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RESUMO

Objetivou-se com este estudo caracterizar fenotipicamente e genotipicamente isolados de
Salmonella provenientes de amostras de origem alimentar e ambiental, além de avaliar a agdo
antibiotica in vitro de extratos de propolis verde e vermelha. Os 128 isolados de Salmonella
enterica foram obtidos e analisados quanto a suscetibilidade antimicrobiana pelo método de
difusdo em disco. Os antimicrobianos e concentragdes em microgramas testadas foram:
amoxicilina-acido clavulanico (30ug), cotrimoxazol (trimetropim-sulfametoxazol) (25ug),
ciprofloxacina (5ug), enrofloxacina (5ug), ceftiofur (30pg), cloranfenicol (30ug), fosfomicina
(200ug) e doxiciclina (30pg). As cepas Salmonella Enteritidis (ATCC 13076), Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028) e Escherichia coli (ATCC 25922) foram utilizadas como
controle da qualidade dos testes de sensibilidade. Foram pesquisados dois genes de viruléncia
e nove de resisténcia. Dentre os 128 isolados, 40 foram testados frente a a¢do da prépolis. Os
extratos de prépolis diluidos em etanol foram avaliados quanto a sua atividade antimicrobiana
nas concentracdes de 0,2 a 100 mg/mL™ pela determinacdo da concentragdo inibitoria e
bactericida minima. Foram encontrados 27 diferentes sorotipos, sendo os mais frequentes
Salmonella Heidelberg, Saintpaul, Typhimurium e Minnesota. Verificou-se que 85,2%
(109/128) dos isolados foram resistentes a um ou mais agentes antimicrobianos utilizados e
apenas cinco sorotipos ndo apresentaram resisténcia. Foram identificados 54 isolados
multirresistentes. Dos oito antimicrobianos avaliados, para dois deles (cloranfenicol e
fosfomicina) todos os isolados foram suscetiveis e aquele com maior nimero de isolados
resistentes foi a ciprofloxacina. Dentre os genes de resisténcia avaliados (blaCTX-M e gyrA),
cerca de 70% (89/128) dos isolados o albergavam. Em relacdo aos de viruléncia, trés (invA,
hilA e sseD) foram identificados em todos os isolados testados. Para os outros seis, spvR foi 0
que apresentou maior numero de isolados nos quais ndo foi identificado. Dos 18 diferentes
sorotipos testados frente a acdo antibiotica da propolis, 0 mais suscetivel foi Salmonella
Senftenberg e 0s mais resistentes: Agona, Braenderup, Heidelberg, Infantis, Minnesota,
Schwarzengrund, Newport, Orion, Saintpaul e Anatum. Em geral, os menores valores de
concentracdo inibitéria e bactericida minima foram 3,1 mg/mL e 6,25 mg/mL,
respectivamente. A melhor ac¢do antimicrobiana foi da propolis vermelha, independentemente
do tipo de extracdo utilizada para obtencdo dos extratos. Sendo assim, a propolis pode ser uma
alternativa viavel como antimicrobiano sob Salmonella sp por possuir potencial de acéo
expressivo. Buscar alternativas para o tratamento e controle de microrganismos patogénicos
tem sido importante mediante o surgimento de cepas multirresistentes.

Palavras-chave: antibiograma, bactericida, bacteriostatico, resisténcia e sorotipificacéo.
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ABSTRACT

