram resisténcia a nenhum dos antibiéticos testados.
O resultado da Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR, além de confirmar a presenca de
Salmonella nas mostras positivas na bacteriologia convencional identificou ainda a
presenca em trés amostras de excretas, duas de carcacas e trés de ovos. Ainda pela PCR
foi detectada a presenga do gene blarem em quatro amostras, 0 gene gnrS em cinco
amostras e 0 aadA2 em nenhuma das amostras inicialmente positivas para Salmonella
spp. Por meio da Eletroforese em Campo Pulsado — PFGE, foi possivel identificar que
quatro isolados de Salmonella Corvallis fazem parte do mesmo grupo clonal assim como
0s dois de S. Anatum, enquanto que os demais sorotipos identificados pertencem a
diferentes grupos clonais entre si e dos anteriormente citados. A partir destes resultados
infere-se que o sistema de producdo tipo caipira representa um importante papel na
epidemiologia da salmonelose, mesmo com baixa ocorréncia pode se apresentar como
mantenedor ou disseminador de diversos sorovares de Salmonella enterica, indicando
preocupacao para a avicultura industrial e para a saide publica.

Palavras-chave: Avicultura, resisténcia aos antibioticos, salmonelose, satde publica
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ABSTRACT

The production and way of selling free-range chickens in fairs are important factors in
the transmission of infections such as salmonellosis to humans. This work was carried
out with the aim of investigating the occurrence of Salmonella enterica in poultry products
sold at free fairs in Goiania from which 100 samples of chicken carcasses, 100 samples
of excretes and 50 dozen eggs were collected. In this study were used bacteriological
research, serotyping and determination of antimicrobial resistance profile, and analysis
of the genetic profile of the isolates. There was isolation in six excrete samples; five in
the carcasses and three in the eggs. Regarding serotyping, there were identified in the
carcass Salmonella Cerro, Salmonella Panama, Salmonella Rugosa, Salmonella
Corvallis, besides the antigenic samples O:4,5; 0:3,10 in the samples of excretes were
identified Salmonella Typhimurium, Salmonella Agona, Salmonella Rugosa, Salmonella
Anatun and a rough strain; and Salmonella Corvallis in the egg samples. In the analysis
of the Resistance Profile 12 antibiotics were tested. For the isolates from the carcasses
two did not present resistance to any antibiotics, two showed resistance to two antibiotics,
one to just one antibiotic and another one presented multiresistance to drugs. The isolates
from excretes three were sensitive to all antibiotics, one isolated to only one antibiotic
and one with multiresistance (three antibiotics), while the three isolates from the eggs did
not present resistance to any of the antibiotics tested. The result of polymerase chain
reaction — PCR, besides confirming the presence of Salmonella in the positive samples
from conventional bacteriology also identified the presence in three excrete samples, two
carcasses and three of eggs. In addition, PCR also detected the presence of the blatem
gene in four samples, the qnrS gene in five samples and aadA2 in any of the samples
initially positive for Salmonella spp. Using Electrophoresis in Pulsed Field - PFGE, it
was possible to identify that four Salmonella Corvallis isolates are part of the same clonal
group as well as the two of S. Anatum, while the other identified serotypes belong to
different clonal groups among themselves and those previously mentioned. From these
results, it is infered that the system of free-range chicken productions, represents an
important role in the epidemiology of salmonellosis, either as maintainer or as a
disseminator of several Salmonella Enterica serovars, representing a concern for
industrial poultry farming and public health.

Keywords: Antibiotic resistance, poultry, public health, salmonellosis.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

As galinhas foram introduzidas no Brasil no inicio do século XVI conforme
relatado na carta de Pero Vaz de Caminha ao Rei de Portugal®, dando inicio ao modelo
de subsisténcia que prevaleceu até o século XX, quando os investimentos no setor avicola
comecaram a mudar o perfil de produgio?.

A criacdo de frangos para a producéo de carne tipo caipira € um dos segmentos
da avicultura alternativa que tem se mostrado promissor, pois, além de agregar valor ao
produto e utilizar um sistema de criacdo que preza pelas normas de bem-estar animal, é
adequado tanto para pequenos quanto médios produtores, havendo interesse ainda pela
producdo em escala comercial®.

Devido a esse cenério de desenvolvimento, desde o inicio do século XXI, os
sistemas de producdo alternativos tém sido considerados como uma opc¢éo distinta ao
consumo de carne de aves, sendo direcionado especialmente a uma parcela da populagéo
que valoriza o bem-estar animal e a qualidade da proteina a ser consumida, mesmo a um
custo mais elevado®.

O sistema de producdo de frango caipira se utiliza de diversas préaticas de
manejo que sdo também aplicadas ao sistema de producao industrial, havendo excec¢des
como as racas autorizadas e a alimentacao que deve ser especifica para este segmento.
No entanto, esse sistema de producéo é caracterizado pelo acesso a area aberta com baixa
densidade de aves, diferencas que podem ter um papel significativo na reducdo da carga
bacteriana assim como de residuos de produtos quimicos®.

Mesmo sendo criadas ao ar livre podem ser portadoras assintomaticas e
reservatorios de bactérias patogénicas as quais podem ser dispersadas no ambiente por
meio das excretas e serem veiculadas para outros hospedeiros animais e humanos
ocasionado doencas °.

A criacdo de frangos caipiras pode ter um efeito vantajoso na reducdo da
ocorréncia de Salmonella sp.. devido ao seu modo de produgédo, no entanto é necessaria
a implementacdo de um esquema de monitoramento para avaliar as tendéncias na
ocorréncia dos patogenos e para medir a eficacia das estratégias implementadas nas
propriedades para reduzir sua disseminago®.

No entanto, poucos estudos foram direcionados para galinhas caipiras, que séo

expostas a multiplas fontes de contaminagdo e cuja idade ao abate € maior quando
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comparada como a do frango produzido no sistema intensivo. Mesmo assim demonstra-
se que as medidas de biosseguranga podem contribuir para a redugéo da contaminagéo
por Salmonella sp. em aves criadas em ambientes fechados, mas para a os sistemas de
criacdo extensivos tém sido aceita a tese de que a prevencédo da transmissao ambiental é
mais dificil quando comparada ao sistema intensivo’.

Patdgenos causadores de infeccdo alimentar em humanos e surtos de
salmonelose humana tém sido associados ao consumo de carne, ovos e produtos a base
de ovos que tem resultado em problemas em saude publica e prejuizos econé6micos aos
produtores em todas as fases de cria¢io®°1°.

O uso de antimicrobianos no sistema de produgéo caipira geralmente ocorre sem
a orientagdo profissional, de forma indiscriminada, o que pode contribuir para a selecdo
de cepas resistentes quando presentes no animal ou ainda quando veiculadas por
alimentos ao homem. Neste caso ha uma preocupacdo em salde publica pois afeta
diretamente a eficacia de antimicrobianos e pode gerar aumento na mortalidade em
humanos.

Ao se considerar as peculiaridades da producdo de frangos caipira e as
caracteristicas epidemioldgicas da salmonelose, observa-se aumento da ocorréncia da
resisténcia aos antimicrobianos, assim fazem necessarios mais estudos para a
identificacdo do patdégeno com o intuito de prevengdo e controle ndo apenas para a
sanidade animal, mas também para a salde publica.

Este trabalho tem como objetivo identificar genotipica e fenotipicamente
Salmonella sp.. em amostras de excretas, carcacas e ovos de frangos caipiras

comercializados em feiras livres de Goiania, Goias.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A histdria das feiras no Brasil se confunde com a de seu desenvolvimento,
passando por fases de grande importancia até sua marginalizacdo e depreciacdo pela
imprensa. Em diversas ocasifes foi cogitada a suspensao definitiva de todas as feiras
livres em varias cidades brasileiras, séo tidas como forma de sobrevivéncia para milhares
de familias e vém resistindo ao processo de negacdo da rua enquanto espaco publico de
amplo acesso, compreendida como um lugar de encontro, de tradi¢do popular urbanal?,

As feiras foram consideradas como um modelo de modernidade durante a maior
parte do século XX, até que na década de 1970 esta caracteristica comeca a se tornar
obsoleta com a implementacdo e difuséo das redes de supermercados e consequentemente
a marginalizacdo das feiras. Desde as primeiras feiras, os produtos avicolas s&o
comercializados e se mantém entre as preferéncias dos consumidores e frequentadores®®.

N&o obstante a passagem do tempo, a feira € uma atividade econémica e social
relevante para a vida de muitos brasileiros, mas, em grande parte, as dificuldades para
incorporacdo de inovagdes as tem colocado em crescente desvantagem para acompanhar
a evolucio dos super e hipermercados'? bem como dos servigos prestados por outros
locais de comercializacdo. Do ponto de vista cultural, a feira livre se mantém como
importante instituicdo que resguarda tradicOes, que resistem ao processo de
modernizacdo®®. As feiras livres apresentam singularidades que as tornam um espago de
comercializacdo atrativo aos consumidores, por oferecerem produtos diferenciados
(produzidos de maneira quase artesanal e em pequena escala) e por estreitarem relacdes
de amizade e confianga entre vendedores e compradores'*

Todo esse conjunto de propriedades e singularidades faz da feira livre um
ambiente que garante aos produtores rurais a comercializacdo da sua producdo, que de
outra forma seria dificil nesse tipo de economia de pouca liquidez e que proporciona aos
consumidores a garantia de abastecimento regular, de qualidade e, em especial, adaptado
aos seus habitos alimentares. Além disso, ganham também os comerciantes locais, com a
aquisicdo de bens de consumo por parte dos feirantes, que usam a renda proveniente de
suas vendas, o que favorece a permanéncia do dinheiro em ambito municipal®®.

A feira também se apresenta como um meio de distribuicdo de produtos
diferenciados, cuja producao ¢ feita a partir de métodos “artesanais”, o que nao acontece
na producao em escala feita pelos grandes proprietarios, que abastecem os demais canais
de comercializagdo. Assim, a possibilidade de encontrar produtos naturais a pregos mais

acessiveis pode ser um importante atrativo as feiras, o que faz da producdo e
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comercializacdo de alimentos organicos uma nova alternativa para manutencdo e

expansio das feiras-livres'>1®.

2.1. Galinha caipira (Gallus gallus domesticus)

A introducdo das galinhas no Brasil ocorreu no inicio do século XVI e foi de
grande utilidade para a permanéncia e instalagcdo dos colonizadores, principalmente por
sua rapida adaptacdo as condicGes climéticas e disponibilidade de alimentos. Esta etapa
de subsisténcia perdurou até final do século do XIX''.

Apenas nas primeiras deécadas do século XX € que houve o inicio de
investimento para a producdo em escala, que se desenvolveu de forma significativa ao
ponto de, no inicio do século XXI, chegar a ocupar posto de segundo maior produtor e
maior exportador mundial. Quanto a comercializacdo dos produtos avicolas, considera-
se gue seu inicio foi em feiras nas principais cidades durante o periodo imperial, nas quais
eram expostos apenas o excedente de producéo familiar®18,

O modo de producdo extensivo foi tido como uma forma mais saudavel, mais
préxima dos ideais de respeito e bem-estar animal, e principalmente associado a produtos
mais seguros para 0 consumo, isto quando comparado com 0s animais produzidos no
sistema intensivo. No entanto, nem mesmo esta forma de producéo, considerada por
alguns consumidores como mais saudavel, é capaz de eliminar a veiculacao de patégenos,
principalmente a Salmonella enterica, causadora da salmonelose em humanos pela
veiculagdo alimentar, quer seja pelo consumo de carnes, ovos ou seus derivados®*®,

As caracteristicas de rusticidade, adaptabilidade em diferentes ambientes de
criacdo ou condicdes climéaticas como pluviometria, incidéncia solar e estagdes do ano
que podem afetar indices zootécnicos como a velocidade de crescimento, o ganho de peso
e a postura, sendo estas caracteristicas as mais observadas e selecionadas para esse tipo
de aves®®.

A tonalidade da plumagem foi selecionada posteriormente pois interfere
diretamente na regulacdo térmica do animal, desta forma quanto maior for a temperatura
local e a incidéncia solar, mais clara deve ser a plumagem da ave, assim como gquanto
mais ameno for o clima, mais escura podera ser a plumagem devido a melhor absorgédo
de calor?.

Mesmo com a rusticidade sendo de grande importancia na escolha da raga ou

linhagem a ser produzida, as galinhas caipiras estdo suscetiveis a certas enfermidades
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como a salmonelose e colibacilose as quais representam um risco em potencial na cadeia
de transmissdo para aves comerciais e homem?,

No Brasil a nomenclatura e as diretrizes minimas do sistema de producéo do
frango caipira foram definidas pelo Oficio Circular N° 7, de 19 de maio de 1999 do
MAPA, devendo seguir normas quanto a alimentacdo, que deve ser constituida por
ingredientes, inclusive proteinas, exclusivamente de origem vegetal, sendo totalmente
proibido o uso de promotores de crescimento de qualquer tipo ou natureza?.

O sistema caipira refere-se ao sistema de producdo onde as galinhas podem
acessar voluntariamente areas ao ar livre durante a maior parte de suas vidas. A legislacédo
europeia, para esses sistemas, inclui a densidade animal, o gendtipo, a composi¢do dos
alimentos e a idade ao abate, ao contrario do regulamento norte-americano que néo inclui
tais especificagdes. Ambos os regulamentos diferenciam os sistemas de criacdo ao ar livre
em trés principais: pastoreio, liberdade parcial e o tradicional caipira para o regulamento
dos EUA; enquanto que para a Europa ha o caipira, o label rouge, e totalmente livre®.

Nesse sistema de criagdo os pintainhos podem permanecer em galpdes por até
25 dias, periodo importante para a maturacdo do sistema termorregulador das aves. Apds
este periodo poderdo ser soltos a campo para pastoreio devendo ter, no minimo, trés
metros quadrados de pasto por ave. A idade minima para abate € de 85 dias e as linhagens
devem ser provenientes de ragas proprias para este fim sendo proibidas as linhagens
comerciais especificas para frango de corte®°.

Devido ao aumento da demanda, da producdo e do comércio desses produtos
avicolas alternativos, a preocupacao quanto a qualidade e a seguranca deste produto tém
aumentado, tanto para as questdes de sanidade animal, quanto para as de satde publica®.

Na Argentina, como em outros paises em desenvolvimento, hd uma consideravel
industria de aves de quintal que, junto com grandes produtores comerciais, abastecem 0s
mercados domeésticos. Os governos adotaram um sistema para criar frangos de quintal e
distribui-los a pessoas de baixa renda, para que possam ter proteina de alta qualidade em
suas dietas. Pequenos produtores tém contato limitado com veterinarios e suas praticas
de biosseguranca sdo deficitarias em comparacdo com as da avicultura industrial. Assim,
as galinhas caipiras tornam-se um possivel reservatorio para bactérias como as do género
Salmonella que podem estar envolvidas em surtos na producdo intensiva podendo
ocasionar prejuizos a este sistema??.