The objective of this study was to characterize phenotypically and genotypically Salmonella
isolates from food and environmental samples, as well as to evaluate the in vitro antibiotic
action of green and red propolis extracts. The 128 isolates of Salmonella enterica were
obtained and analyzed for antimicrobial susceptibility by disk diffusion method. The
antimicrobials and microgram concentrations tested were: amoxicillin-clavulanic acid (30ug),
cotrimoxazole (trimetropim-sulfamethoxazole) (25ug), ciprofloxacin (5ug), enrofloxacin
(5ug), ceftiofur (30ug), chloramphenicol (30pg), chloramphenicol (30pg) and doxycycline
(30pg). Salmonella Enteritidis (ATCC 13076), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) and
Escherichia coli (ATCC 25922) strains were used as a quality control of the sensitivity tests.
Two genes of virulence and nine of resistance were searched. Among the 128 isolates, 40
were tested against propolis action. Propolis extracts diluted in ethanol were evaluated for
their antimicrobial activity ranging from 0.2 to 100 mg/mL™ by determining the minimum
inhibitory and bactericidal concentration. We found 27 different serotypes, the most common
was Salmonella Heidelberg, Saintpaul, Typhimurium and Minnesota. It was found that 85.2%
(109/128) of the isolates were resistant to one or more antimicrobial agents used and only five
serotypes showed no resistance. We identified 54 multiresistant isolates. Of the eight
antimicrobials evaluated, for two of them (chloramphenicol and phosphomycin) all isolates
were susceptible and the one with the largest number of resistant isolates was ciprofloxacin.
Among the resistance genes evaluated (blaCTX-M and gyrA), about 70% (89/128) of the
isolates harbored it. Regarding virulence genes, three (invA, hilA and sseD) were identified in
all isolates tested. For the other six, spvR presented the highest number of isolates in which it
was not identified. Of the 18 different serotypes tested against antibiotic action of propolis,
the most susceptible were Salmonella Senftenberg and the most resistant: Agona, Braenderup,
Heidelberg, Children, Minnesota, Schwarzengrund, Newport, Orion, Saintpaul and Anatum,
In general, the lowest inhibitory and minimum bactericidal concentration values were 3.1 mg /
mL and 6.25 mg/mL, respectively. The best antimicrobial action was for red propolis,
regardless of the type of extraction used to obtain the extracts. Thus, propolis may be a viable
alternative as antimicrobial under Salmonella sp because it has expressive action potential.
Seeking alternatives for the treatment and control of pathogenic microorganisms has been
important through the emergence of multiresistant strains.

Keywords: antibiogram, bactericidal, bacteriostatic, resistance and serotyping.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1. Caracterizacéo do género Salmonella sp

O género Salmonella recebeu esta denominacdo em homenagem ao cientista
americano Daniel Elmer Salmon que, em parceria com Theobald Smith, isolaram e
descreveram pela primeira vez em 1885 o que chamaram de bacilo da peste suina®?.
Posteriormente, este agente foi denominado Salmonella Cholerasuis e tem sido reconhecido
como agente da doenca ha mais de 130 anos®*.

Uniformizar a nomenclatura deste género é importante e necessario para facilitar a
comunicagdo entre cientistas, autoridades de salde e a comunidade. No entanto, devido a
complexidade de sua taxonomia, diferentes sistemas foram utilizados para o definir e
classificar. Apenas em 1970 se alcangou consideravel progresso em relagdo a uniformizacgéo
de sua nomenclatura®, de forma tal que atualmente ao descrever um sorotipo de Salmonella
seu género aparece em italico seguido por seu sorotipo grafado sem italico com a primeira
letra em maidsculo. Normalmente ndo é descrita a espécie a qual pertence o sorotipo, caso
opte-se por descrever espécie e subespécie deverdo estar escritos em italico.

A analise soroldgica de antigenos somaticos (O), flagelares (H) e capsulares (Vi)
foi iniciada nos anos 20 por White e, posteriormente, expandida por Kauffmann, definindo os
diferentes sorotipos como espécies®’. O género Salmonella contém mais de 2.600 sorotipos e
a maioria destes foram identificados a partir de isolados do grupo | (enterica)®®. Estudos
fenotipicos e genotipicos realizados a partir de 1970 resultaram em diferentes propostas
taxondmicas, visando a reducéo do crescente niimero de espéciest®t1?,

A aplicacdo de metodos moleculares associada a testes bioquimicos, permitiu que
uma analise taxondmica mais apurada fosse realizada para o género, classificando-o em duas
espécies: Salmonella enterica descoberta por Gartner em 1888 e Salmonella bongorit?.
Salmonella enterica foi entdo subdividida em seis subespécies ou grupos (enterica- grupo I,
salamae- grupo Il, arizonae-grupo llla, diarizonae- grupo Illb, houtenae- grupo V, indica-
grupo V1815 Uma terceira espécie isolada de sedimento coletado em regido aquifera,
Salmonella subterranea, foi identificada no ano de 2004; porém, sua inclusdo ndo foi aceita
por todos 0s 6rgdos internacionais®®, provavelmente em virtude de que sua sequéncia de DNA
ribossomal mostrou similaridade de 96,4% com Salmonella bongori'’. A nomenclatura com
base na caracterizacdo antigénica tem sido adotada por varios centros de referéncia

internacionais para sorotipificacio de Salmonella sp”>18,



Outra classificacdo utilizada para esse microrganismo baseia-se na especificidade
do hospedeiro, determinacdo do padrédo clinico e prevaléncia, dividindo-os em trés categorias:
1) salmonelas adaptadas ao homem: Salmonella Sendai, Salmonella Typhi e Salmonella
Paratyphi A, B e C agentes da febre enterica; 2) adaptadas aos animais: Salmonella Dublin
(bovinos), Salmonella Choleraesuis e Salmonella Typhisuis (suinos), Salmonella Pullorum e
Salmonella Gallinarum (aves) causadoras da pulorose e tifo aviério, Salmonella Abortus-ovis
(ovinos) e Salmonella Abortus-equi (equinos); e 3) salmonelas zoonéticas que incluem
sorotipos ubiquos que afetam homens e animais, normalmente isoladas de animais domésticos
e silvestres causando quadros de infeccBes alimentares”!®. Salmonelas também s&o
classificadas em tifoides e nio tifoides ou paratificas?®. Salmonella enterica subsp. enterica
Typhi e Paratyphi pertencem ao grupo de salmonelas tifoides e tém o homem como
reservatorio. Ja o grupo das salmonelas paratificas € composto por diversos sorotipos de
Salmonella sp detectados a partir do ambiente e do trato gastrointestinal dos animais?.

As bactérias do género Salmonella pertencem a familia Enterobacteriaceae,
possuem o formato de bacilos curtos, largura de 0,4 a 1,5 um e comprimento de 2 a 5 um??23,
A maioria sdo maveis atraveés de flagelos peritriquios e produzem acido e gas (H2S) a partir da
fermentacdo da glicose; exceto Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum que séo
imdveis e menos de 5% produzem gas®+?°.

As caracteristicas bioquimicas comumente apresentadas por elas sdo: coloragéo
Gram-negativa, reducdo de nitrato a nitrito, reacdo de oxidase negativa, hidrolise variavel da
arginina, ndo desaminacao do triptofano e da fenilalanina, ndo producdo de indol e utilizagédo
do citrato como Unica fonte de carbono pela maioria das cepas®®?’. Apresentam ainda como
caracteristicas metabdlicas bem definidas a capacidade de descarboxilacdo da lisina e
ornitina®, sendo o teste de lisina descarboxilase utilizado para distinguir espécies de
Salmonella sp de bactérias do género Proteus, que ndo apresentam essa enzima?®; assim como
o teste de ureia, ja que este componente ndo é hidrolisado pelo género Salmonella enquanto o
género Proteus produz urease?. Caracterizam-se ainda por ndo formarem esporos nem
capsulas, serem anaerobios facultativos, catalase positivos, Voges Proskauer negativos e
vermelho de metila positivos?3°,

Essas bactérias possuem em sua estrutura lipopolissacarideos, flagelos, fimbrias e
algumas proteinas da membrana externa que atuam na adesao e/ou invasdo do epitélio do trato
intestinal®. A maioria exibe numerosas fimbrias para aumentar a capacidade de fixagdo a
varios substratos®?. Representa um grupo com caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas

homogéneas, entretanto, algumas delas podem ser alteradas por aquisicdo de plasmideos ou



por mutagdes, ja que alguns sorotipos de Salmonella sp podem apresentar excecdes para

caracteristicas comuns do género’.

2. Salmonelose e satde publica

O género Salmonella estd amplamente difundido geograficamente em todo mundo
devido & sua capacidade de sobreviver no meio ambiente e a existéncia de animais portadores,
favorecendo sua distribuicdo®. A constituicdo genética desta bactéria permite sua adaptagdo a
uma variedade de ambientes e animais, incluindo hospedeiros mamiferos e ndo-mamiferos®,
sendo seu principal habitat o trato intestinal. Pode-se citar como as principais fontes de
Salmonella sp no ambiente a agua, o solo, as fezes de animais, 0s insetos e ratos, e as
superficies de equipamentos e utensilios de fabricas e cozinhas. Esta variedade de
reservatorios e fontes de transmissdo contribuem para a alta prevaléncia da infeccdo
humana®*. Apesar da evolugio tecnoldgica ocorrida nos ultimos anos nos setores relacionados
a industria de alimentos, tem-se registrado aumento na incidéncia de surtos de salmoneloses
em alguns paises. Este microrganismo exerce papel relevante em sadude publica, em funcédo da
capacidade de contaminar os animais, tornando-os portadores assintomaticos e capazes de
contaminar o ambiente e os alimentos?.,