A competicdo entre as grandes companhias produtoras de frango no sistema

intensivo contribui para o desenvolvimento de novos produtos e crescimento de sistemas
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de criacdo de frangos, ensejando maior seguranca do alimento e preocupagdo com o bem-
estar animal além de melhorias na qualidade sensorial. Desta forma, abre fronteiras para
produtos avicolas diferenciados, como os caipiras?.

O consumo de produtos avicolas provenientes de sistemas de producédo
organicos ou criados ao ar livre aumentou nos dltimos anos em varios paises. Produtos
de carne de sistemas caipira tém sido associados a um melhor sabor e altos valores
nutricionais por comerciantes e consumidores, baixo teor de gordura e maiores
concentracdes de vitaminas e minerais em produtos carneos. Além disso, os sistemas de
producdo de frangos de corte ao ar livre podem ter impacto positivo no bem-estar animal,
embora a possibilidade de movimento livre das aves possa afetar o rendimento de
carcaga®,

Assim, em diversos paises, como nos EUA, hd um movimento de migracdo entre
o0s produtores de frangos do sistema intensivo para os alternativos. Tem-se considerado
que este sistema vem abordando diversos fatores de produ¢do como o bem-estar animal,
a sustentabilidade e as modifica¢6es organolépticas no produto, além da preocupagdo com
0s aspectos sanitarios, pois estas aves sao criadas em ambientes que ndo se podem ser
rigorosamente controlados, ficando mais suscetiveis a contaminacdo por agentes
patogénicos?*.

S&o uma alternativa de renda e de garantia da seguranca alimentar para as
familias de pequenos produtores, destaca-se a producdo de ovos, que € um alimento
bastante consumido pela populacéo brasileira, rico em aminoacidos essenciais, vitaminas
(K e D), minerais e acidos graxos. Definido pela legislacdo como aquele proveniente de
galinhas e comercializados com casca se proveniente de outra ave, devera conter a
informacéo da sua espécie de origem?3,

Foram apresentados dados contraditérios quanto a identificacdo de Salmomella
sp. em sistemas convencional e de criacdo livre, uma vez que ha nos diversos sistemas,
variagcbes quanto a linhagem da ave, dieta, idade, sistema de alojamento, tempo de
criacdo, clima e préaticas de gestdo, os quais podem interferir diretamente na ocorréncia
de surtos de salmonelose. Nos Estados Unidos, 75% dos casos sdo provenientes de
produtos a base de ovo que ou tinham ovo como ingrediente, portanto a seguranca
sanitaria dos ovos deve ser sempre ponderada quando se comparam 0s sistemas de
postura®,

Os frangos caipiras sdo de crescimento lento e podem obter nutrientes adicionais

da pastagem e da forragem, sdo amplamente utilizados por pequenos e médios
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agricultores, no entanto as infestacfes parasitarias estao entre os problemas mais comuns
que afetam esses sistemas de criag&o?®.

Apesar de as linhagens caipiras apresentarem menor potencial de crescimento,
desempenho zootécnico e rendimento de partes nobres quando comparados com 0s
frangos de corte comerciais, sua criacdo é justificada por atributos diferenciados na
qualidade da carne, mais proxima da exigida pelo mercado consumidor, como textura e
coloragio da carne mais acentuada?®’.

O valor que os consumidores atribuem ao bem-estar dos animais € um reflexo
da satisfacdo, seguranca e conforto humanos derivados da crenca de que o animal foi
tratado da maneira correta, aspectos que se refletem na crescente importancia que o0s

consumidores atribuem aos critérios de compra, como rétulos de qualidade®®.

2.2. Salmonella sp.
2.2.1. Caracteristicas gerais

O género Salmonella é pertencente a familia Enterobacteriaceae, caracterizado
como bacilos Gram-negativos, com medidas entre 0,7-1,5 a 2,5 um, em sua maioria
moével com flagelos peritriquios, possuem representantes aerdbias e anaerobias
facultativas, sdo do grupo das mesofilicas de temperatura de crescimento 6timo proximo
aos 37°C, ndo sdo esporulados, nem capsulados, sendo que a maioria ndo fermenta a
lactose assim como D-glucose e outros carboidratos que sdo catabolizados com a
producéo de &cido e pouca producdo de gas.

Composto por duas espécies Salmonella bongori e Salmonella enterica. Esta
possui seis subespécies: Salmonella enterica subespécie enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae e indica além de possuir mais de 2.600 sorotipos, enquanto a
anterior é composta por 23 sorotipos?®. A sorotipagem é baseada no esquema de
Kaufmann-White-Le Minor, onde os antigenos somaticos (O), flagelares (H) e capsulares
(Vi) sdo identificados. Os principais sorotipos envolvidos em surtos de salmonelose
humana sdo Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium®®.

Dentre as caracteristicas bioquimicas observa-se que é anaerdbia facultativa, ndo
fermenta a lactose, ndo produz a urease, produz H,S, consome o citrato, € positiva na
prova do vermelho de metila e para 0 malonato é negativa3.2°.

Devido a sua importéancia, sua complexidade e diversidade ha varias técnicas
para 0 estudo de sua classificacdo e nomenclatura. O mais antigo e utilizado é a

sorotipificacdo, que é um método fenotipico. No sentido de complementar e auxiliar nos
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estudos epidemiologicos deste patogenos, ha também os metodos que avaliam seu
genoma e estes ttm como inicial a reacdo em cadeia da polimerase por meio da
amplificacdo do Acido Desoxirribonucleico - DNA, que serve de base para a introdugéo
de uma série de novos métodos para a genotipagem.

Dentre os métodos de genotipagem se destacam a Fagotipagem Detifinitiva
(Definitive phage type - DT), eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), anélise de
repeticbes em multiplos locos (MLVA), sequenciamento multi-locus (MLST),
sequenciamento genémico completo (WGS), sequenciamento de Préxima Geragédo
(NGS) e a patovariancia, utilizadas para investigar a epidemiologia de Salmonella sp..
relacionada tanto a surtos humanos quanto a contaminagdo em alimentos®2,

E ubiquitaria e possui grande capacidade de persisténcia no meio ambiente, que
na presenca de agua pode aumentar consideravelmente sobrevivendo por meses.
Sorovares de S. enterica tém grande variedade de reservatérios e hospedeiros e podem
causar agravos a saude do consumidor. Com excecdo de alguns sorovares que Sdo
hospedeiros restritos, a maioria dos sorotipos se adaptam e podem causar a salmonelose
em uma variedade de hospedeiros. Em produgbes animais, Salmonella pode causar
infeccdes clinicas ou subclinicas e inclusive assintomaticas fazendo com que os animais
se tornem transmissores do agente pela eliminacdo nas excretas, perpetuando sua

transmissdo também no meio ambiente°,

2.2.2. Sorotipificacéo

Além de subespécies, o género Salmonella, ainda € classificado em sorovares
conforme critérios de tipagem estabelecidos por Kauffmann-White-Le Minor (KWL). A
sorotipagem de Salmonella sp. tem sido uma ferramenta importante na investigacdo de
infeccdes™.

E baseada no mecanismo imunoldgico e tem sido usada como meio de triagem
para a genotipificacdo, com base na identificacdo de antigenos somaticos especificos (O)
e flagelares (H). Ja& foram descritos aproximadamente 90 sorovares que estdo
frequentemente envolvidos em casos de infeccbes em humanos e animais. O sorovar
Salmonella Typhimurium, por exemplo, consegue infectar e causar doenca em grande
diversidade de hospedeiros como bovinos, suinos, aves e roedores®,

A sorotipagem convencional tem sido um dos pilares para essas investigacoes,

mas é demorada, requer mao de obra capacitada, grande nimero de reagentes e para a
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diferenciacéo entre duas variantes de um mesmo sorotipo, testes bioquimicos adicionais

s30 necessarios>>,

2.3. Salmonelose

A contaminacdo de alimentos por agentes patogénicos da familia
Enterobacteriaceae, como as do género Salmonella sp., podem provocar infec¢des ou
intoxicacOes alimentares nos humanos. Estes microrganismos tém o trato gastrintestinal
de animais de sangue quente ou frio, como habitat e sua veiculacdo pode ocorrer pelo
consumo de alimentos contaminados. Sua ocorréncia é cosmopolita e tem aumentado de
forma exponencial devido ao grande consumo de produtos avicolas, incluindo ovos e
produtos a base de ovos. Considera-se ainda a relacdo dos fatores intrinsecos e extrinsecos
ao alimento como os ambientais e os da cadeia produtiva que permitem o

desenvolvimento dos microrganismos®’.

A salmonelose é uma doenca causada por bactérias do género Salmonella que
acomete animais e humanos. Em 1874 houve um estudo sobre um surto de diarreia em
que foi identificado pela primeira vez Salmonella Typhi e apenas em 1884 foi isolada de
forma pura; apo6s a identificacdo o primeiro surto de salmonelose foi confirmado
laboratorialmente e descrito por 1888, no entanto foi por uma espécie de Salmonella Ndo
Tifoide - NTS, entdo denominada de Bacillus enteritidis; posteriormente os pesquisadores
Salmon e Smith isolaram bactéria semelhante em um surto de cdlera suina que foi descrito

com riqueza de detalhes e a denominaram de Salmonella cholerasuis®.

Existem trés categorias distintas utilizadas na classificacdo das salmoneloses,
que se baseiam principalmente nas caracteristicas do hospedeiro. Salmonelas altamente
adaptadas ao homem incluem Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi A, B e C (agentes
da febre entérica); salmonelas adaptadas aos animais como Salmonella Dublin (bovinos),
Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum (aves) e finalmente as salmonelas
zoondticas, que incluem a maioria dos sorovares que acometem o homem e 0s animais,
além de serem relacionadas as doengcas de veiculagio alimentar®,

Em aves, a primeira descricdo documentada de salmonelose foi feita no ano de
1885. Historicamente, tem-se isolado e identificado diferentes sorovares do grupo, com
maior incidéncia Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis, como sorovares

envolvidos em infecgdes alimentares no homem?®,
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A salmonelose aviaria provoca grandes perdas econdmicas pela queda de
desempenho zootécnico, além de alta morbidade e mortalidade principalmente em aves
jovens. Trés doencas distintas sdo causadas por Salmonella sp., a pulorose, tendo como
patdgeno Salmonella Pullorum, o tifo aviario pela Salmonella Gallinarum e o paratifo
aviario por qualquer outro sorovar,

Desta forma a sobrevivéncia no meio ambiente proporciona uma grande
oportunidade de adaptacdo as condi¢des adversas e de desenvolver mecanismos como a
tolerancia ao calor, como em uma colénia de Salmonella Enteritidis estressada pelo calor,
pode-se observar o desenvolvimento de uma subpopulacdo que suporta melhor a
adversidade da temperatura. Genotipicamente foi identificado uma ilha de resisténcia ao
calor especificamente em um Unico sorotipo, que pode ter apresentado esta ilha devido a
expressdo génica aumentada por selegdo ao calor®.

A contaminacdo ambiental por salmonelas foi examinada ao longo de 12 meses
em 74 lotes de poedeiras comerciais de oito fazendas no Reino Unido, que anteriormente
haviam sido identificadas como positivas para Salmonella sp.. Foram coletadas amostras
de fezes, poeira, lixo, ovos e vetores, além de swabs de gaiolas, de comedouros, de
bebedouros, de pisos, e de botas. Foram identificados diversos sorovares, no entanto o S.
Enteritidis foi o Unico sorotipo persistente, havendo correlacdo significativa entre
amostras ambientais e de fezes. Observou-se ainda que o nivel de contaminacao
ambiental aumentou significativamente ao longo do tempo, ocorrendo ainda efeitos
sazonais e de temperatura significativos sobre a contaminagao®?.

Hospedeiros de vida selvagem demonstraram ser importantes fontes de detec¢édo
de salmonelas. A eficacia da limpeza e desinfeccdo na contaminacdo residual por
Salmonella sp. e na subsequente contaminacdo do lote, foi altamente variavel entre e
dentro das instalagdes. As variac@es entre as ocorréncias detectadas ao longo do tempo e
entre os rebanhos indicam a necessidade de monitoramento regular para salmonela a fim
de possibilitar a segmentacdo de medidas de controle destinadas a eliminar a
contaminacdo do ambiente da camada por salmonela e melhorar os procedimentos de
limpeza e desinfecgdo®.

O sistema de producdo ao ar livre esta se tornando mais comum em diversos
paises, no entanto, galinhas caipiras estdo expostas a diferentes estressores em
comparagdo aos que acometem os frangos produzidos no sistema intensivo, sugerindo

que o estresse possa contribuir para o aumento da contaminagdo bacteriana nos ovos*.
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Considera-se ainda que a idade da galinha tem um efeito significativo no
aumento do nivel de contaminagdo bacteriana tanto na superficie da casca do ovo quanto
nos poros da casca, assim como tem um efeito no escore da condi¢do das penas. Estas
observacdes indicam areas que devem ser investigadas para melhorar a seguranca dos

alimentos e otimizar o bem-estar das galinhas criadas ao ar livre*.

2.4. Epidemiologia da salmonelose

Existem duas espécies de Salmonella, Salmonella enterica e Salmonella
bongori, esta compreende 22 sorotipos que estdo principalmente associados a animais de
sangue frio e infeccBes humanas sdo incomuns. S. enterica é dividida em seis subespécies
(enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica) por causa das diferencas nas
caracteristicas bioquimicas. A subespécie enterica € responsavel por mais de 99% da
salmonelose humana e inclui mais de 1.530 sorotipos, entre os quais Salmonella
Typhimurium e Salmonella Enteritidis*,*’.

Os seres humanos sdo 0s Unicos suscetiveis a febre tiféide, causada por
Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi. Os demais sorotipos de Salmonella sdo
conhecidos como ndo-tiféide e tém os animais como principais reservatorios. S. enterica,
subsp. enterica, esta relacionada principalmente aos animais de sangue quente, enquanto
as outras subespécies ndo enterica estdo mais relacionadas aos de sangue frio, embora
algumas excecdes tenham sido encontradas*.

A incidéncia de doencas causadas por Salmonella Ndo Tifoide varia entre 0s
paises; por exemplo, estima-se que cause 690 casos por 100.000 habitantes na Europa,
enquanto em lIsrael, a infecgdo por Salmonella Nao Tifoide é de cerca de 100 casos por
100.000 por ano*®*°,

Devido a sua distribuicdo ubiqua, de acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), Salmonella sp., € 0 agente bacteriano mais envolvido em casos de doencas
veiculadas por alimentos (DVA’s) em todo o mundo. A bactéria geralmente é transmitida
ao ser humano através de alimentos de origem animal, como carne, ovos e leite®:2,

No Brasil foram notificados oficialmente 16.619 surtos de DTA no periodo de
2000 a 2017, perfazendo um total de 2.371.438 expostos, 238.909 doentes e 183 obitos.
Os principais alimentos envolvidos nos surtos foram alimentos mistos com 11,77%,
multiplos alimentos 7,62%, ovos e produtos a base de ovos 7,31%, agua 6,27%. Os
principais microrganismos envolvidos nestes surtos foram Salmonella enterica,

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, representando 78,5% do total. Este cenéario
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reforca a necessidade de monitoramento dos produtos de origem animal e em especial 0s
avicolas devido a sua importancia em satde publica *.