A salmonelose € uma doenca de origem alimentar importante causada por
Salmonella sp e considerada um problema de satde publica a nivel mundial®-¢, devido a sua
alta incidéncia e gravidade®’. Juntamente com Campylobacter spp. e Escherichia coli sdo
consideradas as causas mais frequentes das doencas de origem alimentar33°4°, Existem
quatro formas de infeccdo por Salmonella sp: gastroenterite, sepse, febre entérica e
colonizagdo assintomatica*'. Os principais sintomas destas infeccdes incluem desconfortos
abdominais, célicas, febre, nauseas, vomito e dor de cabeca*’. Segundo dados do Instituto
Oswaldo Cruz*®, sorotipos de Salmonella sp podem causar desde quadros leves de infeccéo
até sinais mais graves como septicemia, febre entérica e morte. De 1 a 5% dos casos a
salmonelose podem causar doenca sistémica, a qual pode ser fatal, se néo tratada**.

Nos animais, além das manifestacbes clinicas humanas, como diarreia e
septicemia causadas por sorotipos ubiquitéarios, também podem ocorrer abortos em bovinos e
equinos, pulorose e tifo em aves e outras manifestagdes devido aos sorotipos adaptados a
hospedeiros especificos*#. Quando os sorotipos causadores das doengas anteriormente
citadas acometem humanos, o processo é geralmente invasivo e, muitas vezes, fatal*’#, No

entanto, a maioria dos sorotipos ndo sdo adaptados a hospedeiros especificos e causam



infeccBes subclinicas em hospedeiros portadores, e estes representam os principais causadores
da salmonelose em humanos®.

De acordo com dados coletados pelo Ministério da Saude, de 2000 a 2015, 10.666
surtos de doenca diarreica foram notificados envolvendo 209.240 pessoas. Os principais
agentes etioldgicos identificados associados a esses surtos foram Salmonella sp e E. coli®”.
Entre 2014 e 2017, o Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de Doencas Veiculadas por
Alimentos (DVA’s), do Ministério da Salde, informou a notificacdo de 85 surtos relacionados
a infeccdo por Salmonella sp, com a ocorréncia de 3.433 doentes e dois 6bitos registrados®?.
Ainda de acordo com o Ministério da Saude, em 2018 foram notificados 503 surtos de
DVA’s, dos quais, nove (0,1%) levaram a ébito. Dentre os surtos ocorridos de 2009 a 2018,
Salmonella sp foi considerado o segundo principal agente etioldgico envolvido, ocorrendo em
11,3% destes surtos®2.

No Brasil, nem todas as unidades federais dispbem de dados concisos de
vigilancia epidemioldgica quanto a DVA’s, podendo assim a ocorréncia de surtos serem
maiores do que o descrito. Gantois et al®® acreditavam que a subnotificacio dos casos deste
tipo de doenca dificulta o conhecimento da dimensdo do problema e a tomada de decisdes

efetivas com o objetivo de trazer soluges, situacdo ainda observada atualmente.

3. Salmonella sp em produtos de origem avicola

A infeccdo por Salmonella sp em aves pode causar trés doencas distintas: pulorose
(Salmonella Pullorum), tifo aviario (Salmonella Gallinarum) e paratifo aviario (causado pelos
demais sorotipos)®*. A pulorose e o tifo aviario geram quadros clinicos graves que, na maioria
das vezes, levam a eliminacdo dos lotes infectados. A infeccdo acarreta graves perdas
econdmicas para a industria avicola devido a alta mortalidade, baixa produtividade, custos
elevados com medicamentos, pintos de ma qualidade e gastos com a erradicacdo e controle da
enfermidade®®.