Tendo como base os dados do programa SalmSurv da Organizagdo Mundial de
Saude (OMS), no periodo de 2001-2005, dentre os sorotipos de Salmonella N&o Tifoide
— NTS as mais comuns foram S. Enteritidis (65%); sequido por S. Typhimurium e S.
Newport, com 12% e 4% dos isolados clinicos. Neste mesmo periodo Salmonella
Enteriditis foi o sorotipo mais encontrado na Asia, América Latina e Europa, atingindo

niveis de 38%, 31% e 87% dos isolados clinicos respectivamente®.

Verificou-se, ainda, que embora haja um aumento significativo na producéo,
ainda se mostra reduzido nimero de trabalhos que contemplam especificamente o sistema
caipira e a comercializacdo dos produtos quanto a ocorréncia de Salmonella sp.., 0 uso de

antibioticos e a resisténcia bacteriana aos antibiéticos.

2.5. Resisténcia aos antimicrobianos

A emergéncia da resisténcia aos antibidticos tem se tornado um dos grandes
desafios para a saide mundial, especialmente quando ha presenca de Salmonella sp. O
primeiro relato de Salmonella resistente a cloranfenicol ocorreu na década de 1960. Desde
entdo tem sido reportado aumento da resisténcia em diversas partes do mundo, incluindo
os Estados Unidos e o Reino Unido, a diferentes antibi6ticos, como as penicilinas e
sulfametoxazol/trimetoprim, que sdo utilizados como primeira linha para o controle da

salmonelose humana, assim como cepas resistentes a multidrogas (MDR)>*.,

Essa resisténcia aos antibidticos pode ser considerada uma grande ameaca para
a salde publica principalmente por se tratar de uma zoonose e ser veiculada por produtos
de origem animal, dentre os quais se destacam os avicolas. O uso de antibiéticos como
promotores de crescimento em aves caipiras pode ser um dos fatores que favoreceram a
selecdo de bactérias resistentes na microbiota intestinal das aves, que podem atingir
humanos através da cadeia alimentar, implicando no resultado em falhas nos tratamentos

de surtos de salmonelose com o uso de antibidticos®.

Apds a descoberta da penicilina na Inglaterra, passaram-se poucos anos para que
se registrassem os primeiros casos de microrganismos resistentes a este farmaco; em 1940
foi identificada uma cepa de Escherichia coli produtora de p-lactamase®®. Entretanto, foi
apenas durante a década de 1960 que problemas relacionados a resisténcia aos

antimicrobianos comumente utilizados foram registrados em Salmonella. Os primeiros
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casos de resisténcia antimicrobiana foram identificados no Reino Unido e, em seguida,
este achado se tornou conhecido mundialmente?.

Resisténcia antimicrobiana é tida como a habilidade dos microrganismos,
especificamente as bactérias, em tornar-se cada vez mais resistentes a um antimicrobiano
para o qual eram suscetiveis. A multirresisténcia aos antibioticos é uma consequéncia da
selecdo natural e da mutacdo genética. Cada mutacdo pode conferir ou passar a
resisténcia. Este processo de selecdo natural é exacerbado nos seres humanos por alguns
fatores como o uso inadequado de antibidticos na medicina veterinaria, falhas das
condicdes de higiene e praticas insalubres na cadeia de producéo de alimentos, facilitando
a veiculagdo de microrganismos resistentes. Isso acentua as falhas na efetividade do uso
de antimicrobianos®’.

Em 1964, ainda no Reino Unido, foi registrada a primeira cepa multirresistente
de Salmonella. Apenas cinco anos apds o relato, diversos casos de infeccdes foram
registrados em bovinos e em humanos por uma cepa de Salmonella Typhimurium
fagotipo DT 29, que era resistente a cinco antimicrobianos diferentes: ampicilina (AMP),
estreptomicina (S), sulfonamida (SUL), tetraciclina (TET) e furazolidona (FU).
Fenotipicamente, esta cepa foi denominada Salmonella Typhimurium DT 29 R-type
ASSUTFu®8,

Como consequéncia, em 1969 foi recomendada e, em seguida, legalmente
determinada a interrupcdo do uso de antimicrobianos como promotores de crescimento
no pais. Esta medida permitiu que em 1971 ndo se registrasse nenhum caso de Salmonella
Typhimurium DT 29 em bovinos e humanos, além disso, a taxa de resisténcia registrada
em Salmonella foi abaixo de 3%. Contudo, entre os anos de 1975 a 1980, novos fagotipos
multirresistentes (DT 204, DT 193 e DT 204c) causaram problemas em bovinos e depois
em humanos. Observou-se, ainda, que estes fagotipos ampliaram sua resisténcia por
aquisicdo de plasmideos e transposons, o que dificultou o controle destas cepas,
possibilitando a expansdo do surto para paises proximos, como Alemanha, Franca,
Bélgica e Italia>°.

Novas cepas resistentes de Salmonella continuam sendo detectadas e o0s
resultados sdo cada vez mais preocupantes. De um modo geral, a resisténcia
antimicrobiana entre Salmonella expandiu de 20 a 30%, valores do inicio dos anos 90,
para 70% na virada do século XX3. Em alguns casos, observou-se que a resisténcia
apresenta relagdo com o sorotipo e, no ano de 2000, foi identificada na Europa a cepa

Salmonella Typhimurium DT 204b R-type ACGKSSuTTmNXC, que possui resisténcia a
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dez antimicrobianos: ampicilina, cloranfenicol, gentamicina, kanamicina, estreptomicina,
sulfonamida, tetraciclina, trimetoprim, acido nalidixico e perda de suscetibilidade ao
ciprofloxacino®.

De acordo com Pandini et al.,*° a resisténcia antimicrobiana constitui-se um tema
bastante estudado em géneros bacterianos pela possibilidade de transmissdo para o
homem. Assim, é necessario um plano de agdo contra a resisténcia bacteriana aos
antibioticos, como o adotado pela Unido Europeia cujo enfoque é o combate a
multirresisténcia desde junho de 2017, apoiado no conceito de Satde Unica e com
objetivos de execucdo de boas praticas na regido, melhorando a coordenacéo, supervisdo
e a adocdo de medidas preventivas para o controle®.

Essas medidas podem desencadear agdes para a implementacdo de pesquisas,
melhorar o desenvolvimento e a inovacao, além de fornecer novas solucdes e ferramentas
para prevenir e tratar doencas infecciosas além de melhorar o diagndstico®.

Em condigGes adversas ocorreu a melhoria da eficiéncia na formagdo de
biofilme, marcadamente quando expostas ao estresse por calor havendo o aumento da
expressao de genes que codificam o mecanismo da bomba de efluxo e dos de viruléncia,
tornando-0s mais propensos a sobreviverem sob as tensdes de processamento e aumentar
a patogenicidade®?.

Esses patdgenos desenvolveram toleréncia ao calor e a formac&o de biofilme sob
condicdes estressantes, aumento da expressdo de genes de efluxo e de viruléncia assim
como melhor capacidade de sobrevivéncia as tensfes de processamento e se tornarem
efetivamente causadores de doengas®?.

Alguns isolados podem ser mais propensos a resistir as estratégias de controle
no processamento devido as caracteristicas intrinsecas. Por exemplo, Salmonella
Senftenberg 775W é extremamente resistente ao calor, o que resultaria em melhor
sobrevivéncia em caso de tratamento térmico inadequado ou falhas durante o
processamento. Além disso, a tolerdncia ao &cido varia consideravelmente entre S.
enterica, o que poderia afetar a eficacia de alguns antimicrobianos. S. enterica tem
habilidades distintas para formar biofilme que fornece protecdo as bactérias contra
estresses mecanicos, calor, desinfetantes e dessecacio®?.

Um dos mecanismos de resisténcia aos antibioticos utilizados pelas bactéria é o
das bombas de efluxo que aléem de conferirem resisténcia aos antibidticos sdo importantes

na patogenicidade bacteriana, pois exportam, inclusive, agentes antimicrobianos
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derivados do hospedeiro e, assim, permitem que as bactérias colonizem e sobrevivam em
certos nichos hostis dos hospedeiros®.

Nove dessas bombas foram identificadas em Salmonella sp.., duas pertencem ao
facilitador principal (MFS) (EmrAB e MdfA), uma a extrusao de compostos multiplos e
toxicos (MATE) (MdtK), uma ao efluxo de cassete de ligacdo a ATP (ABC) (MacAB) e
cinco a familia de transportadores de resisténcia-nodulacéo-divisdo (RND) (AcrAB,
AcrD, AcrEF, MdtABC, MdsABC)®.

Duas bombas (MdfA e MdtK) abrangem a membrana citoplasmatica, enquanto
0S outros sete transportadores sdo sistemas multicomponentes que abrangem a membrana
interna e externa. Com excecdo do MdsAB, que ¢ capaz de usar o MdsC, todas as bombas
do sistema multicomponente requerem o tolC como canal de membrana externa para sua
funcdo assim como para a sobrevivéncia em ambientes nocivos, embora ndo haja
informagdes sobre sua funcio na sobrevivéncia no albtimen®.

Ao se considerar as compensacles evolutivas ocasionadas pela adaptacdo as
condicGes de estresse pode-se observar que se constituem uma estratégia de adaptacéo ao
uso de antimicrobianos. Para superar essas estratégias e evitar a resisténcia aos
medicamentos é necessario que se realize a prescricao de uso sequencial de drogas, o que
tende a superar a evolugdo da resisténcia ao uso do primeiro e induz a sensibilidade aos
préximos, permitindo identificar a sensibilidade ou a resisténcia colateral®®.

A sensibilidade colateral ocorre quando o uso do primeiro medicamento induz
sensibilidade ao segundo. Por outro lado, quando o primeiro medicamento induz
resisténcia aumentada, no segundo considera-se que houve a resisténcia colateral (ou
cruzada). Ela permite ainda identificar pares de farmacos ou sequéncias exibindo
sensibilidade ou resisténcia colateral®.

O protocolo chave € o cultivo de uma populacdo em concentracdes crescentes
de um farmaco para induzir resisténcia, e depois analisar a susceptibilidade da populacéo
resultante a um painel de potenciais terapias de segunda linha. A partir desses
experimentos, sequéncias ou ciclos de farmacos nos quais cada um induz sensibilidade
colateral na préxima, foram sugeridos como potenciais estratégias para ampliar a eficacia

terapéutica de um conjunto limitado de farmacos®.
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2.6. Aves e seus derivados

Os ovos séo parte do ciclo reprodutivo das galinhas e tém como fungéo apoiar o
desenvolvimento do embrido por 21 dias. Consequentemente, 0s ovos séo providos de
nutrientes essenciais para esse processo de maturacdo, além dos mecanismos fisicos e
quimicos de defesa que limitam a invasdo e multiplicacdo microbiana. No entanto,
Salmonella Enteritidis desenvolveu a capacidade de contaminar os ovos e, assim, causar
infeccBes em humanos por meio do consumo de produtos contaminados®’.

Uma das principais rotas de contaminacdo de ovos por Salmonella Enteritidis €
a colonizacéo do trato reprodutivo da galinha em que o oviduto superior € o principal
local de colonizacdo e a maioria das bactérias sdo depositadas no interior do albimen do
ovo ou nas membranas da casca do ovo. Uma vez depositada no albumen, as bactérias
precisam utilizar os mecanismos de escape aos diveros componentes antimicrobianos,
incluindo lisozima, ovotransferrina, defensinas e cistatina por cerca de 20 a 26 h, durante
o0 periodo em que a casca é formada ao redor do albumen, na temperatura corporal da
galinha de 42 °C®8,

O promotor de tolC é ativado ap6s o contato com o albiumen em que uma cepa
de delecdo de tolC tem capacidade de sobrevivéncia diminuida nesta matriz na qual a
ovotransferrina € o fator antimicrobiano que além de ativar o promotor tolC, inibe o
crescimento da cepa de delecdo de tolC demonstrando que as bombas RND séo
dependentes de tolC estando envolvidas na neutralizacdo dos efeitos bactericidas da
ovotransferrina®.

A ovotransferrina, segunda maior proteina do albumen, representa cerca de 13%
do total das proteinas, consiste em dois subdominios, capazes de ligar dois ions de ferro,
0 que limita a quantidade de ferro livre e, consequentemente, inibe o crescimento
bacteriano’®.

Em resposta a deficiéncia de ferro, Salmonella enterica segrega uma variedade
de quelantes de ferro poderosos e seletivos, chamados sider6foros, como a enterobactina
e a salmochelina. Enquanto o transportador de membrana externa para salmochelina ainda
precisa ser identificado, mesmo que se conheca o a importancia do tolC formando o canal

da membrana externa que carreia a enterobactina®®.
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2.7. ldentificacdo molecular

A Eletroforese em gel de campo pulsado - PFGE, foi descrita em 1984 e
desenvolvida como um método de subtipagem para Salmonella. E o padrdo ouro para
PulseNet International, e tem sido usado por autoridades de saude publica e reguladores
de alimentos para investigagdes de surtos e rastreamento de fontes de infeccdo™ 2. E uma
importante ferramenta auxiliar no controle e investigacdo de surtos de Salmonella pois
permite avaliar a relacdo filogenética de Salmonella entre o ser humano e a fonte de

origem, com certa limitagdo’.

A PFGE tem alta concordancia com a relacdo epidemioldgica ap6s duas décadas
de acumulo de dados. No entanto, o banco de dados PulseNet para padroes PFGE néo
esta disponivel ao publico e s6 pode ser acessado pelos laboratorios participantes da rede
PulseNet. A técnica baseia-se no uso enzimas de restricdo que reconhecem locais
especificos de restricdo ao longo da cadeia do DNA genémico e o fragmenta para
tamanhos variando de 20 a 800 kb (até 2.000 kb)™.

Estes fragmentos sdo separados em gel de agarose, mudando constantemente a
direcdo da corrente elétrica (campo pulsado), gerando um "padrdo de impressao digital”
especifico para um determinado isolado. As enzimas de restricdo Xbal, Notl, Spel e Sfil
tém sido tipicamente usadas para bactérias gram-negativas, no entanto a Xbal
especificamente para Salmonella.

Sorovares polifaticos sdo derivados de mais de um ancestral evolutivo comum ou
grupo ancestral (por exemplo, sorovares Salmonella Newport, S. Mississippi, S.
Saintpaul, S. Kentucky), mostram altos niveis de diversidade de pulsotipos. A PFGE
pode agrupar isolados epidemiologicamente ndo relacionados em pulsotipos idénticos,
assim como definir pulsotipos similares para sorovares distintos, mas muito semelhantes

geneticamente ao ancestral comum?:,
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CAPITULO 2 - IDENTIFICACAO GENOTIPICA E FENOTIPICA DE Salmonella
sp. EM AMOSTRAS DE EXCRETAS DE FRANGOS CAIPIRAS
COMERCIALIZADOS EM FEIRAS DE GOIANIA, GOIAS.