As aves podem se infectar por diferentes sorotipos de Salmonela sp e néao
apresentarem sinais clinicos sendo portadoras assintomaticas e atuando como reservatérios no
ambiente®®, o que caracteriza o0 grande embate desta zoonose. As formas clinicas inaparentes,
denominadas infec¢Bes paratificas, sdo responsaveis por queda da produtividade do plantel
quando existentes e contaminagéo silenciosa do ambiente®’°8,

Diversas sdo as fontes de infecgdo das aves e de seus produtos por Salmonella

sp>°. A presenca de roedores que possuem facil acesso ao local de armazenamento das ragoes



pode contaminar, com suas fezes, o alimento fornecido aos animais de criacdo®. Amostras
ambientais provenientes do aviario tais como: poeira, cama e fezes®%? também representam
fontes de contaminagdo. Insetos como moscas®® e o cascudinho (Alphitobius diaperinus)®,
albergam diversas bactérias e estdo em contato direto com as fezes das aves representando
outro tipo de fonte. Acaros (Dermanyssus gallinae) podem adquirir o patogeno ao picar a ave,
e uma vez infectados, podem ser ingeridos por outras aves e infecta-las®®. Aves selvagens e
migratorias servem como reservatorios ou vetores mecanicos®®®7%® deste patdgeno. A
reposicao das aves, pela introducdo de pintinhos infectados também representa uma fonte da
infeccao®.

Os frangos portadores de Salmonella sp podem contaminar as carcacas através de
seu conteido gastrico ou fecal durante os procedimentos de abate’®. Algumas etapas como
escaldagem, depenagem e evisceracdo sdo reconhecidas como provaveis momentos de
contaminagao cruzada em abatedouros’2, O processo de abate das aves gera residuos solidos
(subprodutos) e liquidos, sendo alguns destinados a fabricacdo de farinhas de carne, penas e
sangue pela maioria dos abatedouros e apds processamento voltam a cadeia de producgéo
avicola como ingredientes de racdo’. Tendo as ragdes e suas matérias-primas, principalmente
as de origem animal, altas taxas de contaminacdo por Salmonella sp, podem ser consideradas
uma das principais fontes de introducdo do patdégeno nos plantéis’. Além disso, 0s
subprodutos e aguas residuais, quando descartados no ambiente sem o devido tratamento,
também podem contaminar o solo, a vegetacao, os rios e os animais’>.

Diante desta problematica, o uso de métodos de controle de qualidade deve ser
rotina para empresas avicolas brasileiras, buscando assim um rigoroso padrdo de qualidade
que se reflita na escolha do produto pelo consumidor e na conquista de novos mercados no
pais e no exterior. A preocupacdo com a sanidade dos plantéis deve ser constante nas granjas,
incubatdrios e abatedouros”. Qualquer alimento que contenha Salmonella sp € um risco
potencial para o consumidor, cuja veiculacdo é facilitada, na atualidade, pela mudanca nos
habitos alimentares da populacdo. Para a prevencdo da doenca sdo necessarias medidas de
controle em todas as etapas da fabricacdo de alimentos, desde a producdo agricola ou o
ambiente de criacdo de animais e processamento do alimento na indUstria até seu preparo nos
estabelecimentos comerciais, residéncias e cozinhas industriais. O manuseio seguro da carne
crua, bom cozimento e boa higiene podem prevenir ou reduzir o risco representado pelos
alimentos contaminados®®’6,

A prevengdo da contaminagdo das aves apresenta, como fatores limitantes, a

ampla distribuicdo da bactéria no ambiente e a existéncia frequente de portadores



assintomaticos?’. No entanto, a adogdo de medidas higiénico-sanitarias no manuseio e
processamento das aves; o controle de ragGes e alimentos desses animais; a rigida adogdo de
praticas higiénicas na criagdo, transporte e abate; a distinta separacdo, em nivel industrial, das
operacOes com matérias-primas daquelas com produtos em processo ou terminados; a rigorosa
adocédo de programas de limpeza e desinfecgdo das instalagOes e equipamentos e a prevencao
de contaminacgdes cruzadas sdo medidas importantes que contribuem para a reducdo dos
niveis de contaminagdo?. Sendo assim, para que se produza carne de frango segura é
necessario que exista o controle sanitario de todos os segmentos do sistema produtivo’’. Além
dessas medidas, vale ressaltar a importancia da manipulacdo dos alimentos, sendo

fundamental o cozimento adequado e higienizagdo dos utensilios®®.