RESUMO

Frangos caipiras vivos historicamente sdo comercializados em feiras livres no Brasil,
constituindo importante fonte de renda para pequenos produtores agropecuarios e
complementando a renda de milhares de brasileiros. No entanto, podem veicular
patdégenos como Salmonella sp. aos seres humanos e ao plantel avicola nacional. O
objetivo deste trabalho foi proceder a detec¢do de Salmonella sp. em cem amostras de
excretas de frangos caipiras comercializados nas feiras livres de Goiania, Goiés. Pela
técnica bacteriologica convencional foram obtidos cinco isolados (5%) que foram
submetidos ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos sendo verificada a resisténcia
em 2/5 a fosfomicina e 1/5 ao ceftiofur e a enrofloxacina. Nao foi observada nenhuma
amostra resistente a norfloxacina, amoxicilina, sulfonamida, tetraciclina cloranfenicol,
aztreonam, ciprofloxacina e para a associacdo entre sulfonamida e trimetoprim. Foram
identificados os sorovares S. Agona (01), S. Typhimurium (01), S. Anatun (02) e uma
cepa rugosa. Foi realizado o teste de Eletroforese em Campo Pulsado e identificados
diferentes grupos clonais para os pulsotipos de S. Agona, S. Anatun, que se diferiram dos
pulsotipos de S. Anatun que entre si pertencem ao mesmo grupo clonal. Detectou-se a
circulacdo de Salmonella sp. em excretas de galinhas caipiras comercializadas nas feiras
livres de Goiania, assim como a confirmacdo de resisténcia a alguns antimicrobianos e
uma variedade de pulsotipos. Estas informacgdes sdo importantes subsidios para a analise
de risco, tanto para sanidade avicola quanto para saude publica.

Palavras-chave: Avicultura, resisténcia bacteriana, salmonelose.
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ABSTRACT

Free-range chickens are historically sold at fairs in Brazil, constituting an important
source of income for small agricultural producers and complementing the income of
thousands of Brazilians. However, they can transmit pathogens such as Salmonella sp. to
humans and the national poultry squad. The objective of this work was to detect
Salmonella sp. in one hundred samples of excretes of free-range chickens sold at fairs of
Goiania, Goias. By conventional bacteriological technique, five isolates (5%) were
obtained and submitted to antimicrobial susceptibility test. Resistance was verified in 2/5
to phosphomycin and 1/5 to ceftiofur and enrofloxacin and no sample showed resistance
to norfloxacin, amoxicillin, sulfonamide, tetracycline chloramphenicol, aztreonam,
ciprofloxacin and for the association between sulfonamide and trimethoprim. Serovars S.
Agona (01), S. Typhimurium (01), S. Anatun (02) and a rough strain were identified The
Pulsed Field Electrophoresis test was performed and different clonal groups were
identified for the S. Agona, S. Anatun pulsotypes, which differed from the S. Anatun
pulsotypes that belong to the same clonal group. It was detected Salmonella sp. circulation
in feces of free-range chickens sold at fairs in Goiania, Goias, as well as confirmation of
antimicrobial resistance and a variety of pulsetypes. This information’s are important
subsidies for risk analysis, both for poultry and for public health.

Keywords: Poultry, bacterial resistance, salmonellosis.
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1. INTRODUCAO

No Brasil a feira livre constitui uma modalidade de mercado varejista ao ar livre,
de periodicidade semanal, organizada como servico de utilidade publica pela
municipalidade e voltada para a distribuicdo local de géneros alimenticios e produtos
basicos provenientes de diversas regides, sendo o frango caipira é um dos produtos
comercializados?.

A producéo caipira se caracteriza pela exploracdo extensiva, com a utilizacao de
poucos controles sanitarios assim como de praticas de manejo especificas, predominante
na agricultura familiar, geralmente com baixa viabilidade econdmica, em sua maioria de
subsisténcia familiar®.

Nessa forma de producdo € possivel a ocorréncia de diversos patdgenos, entre eles
Salmonela sp. que possui vasta distribuicdo na natureza, tendo o trato intestinal dos
animais e do homem como principal reservatorio, sendo que os animais domésticos e
selvagens séo tidos como portadores inaparentes. Os animais de vida livre tém maior
importancia como reservatorios, sendo um risco de infeccdo para humanos e outros
animais, inclusive os de criagdo®.

Causador da salmonelose, este patégeno tem ampla distribuicéo e ocorréncia em
diferentes regides do Brasil. O principal sorotipo identificado em surtos de origem
alimentar envolvendo produtos avicolas, Salmonella Enteritidis, por isso se tem a
necessidade de controle da sua presenca em alimentos, principalmente os de origem
animal, como os produtos carneos®.

Alem de causar enfermidade, Salmonella enterica estd associada também a
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, uma vez que podem veicular essa
caracteristica ao ser humano por meio dos produtos avicolas.

Embora se tenha diversas técnicas para a identificacdo de Salmonella com
excelente precisdo e reconhecidamente sensiveis e especificas, como a sorotipagem, ha
necessidade de se utilizar técnicas complementares para o estudo epidemiolégicos como
a Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE), possibilitando identificar suas fontes fisicas,
suas relagdes biologicas, e sua rota de transmissdo assim como a dispersdo dos genes
responsaveis por sua viruléncia e resisténcia a medicamentos®.

Desta forma, considerando a importancia de Salmonella sp., na saide publica e

sua veiculacdo por meio de alimentos propds-e o desenvolvimento deste trabalho com o
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objetivo de pesquisar Salmonella sp. em excretas de frangos caipiras cormercializados

nas feiras livres de Goiania, GO.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Amostragem

Foram colhidas 100 amostras de excretas frescas de frangos caipiras expostos a
venda, definidas por conveniéncia e ao acaso; haviam galinhas vivas expostas em 29
feiras do municipio de Goiania, para identificacdo destas feiras foram visitadas 118 em
Goiania. A colheita foi realizada nos horéarios de funcionamento das respectivas feiras
(periodo matutino, vespertino ou noturno), em todos os dias da semana no periodo de
setembro de 2017 a setembro de 2018.

Foram colhidas excretas frescas presentes nas gaiolas ou recipientes em que as
aves eram expostas para o comeércio, utilizando-se colheres descartaveis estéreis.
Imediatamente apds a colheita foram acondicionadas em embalagens plésticas estéreis
tipo stomacher e acondicionadas em caixa isotérmica contendo gelo reciclavel e
encaminhadas ao Laboratorio de Bacteriologia do Setor de Medicina Veterinaria

Preventiva da Universidade Federal de Goiés.

2.2. Isolamento e Identificacdo de Salmonella sp.

As amostras foram submetidas a pesquisa convencional de Salmonella sp.
seguindo o protocolo definido pela Instrugdo Normativa SDA N° 62, de 26 de agosto de
2003 com adaptacdes. Foi adequado o volume de dgua peptonada tamponada (APT) a 1%
ao peso da amostra coletada, uma vez que ndo foi possivel obter e colher 25 gramas de
excreta, preconizadas na literatura em todas as colheitas. As amostras foram pesadas e
calculado o volume de APT, permanecendo a propor¢do de 1:10 de excretas em relagéo
a APT.

A série bioquimica confirmatoria consistiu em submeter culturas em agar TSI as
provas de Urease, SIM, Vermelho de Metila, Citrato de Simons, Malonato, Lisina. Os
isolados confirmados bioquimicamente como Salmonella sp., foram estocadas em

triplicata e mantidas sob refrigeracdo em agar nutriente.

2.3. Sorotipificacao

Os isolados de Salmonella enterica foram enviados ao Laboratério de Referéncia
Nacional para Enteroinfec¢des Bacterianas da Fundacao Instituto Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro — RJ, para a identificacdo por meio do teste soroldgico conforme descrito por
Kauffman-White-Le Minor.
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2.4. Teste de Resisténcia aos Antimicrobianos

Para a realizac&o do teste de resisténcia aos antimicrobianos foi utilizada a técnica
de difusdo em &gar com discos de antimicrobianos em meio Muller Hinton, conforme
descrito pelo CLSI 20177. Como padréo foi utilizada a cepa de referéncia para Salmonella
Enteritidis ATCC 14028.

Os antimicrobianos testados foram amoxicilina 10pg (AMO), aztreonam 30ug
(AZT), ceftiofur 30ug (CEF), ciprofloxacina 5ug (CIP), cloranfenicol 30pg (CLO),
enrofloxacina (ENO), fosfomicina 200ug (FOS), gentamicina 10ug (GEN), norfloxacina
10pg (NOR), sulfonamida 300ug (SUL), sulfonamida com trimetoprim 25ug (SUT) e
tetraciclina 30pg (TET). A leitura dos halos de inibicéo e a classificagdo quanto ao halo
de inibicéo foi realizada conforme definido pelo CLSI (2017)".

2.5. Eletroforese de Campo Pulsado - PFGE

A Eletroforese de Campo Pulsado - PFGE foi realizada no Laboratério de
Referéncia Nacional para EnteroinfeccOes Bacterianas da Fundagdo Oswaldo Cruz,
Ministério da Saude do Brasil. Foram enviadas ao laboratdrio amostras estocadas em agar
nutriente.

O teste foi realizado de acordo com o protocolo do Centro de Controle de Doengas
(CDC)8. O método de tipagem molecular pela PFGE foi realizado com a digestdo pela
enzima Xbal sendo que os padrbes de similaridade dos pulsotipos foram analisados e
comparados entre si usando coeficiente de DICE® por meio do Gel Compare Il Software

(Matematica Aplicada)®®.

2.6. Analise Estatistica
Para interpretacdo dos resultados encontrados, foi realizada estatistica descritiva

atraves da frequéncia dos dados.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das cem amostras de excretas analisadas pela técnica bacteriologica convencional
5% (5/100) foram positivas para Salmonella sp. Quanto a identificacdo sorologica foram
obtidos os sorovares, Salmonella Agona, S. Anatun, S. Typhimurium e uma cepa rugosa.

Nas amostras colhidas das 29 feiras, que haviam frangos vivos expostos ao
comércio, verificou-se positividade em 16,67% (4/29) das feiras livres de Goiania.

O isolamento de Salmonella enterica em excretas de galinhas caipiras pode estar
relacionado com o0 modo de criacdo, haja vista que estas aves tém acesso a diversas fontes
de infeccdo como excretas de aves silvestres, contato com animais sinantropicos e
silvestres que séo relacionados a transmissdo do agente para diversas espécies animais'?.

Outros fatores a serem considerados sdo os geradores de estresse nestas aves, uma
vez que o0 ambiente aberto tem sido associado ao estresse pois deixam as aves susceptiveis
ao ataque de predadores e expostas as intempéries da natureza como insolacéo e chuvas,
0 que pode ocasionar uma baixa no sistema imunoldgico, facilitando a instalacdo da
bactéria’?,

O isolamento de Salmonella enterica pode ser utilizado como indicativo da
caracteristica de reservatorio e disseminadoras ambientais do patdgeno, assim como sua
presenca no organismo animal além da infeccdo intestinal pode ocorrer tanto em visceras
comestiveis como no sistema reprodutor, que pode contaminar ovos pela via
transovariana®.

A presenca de diferentes sorovares isolados das excretas, sugere uma alta
capacidade de sobrevivéncia e contaminacdo ambiental sendo que esta habilidade foi
observada também por Alegria-Morain et al.”, quando detectaram, na regio central do
Chile, o percentual de 2,33% de positividade para Salmonella enterica, analisando 1461
amostras de excretas de frangos caipiras produzidos em 15 provincias no periodo de julho
de 2013 a abril de 2015. Assim como os resultados obtidos por Clothier et al.”, em
trabalho realizado na California, Estados Unidos, identificou a ocorréncia de 1,7% de
Salmonella enterica em 2.521 amostras de excretas de aves oriundas de trés estados norte-
americanos colhidas no periodo de 2012 a 2015, apontam para tal condigdo de
sobrevivéncia e diversidade dos sorovares no ambiente.

Por outro lado quando se restringe a diversidade de locais amostrados pode-se
observar uma ocorréncia superior como nos trabalhos realizados por Ojo et al.’, que

colheram 153 amostras de excretas em uma Unica provincia na Nigéria no periodo de
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outubro de 2008 a julho de 2010 e obtiveram 10,87% de positividade assim como
Samanta et al.'% que obtiveram seis isolados (15%) de Salmonella sp. provenientes de
suabes cloacais de 40 aves em apenas uma localidade indiana no ano de 2014; Zhao et
al.!t, que obtiveram 12,7% de isolamento de Salmonella sp em amostras de uma Gnica
provincia chinesa pesquisando 300 amostras de excretas frescas colhidas no periodo de
agosto a novembro de 2015, Magwedere et al.%°, que analisaram 114 amostras de excretas
provenientes de 30 lotes de frangos caipiras provenientes do sul da Austrélia e
identificaram o agente em 12 amostras representando 10,4%. Ressalta-se que essa
diversidade e persisténcia ambiental tem proporcionado a contaminacéo e possibilitado a
disseminacéo em diversos plantéis caipiras.

Pode-se observar que em diferentes paises com amostragens em &reas mais
restritas houve um percentual de isolamento superior ao encontrado neste trabalho, além
de a amostragem ser variavel sugere-se que um menor nimero de localidades amostradas
pode influenciar nos resultados. Assim como as diferentes praticas de higiene podem de
alguma forma ter contribuido para os altos indices nos diversos trabalhos.

A variacdo observada nos percentuais relatados neste trabalho pode estar
associada a pouca tecnificacdo e controle sanitario nos sistemas de criacdo caipira, que
mesmo sendo mais expostos as adversidades, conseguem se adaptar mais rapidamente
quando comparados a animais de sistemas intensivos de criacao.

Aceita-se que aves com maior rusticidade e adaptabilidade as condigdes
desfavoraveis, passem por maiores desafios e se tornam portadoras assintomaticas do
patdgeno, havendo uma provavel selecdo as aves mais resistentes. Tal condicdo, talvez
presente nas aves das quais foram colhidas amostras, consequentemente, representa um
risco maior na disseminacdo do agente e na contaminacdo ambiental, o que pode ser
decisivo na transmissdo da Salmonella sp. para outros animais de criacdo e humanos.

Em relagdo aos sorovares observados houve consonancia com os obtidos por
Jacobsen e Hendriksen!2, que observaram maior ocorréncia de S. Agona em paises da
América Latina, América do Norte e Europa, assim como os descritos por Clothier et al 2,
que identificaram na Califérnia — Estados Unidos em 2017 diversos sorotipos, entre eles
Salmonella Agona e provenientes de excretas de galinhas caipiras. Assim pondera-se que
os resultados obtidos no presente estudo corroboram com a perspectiva de disperséo
ambiental e persisténcia de diferentes sorovares as condigdes especificas desse sistema

de criagéo.
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Magwedere et al.'®, analisaram a prevaléncia de Salmonella sp., durante o
periodo de 2012 a 2014 na Africa do Sul e identificaram em 2012, 4,6%; em 2013, 5,7%;
e em 2014, 4,7%. Apos a sorotipificagdo foram identificados 188 sorovares inclusive S.
Typhimurium que representou 4,0% das amostras, mesmo em um ambiente diverso do
brasileiro, pode-se observar que ha concordancia com a diversidade de sorovares no meio
ambiente, que pode estar sendo sustentado por caracteristicas intrinsecas de resisténcia
do sorotipo.

Chousalkar et al.**, sugeriram que aves silvestres e raposas tém importante papel
na ecologia da S. Typhimurium e em surtos alimentares relacionaram ainda que fatores
ambientais, como o frio, influenciam na adaptagdo de S. Typhimurium em animais
criados livres e concluiram ainda que ha necessidade de mais estudos epidemioldgicos
em sistemas de producéo extensivos ou caipiras esta observacao condiz com o observado
nas producdes caipiras da localidade deste trabalho.

Foi avaliado o efeito da exposicéo sequencial a estresses sub-letais utilizando o
frio, &cidos e diferencas osmoticas e concluiu-se que estes fatores aumentaram a
tolerancia de S. Enteritidis e S. Typhimurium quando inoculados experimentalmente em
peito de frango e no sistema gastrointestinal; demonstrou que essa exposi¢do a condi¢oes
de estresse pode ajudar na sobrevivéncia de Salmonella sp. tanto no hospedeiro quanto
no ambiente?, contribuindo para a permanéncia do patdgeno no meio.

Observa-se uma grande variedade de sorotipos de salmonela proveniente de
excretas de aves em diversos paises, esta diversidade pode estar relacionada com o modo
de producéo de aves caipiras e com suas caracteristicas de rusticidade e maior tolerancia
as salmoneloses. Neste modo de producéo as aves possuem acesso irrestrito ao meio
ambiente e geralmente com poucas possibilidades de controle sanitario, permanecendo
expostas aos perigos e elevando os riscos de infeccdo e disseminacdo de patdgeno
favorecendo assim o aumento da toleréncia aos fatores adversos impostos pelo ambiente.

Em relagdo ao resultado do teste de resisténcia aos antimicrobianos apresentado
no Quadro 01, observou-se que todos 0s sorotipos apresentaram sensibilidade a
amoxicilina, aztreonam, ciprofloxacina, cloranfenicol, gentamicina, norfloxacina,
sulfonamida, tetraciclina e a associag¢do entre sulfa e trimetoprim. Por outro lado, um
isolado de S. Anatun foi resistente a fosfomicina, e a cepa rugosa apresentou

multirresisténcia (ceftiofur, enrofloxacina e fosfomicina).
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Quadro 01 - Resultado do teste de sensibilidade aos antimicrobianos, dos isolados de Salmonella
enterica obtidos de amostras de excretas de galinha caipira expostas ao comércio em
feiras do municipio de Goiania-Goias

Cepa
Antibidtico S. Typhimurium |S. Agona |S. Anatum-1* | Rugosa S. Anatun

Amoxicilina S S S S S
Aztreonam
Ciprofloxacina
Cloranfenicol
Ceftiofur
Enrofloxacina
Fosfomicina
Gentamicina
Norfloxacina
Sulfonamida
Sufa+trimet

Tetraciclina S S S S S
S — Sensivel. I- Intermediario. R — Resistente; 1* = foi utilizado para diferenciar o mesmo sorovar
encontrado em regides diferentes.

NDmmLnmumominm nmwm
nmmoununummominm un wm
nmumoununumunm umium|—wm
n|i—un un|0 "0 A0|—|—|w
NI=— L v|TBLIBK OB O0BWm

Em 60% (3/5) dos isolados, (S. Typhimurium, S. Agona, S. Anatunl) foi
constatada sensibilidade a todos os antimicrobianos testados, um sorovar (S. Anatun)
apresentou resisténcia apenas a fosfomicina, correspondendo a 20% (1/5) dos isolados e
foi observada a resisténcia a diversos antimicrobianos (MDR), aqui considerado igual ou
maior que trés antibidticos, na cepa rugosa 20% (1/5), uma vez que este foi resistente ao
ceftiofur, a enrofloxacina e a fosfomicina.

Os resultados encontrados sio similares aos de Mahmud et al.*®, que ao realizaram
0 teste de resisténcia aos antimicrobianos em 106 isolados de Salmonella sp., utilizando
10 antimicrobianos comumente empregados na medicina veterinaria e humana obtiveram
26,4% dos isolados na condicdo de MDR, além de identificarem resisténcia a amoxicilina
(99%), tetraciclina (98%), sulfametoxazol (60%), gentamicina (46%) e ciprofloxacina
(40%).

Abdeen e Mousal’, em pesquisa em 2017, realizada em excretas de galinha
caipira, no Egito, identificaram maiores niveis de resisténcia, divergindo dos resultados
apresentados neste trabalho, pois submeteram seis isolados de Salmonella enterica e
constataram 100% de resisténcia a amoxicilina, sulfonamida e trimetoprim,
ciprofloxacina, enrofloxacina, norfloxacina; 83,3% para cloranfenicol; 33,3%

gentamicina. Esta diferenca no perfil de sensibilidade pode ser justificada pelo modo de
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producdo em diferentes paises, com o uso de variadas técnicas de manejo, incluindo o uso
de antibidticos.

Mesmo com a escassez de pesquisas envolvendo especificamente a identificacéo
de Salmonella sp. em excretas de frangos caipiras observa-se que foi relatada resisténcia,
na maioria dos artigos, as diversas classes de antimicrobianos como aminoglicosideos,
cefalosporinas, ceféns e tetraciclinas, inclusive aos antimicrobianos dos grupos dos
fenicdis, fluorquinolonas, inibidores da via dos folatos, lipopeptideos, macrolideos,
monobactamico, nitrofurano, penicilinas e quinolonas; havendo sensibilidade apenas ao
grupo das fosfomicina, o que néo foi observado nesta pesquisa.

Entre as causas de resisténcia antimicrobiana, pode-se incluir o uso
indiscriminado de antimicrobianos para prevencdo e controle de doengas bacterianas
durante o processo de producdo, deixando residuos na agua ou no solo, conforme
constatado por Jimenez et al.?, que isolaram, em 2009, Salmonella sp., de amostras de
agua da producdo de galinha caipira resistentes as tetraciclinas, sugerindo que ha
possibilidade de promocéo da persisténcia de bactérias resistentes no ambiente e que pode
ser considerada uma importante forma de transmissdo desta caracteristica, embora ndo
tenha sido realizada neste trabalho.

Essa grande variedade de resisténcia demonstra a necessidade de se implementar
medidas de controle no uso de antimicrobianos nas produgdes animais, principalmente as
moléculas que sdo também de uso na medicina humana, uma vez que os produtos avicolas
estdo envolvidos em diversos surtos de doencas transmitidas por alimentos,
principalmente a salmonelose, 0 que pode contribuir para a disseminagdo de bactérias
resistentes ou multirresistentes ao homem.

H& uma grande preocupacdo com a emergéncia da multirresisténcia dos
sorotipos de Salmonella sp. pois, além de gerar um grande impacto na eficacia do
tratamento antimicrobiano apresenta ainda incremento na ocorréncia de sorovares
resistentes, podendo ocasionar o aumento na letalidade por infec¢bes causadas por
Salmonella sp. resistentes aos antimicrobianos®.

Ao se avaliar a ocorréncia de Salmonella enterica, o perfil soroldgico, a
susceptibilidade aos antimicrobianos associados a distribuicdo nas regides em que foram
isolados, pode-se inferir que ha uma dispersdo do agente com grande variabilidade e
adaptabilidade em diferentes ambientes e que o uso de antimicrobianos necessita de uma
melhor regulamentacdo e acompanhamento para este tipo de producdo, no sentido de

prevenir a ocorréncia de salmoneloses em humanos e animais de producéo.
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Ao utilizar o método de tipagem molecular por PFGE foi possivel verificar que os
isolados deste estudo, apresentaram diferentes grupos clonais, uma vez que sdo sorotipos
distintos, a excecdo dos dois isolados de S. Anatun que pertencem ao més grupo clonal.

Embora possa haver agrupamento de isolados de mesmo sorotipo em grupos
clonais distintos®, ndo foi observado neste trabalho, uma das causas destes resultados é
0 rearranjo genético que as amostras podem realizar durante seu processo de
multiplicacéo.

Como essas cepas foram isoladas de excretas colhidas em feiras localizadas em
diferentes bairros de Goiania, e em diferentes dias, sendo amostras ambientais, ha a
possibilidade de persisténcia destes sorotipos em condi¢Ges ambientais, tipicas do sistema
de producéo caipira. Ao se considerar as diferentes localiza¢Ges das feiras infere-se que
a disseminacdo pode ter ocorrido tanto verticalmente, através de ovos contaminados ou
horizontalmente. No entanto, é dificil rastrear o ponto inicial da disseminacao,
considerando a complexidade epidemioldgica de Salmonella sp., que pode envolver

inclusive animais silvestre?’.
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4. CONCLUSAO

H4 circulacdo de diferentes sorovares de Salmonella sp., em excretas de galinhas
caipiras expostas a comercializacdo em feiras livres de Goiania, Goias. Assim como
isolados resistentes a diferentes antibioticos testados.

A disperséo de grupos clonais distintos no sistema de producéo caipira demonstra
que é de fundamental importancia que se implemente medidas sanitarias que assegurem
a diminuicdo da ocorréncia de Salmonella sp. neste sistema assim como possa restringir
a veiculacdo alimentar deste patdgeno.

A presenca de uma cepa rugosa, multirresistente pode servir de indicativo de risco
quanto a circulacdo de Salmonella sp. com esta caracteristica 0 que representa um risco a
populacdo humana que necessita de medidas de controle desde a producéo primaria até a

manipulacdo final do produto
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CAPITULO 3 - IDENTIFICACAO DE Salmonella sp. EM AMOSTRAS DE
CARCACAS E OVOS DE FRANGOS CAIPIRAS COMERCIALIZADOS EM
FEIRAS DE GOIANIA, GOIAS.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi detectar Salmonella sp., em carcacas de frango e ovos caipiras
comercializados em feiras livres de Goiania, Goiés. Nas carcacas, por meio da pesquisa
bacterioldgica convencional foram obtidos 6/100, (6%) de carcacas e 3/150, (2%) de ovos
positivas para Salmonella sp. No teste de susceptibilidade antimicrobiana, foi verificado
que nos isolados obtidos de carcacas houve sensibilidade ao aztreonam, a amoxicilina,
cloranfenicol, gentamicina, norfloxacina, a sulfonamida, tetraciclina e a associagéo entre
sulfonamida e trimetoprim. Por outro lado, foi observada a resisténcia ao ceftiofur 1/6
(16,7%), fosfomicina 2/6 (33,3%), ciprofloxacina e enrofloxacina 3/6 (50,0%). Quanto
aos isolados de ovos ndo houve resisténcia a nenhum dos antimicrobianos avaliados.
Identificou-se nas carcagas os sorovares, Salmonella Cerro (1), S. Corvalis (1), S. Panama
(1), 0:3,10 (1); O:4,5 (1), e uma cepa rugosa, enquanto que nos ovos foi identificada S.
Corvalis (3). Foi realizado o teste de Eletroforese de Campo Pulsado (PFGE) e
identificado o mesmo grupo clonal para os isolados de S. Corvalis tanto nos ovos quanto
na carcaga. Para os demais sorotipos constatou-se que pertenciam a diferentes grupos
clonais. Ha circulacdo de Salmonella em carcacas e ovos de galinhas caipiras
comercializadas nas feiras livres de Goiania assim como a confirmacao de resisténcia aos
antimicrobianos e homogeneidade clonal para mesmo sorovar.

Palavras-chave: produtos de origem animal, resisténcia aos antibiéticos, salmonelose.
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ABSTRACT

The objective of this study was to detect Salmonella sp., in chicken carcasses and free-
range eggs sold at fairs in Goiénia, Goias. In carcasses, through conventional
bacteriological research, were obtained 6/100 (6%) of carcasses and 3/150 (2%) of eggs
positive for Salmonella sp.. In the antimicrobial susceptibility test, it was found that in
isolates obtained from carcasses there was sensitivity to aztreonam, amoxicillin,
chloramphenicol, gentamicin, norfloxacin, sulfonamide, tetracycline and the association
between sulfonamide and trimethoprim. On the other hand, resistance to ceftiofur 1/6
(16.7%), fosfomycin 2/6 (33.3%), ciprofloxacin and enrofloxacin 3/6 (50.0%) was
observed. For eggs isolates there was no resistance to any of the antibiotics tested. The
following Serovars were identified in the carcasses, Salmonella Cerro (1), S. Corvalis (1),
S. Panama (1), O: 3.10 (1); O: 4.5 (1), and one rough strain; whereas in the eggs S.
Corvalis was identified. Pulsed Field Electrophoresis (PFGE) was performed and the
same clonal group was identified for the isolates of S. Corvalis in both eggs and carcass.
For the other serotypes it was found that they belonged to different clonal groups.
Salmonella circulation was detected in carcasses and eggs of free-range chickens sold at
Goiénia fairs as well as confirmation of antimicrobial resistance and clonal homogeneity
for same serovar.

Keywords: Products of animal origin, antibiotic Resistance, salmonellosis.
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1. INTRODUCAO

A origem das feiras livres remonta ao século 1X na Europa, onde os mercados
locais eram organizados para suprir a populacdo local com os géneros de primeira
necessidade!. No Brasil, a feira livre constitui uma modalidade de mercado varejista ao
ar livre, de periodicidade semanal, organizada como um servi¢o de utilidade publica pela
municipalidade e voltada para a comercializago local de géneros alimenticios e produtos
basicos provenientes de diversas regides?.

N&o ha muito controle sanitario e comercial nos diferentes produtos de origem
vegetal ou animal comercializados nas feiras, a ponto de ndo se ter dados oficiais precisos
sobre o volume e os tipos de produtos comercializados.

A contaminacdo de produtos de origem animal é uma preocupacao constante,
porque é dificil de se realizar o controle de forma eficitente. Muitos fatores podem estar
envolvidos na contaminagdo, incluindo os do meio ambiente, a fauna associada, a 4gua
de diferentes fontes e o descarte de residuo gerado; além do manejo animal e dos humanos
relacionados durante as praticas de abate, processamento e armazenamento®,

A producdo de frango ao ar livre € um segmento promissor do setor avicola,
envolvendo racas de crescimento lento, que apresentam carnes com caracteristicas
sensoriais diferentes daquelas criadas em confinamento, exibindo carne mais escura, mais
firme e sabor acentuado. Sua producdo visa atender a um nicho de mercado constituido
por consumidores mais exigentes e com maior apelo de compra®,

Aves, produtos carneos e ovos sdo as fontes alimentares mais associadas aos
surtos de salmonelose, embora também possam envolverem outros géneros
alimenticios®®. A presenca de Salmonella sp. em ovos é em grande parte devido & sua
capacidade de colonizar o tecido ovariano e a superficie dos ovos durante a formagcéo 7 8.

Salmonellas sdo microrganismos Gram negativos que incluem as espécies
Salmonella enterica e Salmonella bongori, dos quais apenas o primeiro é de relevancia
clinica para humanos e animais. S. enterica inclui mais de 2.600 sorovares’.

Em diversos estudos constatou-se que Salmonella Enteritidis é o principal sorovar
causador de salmonelose e 0 mais prevalente em produtos derivados de frangos. Por isso
tem-se a necessidade de controlar sua presenca em alimentos, principalmente os de
origem animal®.