4. Uso de antimicrobianos e surgimento de cepas multirresistentes

Antimicrobianos sdo medicamentos que promovem a eliminacao (bactericida) ou
a inibicdo (bacteriostatico) do crescimento de microrganismos, atuando em nivel de parede
celular, membrana plasmatica, sintese de proteinas e acidos nucleicos’®’®. S&o comumente
empregados na medicina humana em procedimentos terapéuticos contra infec¢bes bacterianas
primarias e, preventivamente, contra as possiveis infeccdes secundarias®®®?,

Na medicina veterinaria, antimicrobianos sdo adotados para controle de infeccdes
em espécies animais domesticadas ou criadas para producdo de produtos de origem
animal®83, A intensificacdo da pecuaria usando antimicrobianos para terapéutica, profilaxia e
promoc¢do do crescimento em alguns paises resultou no surgimento de resisténcia a estes
medicamentos entre os microrganismos®+#. Além disso, seu uso de forma indiscriminada, ao
selecionar linhagens bacterianas resistentes aos diferentes principios ativos, pode dificultar o
tratamento de infecgdes, tanto em humanos como nos animais®®.

A resisténcia microbiana caracteriza-se como sendo a habilidade de um
microrganismo continuar a se multiplicar ou persistir na presenca de niveis terapéuticos de
determinado agente antimicrobiano®”. O desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos
ocorre como qualquer processo natural de selecdo em microrganismos®. Todavia, 0 aumento
no uso destas substancias nos ambientes hospitalares e em propriedades rurais, associadas a
praticas de automedicacdo; contato de animais e produtos de origem animal com seres
humanos; elimina¢do de microrganismos resistentes e de antimicrobianos no ambiente; bem
como, diminuicdo no desenvolvimento de novos antimicrobianos; tornaram este tema um

problema de satide publica e animal em escala mundial®-82:88.89,



Dados do Centro de Controle de Doencas (CDC) dos Estados Unidos estimam que
mais de 2 milhdes de infeccBes sdo acometidas por bactérias resistentes, resultando em mais
de 23.000 mortes por ano®. Estima-se que até 2050 tais infecgOes levardo a dbito cerca de 10
milhdes de pessoas anualmente no mundo e os gastos com estas doencas poderdo chegar a
100 trilhdes de ddlares anuais®:.

A resisténcia a antibioticos é definida como a capacidade dos microrganismos de
se proliferarem na presenca de um antibiético que deveria promover sua inibicdo ou
eliminacdo®. As bactérias podem adquirir resisténcia por dois processos: transmissao vertical
e horizontal. No primeiro as bactérias sofrem mutacdo no seu material genético capaz de lhes
conferir resisténcia e sobrevivem ao uso da substdncia ou as bactérias sensiveis s&o
eliminadas e as resistentes sobrevivem, transferindo esta caracteristica as células-filhas. O
segundo processo de desenvolvimento de resisténcia € a aquisicdo de genes transportados por
bactérias ja resistentes, muitas vezes de outro género®. Varios sio o0s genes associados a
resisténcia aos antibioticos pertencentes a variadas classes de antimicrobianos, estes podem
ser transportados por elementos genéticos moveis, como transposons, integrons, plasmideos
ou fagos®2.

O setor avicola enfrenta novas situacfes emergenciais relacionadas com a
resisténcia antimicrobiana de patdgenos em toda a cadeia de producio®. Um estudo norte
americano® analisou os impactos ambientais e econdmicos diante da retirada de antibidticos
da producdo de frangos de corte e concluiram que essa acdo causaria reflexo negativo na
producdo, bem como prejuizo econdmico. Assim, recomenda-se 0 uso responsavel dos
antimicrobianos na producdo animal e ndo sua proibicdo. O wuso controlado de
antimicrobianos na producdo animal e monitoramento constante de Salmonella sp na cadeia
avicola sdo formas de contribuir com a saude publica para reduzir a pressdo de selecdo. Estas
medidas auxiliam a evitar a emergéncia e disseminacdo de sorotipos resistentes, garantindo
também a eficacia clinica na utilizacdo dos antimicrobianos®®.