Carne de aves e ovos sao importantes para atender as necessidades dietéticas da

populacdo humana em constante crescimento, além de constituir uma proteina de valor
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acessivel. A producdo avicola eficiente, no entanto, requer o uso de produtos
farmacéuticos, como antimicrobianos, que podem ser utilzados como agentes profilaticos
e terapéuticos que visam garantir o rapido crescimento e a manutencéo da satde animal.

No entanto, seu uso inadequado pode resultar em acimulo de residuos na carne e
nos ovos das aves tratadas, o que pode afetar a saide do consumidor, gerando reacdes
alérgicas e veiculando bactérias resistentes. Como forma de controle as autoridades
reguladoras vém adotando medidas para restringir 0o uso inadequado de Varios
medicamentos para uso animal, a fim de fornecer alimentos de origem animal seguros
para os seres humanos?.

Na seguranca dos alimentos inclue-se a resisténcia bacteriana, que pode ser pelos
microrganismos presentes ou por residuos de antimicrobianos presentes na carcaga, em
dose sub terapéutica, mas que pode selecionar bactérias com menor sensibilidade ou com
maior resisténcia aos produtos®°.

Considerando a importancia de Salmonella sp., em sanidade animal e sua
disseminacdo ambiental, com o fato de comprometer o plantel avicola nacional e acarretar
problemas relacionados ao uso indiscriminado como a resisténcia bacteriana. O objetivo
deste trabalho foi identificar genotipica e fenotipica isolados de Salmonella sp.
provenientes de amostras de carcacas e ovos de frangos caipiras comercializados em

feiras de Goiania, Goias.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras

Foram visitadas 118 feiras livres em Goiania, no periodo de setembro de 2017 a
setembro de 2018, para a colheita de 100 amostras de carcacas de frangos e de 50 duzias
de ovos caipiras expostos a venda, amostra definida por conveniéncia e colhidas ao acaso.
As carcacas foram adquiridas em 54 feiras enquanto que os ovos colhidos em 33 feiras
de Goiania sendo que o numero de amostras por feira foi variavel de uma a seis unidades
segundo o porte da feira.

Imediatamente ap0s a colheita, as carcacas foram acondicionadas em caixa
isotérmica contendo gelo reciclavel e os ovos foram transportados a temperatura ambiente
até o Laboratorio de Bacteriologia do Setor de Medicina Veterinaria Preventiva da

Universidade Federal de Goiés.

2.2. Pesquisa de Salmonella sp.

As amostras de carcaca foram submetidas a pesquisa de Salmonella em
conformidade com o protocolo definido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria
(ANVISA)!, com adaptagBes. Foram colhidas 25 g de pele e musculo da regido de
pescoco e da regido peri cloacal®?.

Cada duazia de ovos deu origem a uma amostra de casca, uma de albumen e uma
de gema, compondo um pool por estrutura. Foi utilizado algodao estéril embebido em
alcool etilico a 70% antes de se proceder a quebra da casca. Apos a transferéncia do
conteddo para uma placa de Petri estéril a casca foi colocada com a parte aberta voltada
para baixo para escorrer o excesso de albumen.

Com o uso de seringa de 10mL, o albumen foi extraido e acondicionado em um
becker estéril e a gema em outro, formando o pool a ser analisado. Foram aliquotados 25
g de casca, 25 mL de albumen e 25 mL de gema e adicionados a 225mL de agua

peptonada tamponada (APT) a 1% e incubados a 37°C por 18 a 24 horas.

2.3. Sorotipificacao
Os isolados de Salmonella foram enviados ao Laboratorio de Referéncia Nacional
para Enteroinfec¢Oes Bacterianas da Fundagéo Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro -

RJ, para tipagem soroldgica realizada pelo esquema de Kauffmann-White-Le Minor.
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2.4. Teste de Resisténcia aos antimicrobianos

Para a realizac&o do teste de resisténcia aos antimicrobianos foi utilizada a técnica
de difusdo em agar com discos de antibioticos em meio Muller Hinton, conforme descrito
pelo Clincial and Laboratory Standards Institute (CLSI)*2.

Os antibioticos testados foram amoxicilina 10ug (AMO), aztreonam 30ug (AZT),
ceftiofur 30ug (CEF), ciprofloxacina 5ug (CIP), cloranfenicol 30ug (CLO),
enrofloxacina (ENO), fosfomicina 200ug (FOS), gentamicina 10ug (GEN), norfloxacina
10pg (NOR), sulfonamida 300ug (SUL), sulfonamida com trimetoprim 25ug (SUT) e
tetraciclina 30ug (TET).

A leitura dos halos de inibicdo foi realizada conforme definido pelo CLSI®, Os
isolados foram classificados como sensivel, intermediario ou resistente para cada

antibidtico, apds comparagdo com 0s critérios.

2.5. Eletroforese de Campo Pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis — PFGE)

A Eletroforese de Campo Pulsado - PFGE foi realizada no Laboratério de
Referéncia Nacional para Enteroinfec¢bes Bacterianas da Fundacdo Oswaldo Cruz,
Ministério da Saude do Brasil. Foram enviadas ao laboratério amostras estocadas em agar
nutriente.

O teste foi realizado de acordo com o protocolo do Centro de Controle de Doengas
(CDC)*. O método de tipagem molecular pela PFGE foi realizado com a digestdo pela
enzima Xbal sendo que os padrbes de similaridade dos pulsotipos foram analisados e
comparados entre si usando coeficiente de DICE™® por meio do Gel Compare Il Software
(Matematica Aplicada)®®.

2.6. Analise estatistica
Para interpretacdo dos resultados encontrados, foi realizada estatistica descritiva

através da frequéncia dos dados.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 100 carcacas analisadas, 6% (6/100) foram positivas para Salmonella sp, e 0s
isolados foram identificados como Salmonella Corvallis (1), S. Cerro (1), S. Panama (1),
Salmonella formula antigénica O:4,5 (1) e 0:3,10 (1); e uma cepa rugosa.

Li et al.l’, identificaram 8,4% dos 369 isolados como Salmonella Corvallis, em
carcacas de frangos comercializadas em feiras na China em 2016, utilizando bacteriologia
convencional concluindo que o isolamento se deve as precérias condi¢des sanitarias
durante o processamento das carcacas; esta caracteristica ndo pode ser observada, apenas
deduzidas, pois as carcacas ja se encontravam expostas ao Comércio.

Moraes et al.'® isolaram Salmonella enterica em 2,8% das amostras analisadas de
diversas origens como suabes de gaiolas, de bebedouros, de cloacas assim como em
racdes e insetos oriundos da producdo de galinhas poedeiras comerciais utilizando a
bacteriologia; dos isolados 16,7% foram de Salmonella Cerro, sugerindo a contaminacao
horizontal como uma importante forma de dispersdo do patdgeno'®. Considerando a
origem do isolado de Salmonella Cerro (carcaga), sugere-se provavelmente a mesma
forma de contaminacéo (horizontal) das amostras obtidas uma vez que pode ter ocorrido
a contaminacdo cruzado por falhas de higiene do manipulador.

S. Cerro é um dos sorovares mais isolados de amostras clinicas humanas, no
entanto este sorovar foi responsavel por apenas 3,0% dos casos clinicos relatados por ano
no EUA. Entretanto em 2016, S. Cerro foi o quarto, mais comum, sorovar isolado em
casos clinicos de animais e 0 segundo na producao animal. Isolados de S. Cerro raramente
tém significancia na taxa de invasdo celular quando comparada com amostras de S.
Typhimurium e S. Newport. Ainda ndo estd esclarecida a causa da baixa habilidade
invasiva deste sorovar ndo apresentando, ainda relevancia na epidemiologia de infec¢bes
humanas, mesmo sendo isolado de carnes vermelhas e de aves®®.

Recentemente, Salmonella Cerro foi um dos sorotipos mais prevalentes em
isolados da produgéo animal norte americana e associado a alguns casos de gastroenterite
humana. Isto pode indicar o inicio de uma cepa emergente que pode afetar escala global,
no entanto ainda n3o foi sorotipada em Taiwan?. Desta forma deve-se avaliar
criteriosamente a disperséo deste sorovar e acompanhar o avango em diferentes paises.

O isolamento de 6% (6/100) aqui registrado foi inferior ao encontrado por
Ribeiro?, que isolou 28%, (17/60) em amostras de carcacas de frangos caipiras
comercializados em agougues na Bahia. Esta diferenca pode ser justificada pela origem

das amostras analisadas uma vez que em amostras de agcougue ha maior manipulacéo do
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produto na elaboracéo de cortes e uso dos expositores que podem influenciar a ocorréncia
do patégeno; enquanto que em galinhas caipiras a evisceracgdo € individualizada e o risco
de extravasamento de conteudo intestinal e seu contato direto com a carcaga é reduzido.
Resultados superiores também foram obtidos por Silva??, que descreveu 50%
(6/12) de isolamento no Rio Grande do Norte em 2012, justificando problemas no pré-
abate como 0 acesso ao pasto, 0 contato com aves silvestres e insetos como fatores que
contribuem para o aumento da contaminagéo da carcaca. Os resultados do presente estudo
igualmente foram inferiores aos de Zonta et al.?3, que isolaram 2/3 (66,67%) de carcacas
amostradas em feiras do Parand. Observa-se que mesmo havendo um baixo ndmero
absoluto de isolamento deste agente no presente estudo, a identificagdo de Salmonella sp.
nas carcagas expostas nas feiras amostradas, podem ser causa de surtos de gastroenterites
humanas, provavelmente subnotificadas e de dificil relacdo com a fonte de contaminacéo.
Na analise de suscetibilidade aos antimicrobianos, ndo foi verificada resisténcia a
amoxicilina, aztreonam, cloranfenicol, gentamicina, norfloxacina, sulfonamida,
tetraciclina e a sulfonamida/trimetoprim; no entanto foi observada resisténcia ao ceftiofur
1/6 (16,7%), fosfomicina 2/6 (33,3%), enrofloxacina 3/6 (50,0%) e ciprofloxacina 3/6

(50,0%); foi confirmado ainda que a cepa rugosa foi multirresistente (Quadro 1).

Quadro 1 — Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos em isolados de Salmonella enterica de
amostras de carcagas de frango caipira comercializados em feiras de Goiénia, Goias.
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Ao se comparar os perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos obtidos neste

trabalho com o realizado utilizando frangos e suinos, por Abdeen e Moura?*, em 2018, no
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Egito, relataram maiores indices de resisténcia em relacao a todos os antibidticos testados
em comum, ou seja 100% (6/6) de resisténcia a amoxicilina, sulfonamida e trimetoprim,
ciprofloxacina, enrofloxacina, norfloxacina; 83,3% (5/6) ao cloranfenicol; 33,3% (2/6) a
gentamicina. Mesma observagdo quanto & pesquisa desenvolvida por Samanta et al.?°, na
india, que identificaram 100% de resisténcia ao cloranfenicol, ciprofloxacina,
norfloxacina, tetraciclina nos isolados de Salmonella sp., em carcacas de frangos. Os
altos indices de resisténcia podem estar associados ao acesso indiscriminado aos
antimicrobianos e a parca legislacdo ao sistema de producéo caipira.

Em isolados de Salmonella sp., de frangos de corte, em Trinidade e Tobago, em
2017, foi identificada altos indices de resisténcia as quinolonas, tetraciclinas e
sulfonamidas , enquanto que as cefalosporinas de terceira geracdo foi rara, em carcacas
de galinhas caipiras?®, o facil acesso aos trés primeiros grupos de antimicrobianos, quer
seja pelo baixo custo ou por terem maior indicacdo por parte de atendentes de
agropecuérias podem interferir positivamente para a elevacdo do indice, € importante
ressaltar que todos os antimcrobianos constituem, de certa forma uma preocupacdo a
salde publica.

O resultado da analise da PFGE permitiu concluir que cada um dos seis isolados
de Salmonella apresentaram diferente grupo clonal entre si, ndo havendo relacéo genética
e ndo possibilitando relacionar uma possivel dispersdo génica, ou mesmo provaveis fontes
de contaminacdo para as carcacas analisadas.

Quanto as 50 duzias (150 amostras) de ovos trés amostras 2% (3/150), uma de
cada estrutura do ovo, foram positivas para Salmonella em analise bacterioldgica
convencional e todas pertencentes ao sorovar Salmonella Corvallis, enquanto que a PFGE
permitiu identificar que todos os sorovares sao do mesmo grupo clonal.

Resultados similares de isolamento em ovos caipiras, foram encontrados por
Wolschick e Bosco?’, no Rio Grande do Sul, identificando média de 2,36% para o periodo
entre 2010 a 2014 e Mogollon et al.® em 2016 relataram 2,93% em cascas de ovos na
Colémbia e identificaram como fatores de risco de contaminacdo a frequéncia de
higienizacdo do local de exposicdo e temperatura de armazenamento, esses mesmos
fatores podem ser considerados em ovos vendidos em feiras livres, que geralmente ficam
expostos ao ar livre, sem protecéo e suscetivel as intemperies.

Resultado inferiores foram encontrados por Filho et al.8, no Ceara, em 2014, assim
como em 2015 no Rio de Janeiro?® e por Mottin; Compodénio; Damésio?®, em 2015 na

Bahia ndo encontraram Salmonella sp. em ovos caipiras em nenhuma de suas estruturas
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assim como Samanta et al.?®® na india em 2014, Manning; Gole; Chousalkar®®, que
também ndo obtiveram resultado positivo para Salmonella enterica. Sugerindo menor
contaminagdo ambiental nos locais de postura, ou mesmo melhores sistemas de coletas
de ovos durante o dia, pois hd menor tempo de contato dos ovos com 0 meio ambiente e
com 0s provaveis contaminantes, desta forma os ovos caipiras que permanecem maior
periodo no ninho em outro ambiente podem apresentar maior contaminagdo em suas
estruturas.

Ao se proceder a analise do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de isolados
de Salmonella enterica, das amostras de ovos das feiras de Goi&nia ndo foi constatada a
resisténcia a nenhum antimicrobiano no entanto foi constatado intermedidrio a um
antimicrobiano no isolado da casca.

Ha uma grande variedade dos perfis de resisténcia aos antimicrobianos verificada
em diversos paises, tanto para isolados de Salmonella enterica de ovos quanto de
carcacas. As diferentes ocorréncias de isolados em amostras de ovos podem ser atribuidas
as condicBes de manejo, as caracteristicas ambientais da producdo assim como a forma
ou frequéncia de coleta de ovos, sendo consideradas ainda suas caracteristicas sanitarias.

O resultado da analise da PFGE demonstrou que todos os isolados dos ovos, que
sdo do mesmo sorotipo, pertencem ao mesmo pulsotipo sugerindo que pode ter havido
contaminacdo entre as estruturas analisadas, ou mesmo a capacidade de o agente se
instalar na casca e utilizando mecanismos de escape permear o albimen até alcancar a
gema.

Ao se associar 0 resultado da PFGE do isolado de Salmonella Corvallis
encontrado na carcaga com os das estruturas dos ovos pode-se verificar que fazem parte
do mesmo grupo clonal, (Figura 1), embora sejam de produtos e de feiras distintas,

sugerindo uma dispersdo do sorotipo na regido avaliada.

100

CARCACA
CASCA

- ALBUMEN
GEMA

Figura 1. Resultado da Eletroforese em Campo Pulsado de isolados de Salmonella Corvallis de
amostras de carcacas e ovos de galinhas caipiras comercializados em feiras livres de Goiania.
Demonstra que dos pulsotipos tém similaridade maior que 85% compondo 0 mesmo grupo clonal.
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4., CONCLUSAO

Demonstra-se a ocorréncia de Salmonella sp. em carcacas e ovos, do sistema de
producdo caipira comercializados em feiras de Goiania, Goias, assim como a ocorréncia
da resisténcia a alguns antibioticos em isolados de carcacas.

A resisténcia de Salmonella sp., a antimicrobianos testados, sugere que deve haver
maior controle no uso destes produtos assim como a necessidade de mais estudos para
ampliar o conhecimento sobre as formas de aquisicdo da resisténcia neste sistema de
producao.

Percebe-se ainda que pela eletroforese de campo pulsado ha dispersdo de
diferentes pulsotipos em diferentes sorotipos, no entanto, no mesmo sorotipo de
deferentes amostras, todos os isolados pertencem ao mesmo grupo clonal, sugerindo

mesma fonte de contaminagéo.
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CAPITULO 4 - DIAGNOSTICO MOLECULAR DE Salmonella spp. ISOLADOS
DE EXCRETAS, OVOS E CARCACAS DE GALINHAS CAIPIRAS
COMERCIALIZADAS EM FEIRAS DE GOIANIA, GOIAS

RESUMO

As doencas veiculadas por alimentos (DVA), causadas por bactérias constituem um
problema na satide humana mundial. O objetivo do trabalho foi identificar pela técnica
da PCR a presenca de Salmonella sp. e de genes de resisténcia em excretas, carcagas e
ovos de galinha caipira comercializados em feiras de Goiania-Goias, Brasil. Foram
colhidas, aleatoriamente 100 amostras de excretas, 100 carcacas e 50 duzias de ovos
caipiras nas 118 feiras livres em diversos bairros do municipio de Goiania, Goias, no
periodo de julho de 2017 a outubro de 2018. Posteriormente, foi pesquisada a presenga
de Salmonella sp. através de meétodos bacteriolégicos convencionais. A deteccdo de
Salmonella spp., foi realizada com a utilizacdo do gene invA, especifico para o género.
Foram utilizados os genes blatem, gqnrS e aadA2 que codificam a resisténcia aos
antimicrobianos dos grupos de beta lactdmicos, quinolonas e aminoglicosideos,
respectivamente. Pela técnica da PCR convencional, demostrou a presenca de Salmonella
em sete amostras de carcaga, nove de excretas e cinco de ovos, sendo trés nas cascas, uma
no albimen e outra na gema. Foi detectada a presenca do gene blatem em quatro amostras
(19,05%); do gene gnrS em cinco amostras (23,81%) e do aadA2 ndo foi verificado.
Salmonella sp. esta presente em carcacas, 0vos e excretas examinadas, com a confirmacéo
dos genes de resisténcia apenas em carcacas e excretas.

Palavras-chave: antibioico, producéo alternativa, resisténcia bacteriana, salmonelose.



62

ABSTRACT

Foodborne diseases caused by bacteria are a problem in human health worldwide. The
objective of this work was to identify by PCR technique the presence of Salmonella sp.
and the resistance genes in excretes, carcasses and free- range chicken eggs sold at fairs
in Goidnia-Goias, Brazil. A total of 100 samples of excretes, 100 carcasses and 50 dozen
of free-range eggs were randomly collected at the 118 fairs in several neighborhoods in
the municipality of Goiénia, Goiés, from July 2017 to October 2018. Subsequently, the
presence of Salmonella sp. was studied through conventional bacteriological methods.
The detection of Salmonella spp., was performed using the gene invA, specific to gender.
In the study were used the genes blaTEM, gnrS and aadA2 encoding antimicrobial
resistance from beta lactam, quinolone and aminoglycosides groups, respectively.
According to conventional PCR, it showed the presence of Salmonella in seven carcass
samples, in nine excretes samples and five in eggs that were three in the shells, one in the
albumen and the other in the yolk. The presence of the blaTEM gene was detected in four
samples (19.05%); from the gnrS gene in five samples (23.81%) and from aadA2 has not
been verified. Salmonella sp. is present in carcasses, eggs and excretes examined, with
confirmation of resistance genes only in carcasses and excretes.

Keywords: Antibiotic, alternative production, bacterial resistance, salmonellosis.
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1. INTRODUCAO

As galinhas caipiras brasileiras sdo originarias de cruzamentos aleatorios entre as
diferentes racas trazidas ao pais durante o periodo colonial. Mesmo que muitas destas
racas tenham se perdido ao longo do tempo, algumas ainda sdo criadas no sistema caipira
em diversas regides brasileiras?.

Os produtos de origem animal como ovos e carcacas de galinhas podem se
constituir em fontes de veiculacdo de bactérias patogénicas, como as causadoras de
Doencas Veiculadas por Alimentos (DVA), configurando como de grande interesse e
preocupacado para a satide humana?.

Pode ocorrer ainda a presencga de bactérias resistentes aos antimicrobianos, que
vem se tornando um problema crescente em diversos paises, além de ser classificada
como de risco potencial para a saude do consumidor, confirmado por resultados obtidos
em varias localidades, comprovando o0 aumento da ocorréncia de bactérias
multirresistentes aos antimicrobianos com énfase em produtos avicolas®.

InfeccBes por Salmonella sp, sdo os maiores problemas em salde publica no
mundo, tanto pelos impactos sociais quanto pelos econémicos. Algumas espécies animais
tém maior potencial para se manterem como reservatorios desta bactéria, em especial
aves, estando disseminada em toda a cadeia produtiva. Sua ocorréncia varia conforme o
pais, o tipo de produgdo. Os métodos de diagnostico, que em conjunto promovem o
conhecimento epidemioldgico acerca desta enfermidade, que é de ocorréncia mundial4.

As bactérias vivem no trato intestinal de animais infectados e humanos. No
presente estudo, empregamos 0 método RCR para a triagem e identificacdo de sorotipos
de Salmonella Enteritidis em peles de aves de capoeira de amostras comerciais no Ird
(Sodagar, Najmeh and Moghaddam Matin, Maryam and Bahrami, Ahmad Reza)

Deteccdo de genes usando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) requer
sequéncias especificas conhecidas como iniciadores. Um primer serve como ponto de
partida para o DNA replicacdo, ligacdo especifica do oligonucleotideo para a sequéncia
alvo em o fio do modelo é essencial para uma experimento bem sucedido. A ligacdoA
especificidade de um iniciador é determinada por varias de suas propriedades, como 0
derretimento temperatura (Tm), contetdo de GC e auto-complementaridade. A criacdo
de primers € geralmente feito com a ajuda do computador programas, entre os quais 0
Primer3 esta entre o mais utilizado. DETECTION OF VIRULENCE GENES phoP AND
phoQ IN Salmonella spp. USING IN SILICO POLYMERASE CHAIN REACTION.
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A PCR apresenta diversas vantagens, pois combina velocidade e facilidade de
execucao, além de alta especificidade e sensibilidade.

A detecgdo precoce da infeccdo por Salmonella é possivel usando varias técnicas
moleculares incluindo a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), essas técnicas
moleculares sdo eficientes em identificar o proprio patdégeno e nao atingir os anticorpos
produzidos pelo patégeno. No entanto, esta secdo destacara as técnicas moleculares,
excluindo a PCR. Antigenic cross reactivity and molecular profiling of Salmonella
species recovered from enteric sources.

Desta forma, o presente estudo teve por objetivos pesquisar a presenca de
Salmonella spp, de genes de resisténcia aos antimicrobianos em excretas, 0vos e carcagas

de galinha caipira comercializadas em feiras livres na cidade de Goiania, Goias,
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Detectar por PCR a presenca de Salmonella spp. e de genes de resisténcia a
antibioticos em amostras de excretas, carcacgas e ovos caipiras comercializados em feiras

de Goiania, Goias, Brasil.

2.2. Especificos
Detectar Salmonella sp., em amostras de excretas, carcagas e ovos caipiras

comercializados em feiras de Goiania, Brasil, por meio da PCR.

Detectar os genes blatem, € gnrS, aadA2, que determinam a resisténcia a beta
lactdmicos, quinolonas e aminoglicosideos, respectivamente, em amostras de excretas,

carcacas e ovos caipiras comercializados em feiras de Goiania, Brasil.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Amostragem

Foram coletadas 100 amostras de excretas, 100 de carcacas e 50 duzias de ovos
caipiras comercializados em 29, 54, 33 feiras respectivamente, no municipio de Goiania-
GO, no periodo de julho de 2017 a outubro de 2018.

As amostras de excretas foram colhidas com o uso de colheres descartaveis,
estéreis por meio de irradiacdo ultravioleta, e acondicionadas em embalagens estéreis tipo
stomacher, mantidas sob refrigeracdo em caixas isotérmicas. As carcacas foram
acondicionadas e mantidas em caixas isotérmicas também sob refrigeracdo. Os ovos
foram adquiridos e mantidos em temperatura ambiente. Todas as amostras foram colhidas
ao acaso e encaminhadas ao Laboratério de Bacteriologia do Setor de Medicina
Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de

Goias.

3.2. Pré-enriquecimento das amostras para PCR
Das carcacas foram retiradas 259 de pele e musculo das regides do pescogo e
pericloacal e acondicionadas em embalagem pléastica estéril contendo 225 mL de agua

peptonada tamponada a 1%, com posterior incubagéo a 37°C por 24 horas.

As excretas foram pesadas e adicionado o volume de nove vezes 0 peso da amostra

de 4gua peptonada tamponada a 1%, com posterior incubacdo a 37°C por 24 horas.

Para analise dos ovos foi procedida a separacao das trés estruturas (casca, albumen
e gema), antes de quebrar a casca foi utilizada solu¢do de alcool a 70 °GL para a
sanitizacdo externa. Apds a sanitizacdo o ovo foi quebrado em placa de Petri estéril, a
casca armazenada em Becker e o albimen foi retirado com auxilio de seringa de 20mL e
posto em Becker e a gema em um terceiro Becker. Desta forma se compuseram trés pools,
sendo um de cada estrutura. Foram pesados 25g de casca, aliquotados 25mL de albumen
e 25mL de gema e adicionados individualmente em 225 mL de &gua peptonada

tamponada a 1%, com posterior incubagdo a 37°C por 24 horas.

Apbs esse periodo, 0,1 mL foi transferido para tubo de ensaio contendo 10 mL do
caldo de enriquecimento seletivo Rappaport (Rappaport-Vassiliadis), e ImL para 9 mL

do caldo Selenito-Cistina, incubando 37°C por 24 horas.
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Do caldo Selenito Cistina foram aliquotados 2mL em eppendorf e congelados para

a realizacéo da PCR.

3.3. Extracdo de DNA
O DNA total foi isolado por meio do Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(PROMEGA), seguindo orientacdes do fabricante.

Para se realizar a PCR foi quantificado o DNA presente nas amostras extraidas
com o uso do aparelho nanodrop. Apds a quantificacdo houve necessidade de diluicédo de
amostras para se obter a quantidade de 10 a 100 ng de DNA/5 pL. A diluigdo foi realizada
utilizando agua ultrapura autoclavada. Realizada no Laboratorio de Genética Molecular
e Citogenética do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Goias.

3.4. Técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR
3.4.1. Detecgéo do gene invA

Para a identificacdo de Salmonella spp., foi utilizado o protocolo descrito por
Rahn et al®, com algumas modificacdes. As reacdes de PCR tiveram um volume total de
50 uL, composto por 25 uL de TagMan™ Environmental Master Mix 2.0 (Applied
Biosystems) 5,0 uL (10 pmol) de cada primer, 10,0 uL agua ultrapura autoclavada e 5,0
uL da amostra de DNA em concentragdo variando de 10 a 50 pmol/ pL. A reag¢do da PCR
foi realizada em termociclador Veriti 96 Well (Applied Biossystems). As combinacdes
de tempo e temperatura para desnaturacdo inicial 72°C por 7 minutos, seguido de 35
ciclos de desnaturagéo a 94 °C por 1 min, anelamento a 53 °C por 40 seg, extenséo a 72°C
por 3 min e incubacao final a 72°C por 7 min. Em seguida foi realizada a eletroforese em
gel de agarose a 2% com 2 pL. de brometo de etidio em 100 mL de gel. A documentacao
fotografica foi realizada em aparelho Gel Doc XR+ Imaging System (BioRad). A
sequéncia de bases dos oligonucleotideos do gene invA. Foward-
GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA. Reverse -
TCATCGCACCGTCAAGGAACC. Amplicon possuindo 284pb. Como controle positivo
foi utilizado DNA extraido da cepa de referéncia de Salmonella Enteritidis ATCC 14028.
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3.4.2. Deteccdo do gene blatem

Com base no protocolo definido por Colom et al (2003)°, a identificacdo do gene
blatem que codifica a resisténcia aos beta lactdmicos, para a amplificacdo utilizou-se
mistura final com 25 puL contendo 0,2 mM de cada deoxynucleosideo trifosfato (ANTP),
14 mM Tris-HCI (pH 8.4), 35 mM KCI, 1.5 mM MgCI2, 1,5 mM de primer OXA-1, 1
mM de primer blatem € 0,5 mM de primer SHV primers, 1U de Tag DNA polymerase e
2 pl da amostra de DNA. Para controle negativo foi utilizada uma mistura sem adi¢ao de
amostras, para o positivo foram incluidos os produtores de lactamase (SHV-1, TEM-2 e
OXA-1). O marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen, EUA) foi aplicado no gel
para determinar o tamanho dos fragmentos obtidos. Para a amplificagdo do DNA foi
utilizado o termociclador Veriti 96 Well (Applied Biossystems), com 32 ciclos com
desnaturacdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 54 °C pro 30 s, e extensdo a 72 °C por 1min.
Esta ciclagem foi precedida por uma desnaturacdo a 94 °C por 5 min e etapa final a 72 °C
por 10 min. blatem: Foward— ATCAGCAATAAACCAGC. Reverse —
CCCCGAAGAACGTTTTC. Amplicon 516pb.

3.4.3. Deteccdo do gene gnrS

Para deteccdo do gene gnrS, o qual confere resisténcia as quinolonas, foi utilizado
o volume final 30 pl, marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen, EUA) foi
aplicado no gel para determinar o tamanho dos fragmentos obtidos no protocolo de
amplificacdo do DNA, com desnaturacdo inicial 96 °C por 5 min; 30 ciclos de desnaturcédo
a 96 °C por 30 s, anelamento a 53 °C por 30 s, e extensdo a 72 °C por 1 min, e extensao
final por 5 min a 72 °C. Sequenciamento do gene qgnrS- Foward -
ACGACATTCGTCAACTGCAA; Reverse - TAAATTGGCACCCTGTAGGC; com
amplicon de 417pb’.

3.4.4. Detecgdo do gene aadA2

A PCR foi realizada para identificacdo do gene aadA2 que confere resisténcia aos
aminoglicosideos, conforme descrito por Walker et al (2001)* que confere resisténcia aos
aminoglicosideos utilizando como volume final 25 pl contendo 2,0 uL de template de
DNA, 2,5 uL de 10X PCR buffer, 1,5 mM de MgCl,, 200 uM of dNTPS, 2,0 mM de
cada primer e 1,0 unidade de enzima Tag DNA polimerase. O marcador de peso

molecular de 100 pb (Invitrogen, EUA) foi aplicado no gel para determinar o tamanho
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dos fragmentos obtidos. As condicGes da amplificagdo foram 5 min a 95°C, 32 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento 64°C por 1 min, extenséo a 72°C por 1 min
e extensdo final a 72°C por 5 min, temperatura interna do termociclador a 10°C;
termociclador Veriti 96 Well (Applied Biossystems)®. Amplicon de 432 bp. aadA; —
Foward: GGCGCGATCAACGAATTTATCCGA

Reverse: CCATTCGATGCCAAGGAACGAT.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A PCR, utilizando o par de primers que codifica o gene invA, gerou um produto
de 284 pb, o que confirmou a presenca de Salmonella spp. nas 14 amostras igualmente
positivas na bacteriologia convencional (Figural) sendo seis amostras de carcacas
positivas (38-41-105-227-232-234); cinco de excretas positivas (27-129-137-152-188);

em uma das amostras de pool de ovos com as trés estruturas (126cas-126alb-126ge).

27 38 41 126cas 105 126alb 129 137  PPM C+ 152 126ge 188 227 232 234

Figura 1: Gel de agarose mostrando produto da PCR dos genes invA, Salmonella sp. C+:
Controle Positivo. PPM: Padrdo de Peso Molecular (100pb).

Além da confirmacdo das amostras positivas em bacteriologia convencional, foi

identificada a presenca do gene invA em outras amostras, conforme figuras 2 e 3.

132 140 94cas 123ge 162 2%4 \'.230 PPM . C+ 233‘ 235 183 245 154 206 25 90

284pb o

—

Figura 2:Gel de agarose mostrando produto da PCR dos genes invA, Salmonella spp. C+:
controle Positivo. PPM: Padrdo de Peso Molecular (100pb).
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Figura 3:Gel de agarose mostrando produto da PCR dos genes invA, Salmonella sp. C+:
controle Positivo. PPM: Padréo de Peso Molecular (100pb)

As amostras positivas na PCR, em pool das estruturas de ovos (74 e 94); carcaca
(78) e excretas (90, 161,162 e 193) foram negativas pela bacteriologia convencional. A
deteccdo de Salmonella pela PCR em ovos, carcacas e excretas foi de 3,33% (5/150), 7%
(7/100) e 9% (9/100) respectivamente.

Os resultados deste trabalho sdo discordantes com os obtidos em diferentes paises
referente ao isolamento em carcacas de frangos produzidos no sistema intensivo como o
observado por Cardinale et al.,’que obtiveram indice de deteccio de 96% de Salmonella
no Senegal, e por Molero'® em 2012, na Venezuela que identificou positividade em 60%
das amostras de carcacas. Elevados indices de detec¢cdo em produtos oriundos do sistema
intensivo tém sido justificados pelo processamento da carcaca no abatedouro e no
resfriamento que ocorre por imersdo em é&gua, diferindo do processamento

individualizado na producéo caipira.

Por outro lado, em 2001, Zhao et al.**, identificaram 4,2% para Salmonella spp.,
nos Estados Unidos enquanto que no Vietnam, Ta et al.'°, detectaram 8,3% em carcacas
de galinhas caipiras comercializadas e ao ar livre. Em sistemas de producdo e
comercializacdo similares aos deste estudo foram obtidos indices semelhantes de
deteccdo pela técnica da PCR, além de serem paises economicamente similares, a

producdo tem 0 mesmo objetivo, subsisténcia familiar.

A ocorréncia de 13,33% identificada por Sarmiento (2016)*? no Brasil, alerta para
o0 papel fundamental dos manipuladores e da responsabilidade que os consumidores tém

no que se relaciona com o controle e a reducdo da incidéncia de Salmonella sp., em
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carcacas de frangos comercializadas em supermercados. Esta responsabilidade deve ser
compartilhada e assegurada por meio de 6rgdos reguladores e fiscalizadores como a
vigilancia sanitéria.

Com relacdo aos isolados de Salmonella sp., deste trabalho, quatro dos 21

(19,05%) foram positivos para o0 gene blartem, sendo um isolado de carcaga e trés de

excretas uma vez que nos ovos nao foram encontrados.

Na Dinamarca, o nivel de resisténcia a ampicilina, que é um beta lactamicos, por
Salmonella de isolados de produtos de origem animal tem sido monitorado por quase uma
década tendo tido observada a resisténcia a ampicilina em Salmonella Typhimurium
provenientes da avicultura industrial préximo a 15%, enquanto para isolados de
Salmonella Enteritidis de aves caipiras foi de 4%*. Desta forma o indice superior
encontrado neste trabalho pode estar relacionado com o facil acesso que os proprietarios
de aves caipiras tem aos antimicrobianos, o0 que pode estar contribuindo para a elevagéo

do indice em contraste ao apresentado por Olesen et al (2004)*3,

Quanto a pesquiso do gene blatem em 21 isolados de Salmonella spp., sendo sete
de carcacas, nove de excretas e cinco de ovos, foram identificados quatro isolados
positivos para o referido gene sendo um de carcaca (4,76%), trés de excretas (14,29%), o

gene blatem néo foi identificado em nenhum dos isolados de ovos.

Cloeckaert et al.*, pesquisaram em 66 isolados de Salmonella spp., provenientes
de carcacas de aves, na Bélgica em 2005, a presenca de genes de resisténcia ao
cloranfenicol, tetraciclina, sulfonamidas, quinolonas e antibioticos B-lactamicos. Entre 26
isolados resistentes a B-lactdmicos, foram identificados os genes b-lactamase blarem -1,
blaCTX-M-65, blaCTX-M-15 e blaPSE-1, sendo que o gene blaTem-1 apresentou a maior
ocorréncia (69,2%, 18/26) entre isolados resistentes a B-lactamicos no Egito?®. Este indice
mais elevado que o encontrado nesta pesquisa, podendo ser atribuido a forma de producao
naquele pais, uma vez que ha& menor regulamentacdo quanto ao comércio de

antimicrobianos para a producéo animal.

Em estudo desenvolvido por Kamel et al.%, no Egito, em 2018, foi constatado, em
produtos avicolas, 8,33% (25/300) de positividade para a Salmonella sp. por métodos
microbiol6gicos e moleculares e que todos os isolados foram positivos para ESBL. A
pesquisa do gene da resisténcia blatem demonstrou presenca em todos os isolados de

Salmonella sp., das carcacas analisadas. Nesta pesquisa foram analisadas apenas amostras
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de carcacas, ovos e excretas do sistema caipira, que embora se tenha facil acesso aos
antibioticos o uso é menor que em producdes industriais como o pesquisado no Egito.
Mas em ambos tém a preocupagdo com a aquisicao deste gene de resisténcia pelo homem,

durante o contato com animais e seus produtos.

Gottapu e Suresh'®, em pesquisa realizada na india em 2019, analisaram 21
isolados de Salmonella spp., dos quais 15 foram resistentes a antibiéticos B-lactamicos
como ceftriaxona (33,33%), cefotaxima (28,57%), aztreonam (23,80%) e ceftazidima
(23,80%), sendo que o gene blaTtem foi detectado em 73,33% (11/15). Tais cepas de
Salmonella spp., representam problemas de salude significativos em todo o0 mundo em
virtude da aquisicdo de resisténcia contra a maioria dos antibidticos p-lactamicos, que
foram amplamente usados; embora tenha sido identificado menor ocorréncia em produtos
de galinha caipira a vigilancia aos aspectos de resisténcia a este grupo de antibioticos

deve permanecer como estratégias para sua reducdo e controle.

Quanto a familia de genes qnr, codifica uma proteina de repeticdo do
pentapeptideo que protege a topoisomerase IV da inativagdo de quinolona e
fluorquinolona. Foi identificada a presenca em dois isolados de carcacas (9,52%) e em
trés de excretas (14,29%) totalizando cinco isolados positivos (23,81%), neste trabalho.
Considera-se que plasmideos contendo gnrS podem ser transferidos!’ entre bactérias
através de conjugacdo e este € um problema de salde publica emergente muito

importante?®,

Embora o gene gnrS confira resisténcia de baixo nivel a quinolona, mutacGes na
Regido Determinante de Resisténcia a Quinolona - (QRDR), podem resultar em
resisténcia de nivel superior as fluorquinolonas, especialmente a ciprofloxacina. Zhou et
al.!®, em 2019, identificaram que 31,4% (11/35) dos 14 isolados resistentes ao acido
nalidixico e 21 de perfil intermediario de Salmonella abrigavam gene gnrS, resultado
semelhante ao encontrado neste estudo 23,81% (5/21). No entanto, ha uma diferenca
quanto ao tipo de amostra, pois na China as amostras sao do sistema intensivo, enquanto
as de Goiania do sistema caipira, o que reforga a necessidade de se aumentar o apoio

tecnoldgico a esta classe de produtores.

Wong e Chen?, identificaram genes de resisténcia as quinolonas presentes nos
plasmideos gnrA, gnrB, gnrS e aac (6')-1b-cr em 28,3% de isolados de S. enterica
oriundos de produtos carneos, comercializados ao ar livre, em Hong Kong. Embora

tenham ampliado a gama de produtos analisados, obtiveram resultado similar ao deste
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trabalho constatando que a dispersdo génica que pode ocorrer ndo apenas em produtos
avicolas, mas nos demais produtos carneos, uma vez que um dos principais fatores que

promove a pressao seletiva é o uso indiscriminado de antibi6ticos na producéo animal.

Os resultados da pesquisa do gene aadA2 neste trabalho apresentou-se negativo
para todos os 21 isolados de Salmonella spp., ndo sendo consistente com os resultados
apresentados por Palarete et al.?l, que identificaram o gene em 14,3% em pesquisa
realizada em 2015, assim como os 12,7% em galinhas caipiras no ano de 2015 na China
por Zhao et al.'!, ainda nos estudos de Melendez et al.??> que em 2010 identificaram o
gene em 50% dos isolados de Salmonella e Alali et al.?® em 2010 com ocorrénica de 5,6%
em galinhas criadas ao ar livre nos Estados Unidos. A maioria das galinhas caipiras
produzidas no Brasil séo criadas em pequenas producgdes para a subsisténcia familiar, o
que tem interessado a saude publica a aprofundar as pesquisas neste sistema de producéo
uma vez que surtos de Salmonella comecam a ser associados as aves domésticas, uma

vez que podem albergar o patdgeno e o gene de resisténcia ser transmitido ao homem.
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5. CONCLUSAO
O gene invA estd presente em isolados de Salmonella enterica oriundos de
excretas, carcacas e ovos caipiras comercializados em feiras do Municipio de Goiéania-

Go, Brasil, indicando a ocorréncia do patdgeno nas diferentes amostras pesquisadas.

Ha& presenca dos genes blarem e gnrS nos trés produtos analisados e do gene aadA:

apresentou resultado presente apenas nos isolados das carcacas e excretas.

Analisando os dados obtidos observa-se que ha necessidade de intensificar o
controle sanitario tanto na fase produtiva quanto na comercializagdo, com o objetivo de
reduzir riscos a salde do consumidor, uma vez que ha circulacdo de Salmonella e de

genes de resisténcia em produtos comercializados em feiras de Goiania, Goias.
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CAPITULO 5 - CONSIDERACOES FINAIS

Durante a realizacdo da pesquisa foi percebida que h& circulagdo de Salmonella
Sp em amostras de excretras, ovos e carcacas comercializadas em feiras livres de Goiania,
este fato € um alerta para os setores produtivos e de controle sanitario, como
supermercados e propriedades de diferentes portes.

Quando se considera as pequenas propriedades, que em sua maioria produzem
pequenos volumes de produtos avicolas, que normalmente sdo apenas suficientes para a
subsisténcia, observa-se que ha uma preocupacao empirica com a qualidade do produto
ofertado para a populagao.

Esta preocupacdo é alicerssada, principalmente no contato continuo entre
produtor/comerciante com o consumidor final, que por vezes vem a feira com o objetivo
definido de adquirir apenas determinado produto de determinado comerciante. Essa
fidelizacdo acarreta no comerciante uma certa responsabilidade quanto a satde do
consumidor de seus produtos.

Em caso de haver qualquer alteracdo na confianca da relacdo de consumo, é
evidente que ocorrerd também uma depreciacdo do produto comercializado, que neste
caso sdo 0s produtos avicolas.

Destes produtos, tanto carcagas quanto ovos estdo suscetiveis a estarem
contaminados com Salmonella sp, e que este patdgeno possa ocasionar danos ao
consumidor, incluindo voémitos, diarreia, perda de produtividade assim como o
rompimento da confianga.

Em caso de contaminacédo de Salmonella sp., pelo consumo de carcagas ou ovos,
havera uma reducdo na procura destes alimentos, impactando diretamente no orcamento
familiar, uma vez que geralmente é o que compde a maior parte da renda do ndcleo
produtivo.

Esta contaminacgéo pode representar um alto risco para 0 consumidor no que se
refere a dispersdo de patdgenos uma vez que as aves criadas no sitema caipira, Sao
produzidas com acesso as areas de pastejo o que dificulta o controle ou a erradicacao de
doengas.

N&o apenas a presenca do patdgeno mas também a veiculacao de genes que
cofiram a resisténcia as diferentes classes de antibidticos, que podem ser utilizados tanto
na medicina veterindria quanto na humana, dificultando o tratamento, causando perdas

econbmicas e prejuizos a saude publica.
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Desta forma a prevencéo e controle e a prevencdo da ocorréncia de Salmonella
enterica no sistema de producéo de galinha caipira, envolvendo a pesquisa em excretas,
carcacas e ovos pode contribuir de forma positiva para o conhecimento das caracteristicas
epidemioldgicas deste patdgeno.

Algumas ac¢des preventivas podem ser adotadas para a reducdo da ocorréncia do
patdégeno em producdes caipiras, como a restri¢do de acesso de visitas, a reducdo da area
de acesso que as aves tém no decorrer da producgdo, limitar ou instalar barreiras fisicas
que dificultem o acesso de animais domeésticos, sinatropicos e silvestres, uma vez que sdo
reconhecidamente veiculadores de Salmonella sp.

Hé& necessidade de maiores incentivos para pesquisas direcionadas aos sitemas de
producdo alternativos como o caipira, o de fundo de quintal, as pequenas producdes de
subsisténcia assim como para o0s considerados de companhia (pets), uma vez que ha
impacto em saude publica por meio dos surtos em humanos e a provavel disseminacéao
dos genes de resisténcia aos antimicrobianos, tanto para bactérias do mesmo género

guanto as que compdem a microbiota intestinal humana e animal.