Em 2016, 60% das vendas domésticas de todos os antimicrobianos aprovados para
uso na producdo de alimentos corresponderam aos mesmos antimicrobianos de importancia
médica®”. A resisténcia de alguns microrganismos, como Salmonella sp e Campylobacter
jejuni, podem ter comecado em animais produtores de alimentos®. Cepas multirresistentes de
Salmonella sp estdo associadas ao aumento da hospitalizacdo, bem como as mortes e ao
aumento no custo do tratamento da doenca®’. O surgimento de Salmonella sp multirresistente
despertou a atencdo de governos de todo o mundo?®%1%0191 portanto, o monitoramento da

resisténcia a Salmonella sp na cadeia avicola é essencial devido a possivel disseminagdo de



isolados resistentes para humanos pelo consumo de alimentos contaminados, podendo levar
ao fracasso da antibioticoterapia'®.

Em alguns paises, a indUstria avicola utiliza promotores de crescimento (bases
ativas em pequenas concentracdes) com o objetivo de melhorar a producéo de carne, através
do aumento da conversdo alimentar, promocdo da taxa de crescimento e prevengdo de
doencas’®. Determinados mercados selecionam seus fornecedores baseados na utilizagio deste
tipo de estratégia, adquirindo produtos avicolas somente quando nenhum tipo de promotor de
crescimento foi utilizado. Isto ocorre porque tal acdo pode promover o aumento da resisténcia
antimicrobiana em microrganismos relacionados a aves de criacdo, motivo de preocupagéo
global. Ao monitorar a evolucdo da resisténcia antimicrobiana, tratamentos alternativos
podem ser identificados e possiveis restricdes no tratamento de infeccdes humanas sistémicas
previstas.

Foi realizada uma metanalise para avaliar o perfil e a evolugdo temporal da
resisténcia antimicrobiana de Salmonella sp néo tifoide de aves e origem humana no Brasil,
isolada no periodo de 1995 a 2014%, Para os isolados néo tifoides de origem avicola, os
maiores niveis de resisténcia antimicrobiana foram verificados para sulfonamidas (44,3%),
acido nalidixico (42,5%) e tetraciclina (35,5%). Nos isolados de origem humana, a resisténcia
ocorreu principalmente para sulfonamidas (46,4%), tetraciclina (36,9%) e ampicilina (23,6%).
Com isto, observou-se que 0 monitoramento continuo do desenvolvimento e disseminacgédo da
resisténcia antimicrobiana pode apoiar a mensuracao das suas consequéncias para as criacoes
de aves e a saude humana.

Na avicultura, o uso de antimicrobianos nao é recomendado em casos de infeccdes
por salmonelas ndo invasivas em individuos saudaveis'®*%®, No entanto, em alguns casos, a
antibioticoterapia pode ser necessaria. Neste caso, a droga de escolha para o tratamento de
infeccdes por Salmonella sp é a ciprofloxacina devido a sua atividade antimicrobiana de
amplo espectro!®. O uso extensivo de antimicrobianos levou a um nimero crescente de
Salmonela ndo-tifoide resistente a quinolonas e com suscetibilidade reduzida a
fluoroquinolonas®. Essa suscetibilidade reduzida pode levar a falhas no tratamento em
alguns casos®?’.

As fluoroquinolonas e as cefalosporinas de terceira geracdo, que pertencem ao
grupo dos betalactdmicos, sdo medicamentos considerados criticamente importantes por
serem utilizados tanto na medicina humana quanto na medicina veterinarial®®; sendo

administrados no tratamento de casos severos de salmonelose humanal®®, o que ressalta a



importancia do monitoramento e controle da disseminacdo de cepas resistentes a estes
medicamentos.

Alem da preocupagdo com cepas multirresistentes, deve-se considerar também a
patogenicidade do microrganismo. Tal caracteristica esta diretamente relacionada com a
viruléncia do agente. Genes de viruléncia encontram-se na forma cromossomica ou
plasmidial'’® e atuam em diferentes momentos da infeccdo!!, sendo a maioria deles presentes
nas ilhas de patogenicidade!!2'®, Acredita-se que durante a evolugdo dos microrganismos,
trocas de material genético entre as bactérias, delecOes e insercdes em genes, tornaram alguns
microrganismos mais patogénicos que outros!*. As ilhas de patogenicidade de Salmonella sp
contém varios genes, com destaque para os de adesdo (adesinas, Ipf, sefA), invasdo (inv, agf),
inibicdo de respostas do hospedeiro (pagC, spvC) e resisténcia a antibioticos®.

Ha necessidade crescente de encontrar alternativas eficazes para controlar doencas
infecciosas e limitar a disseminacao de bactérias resistentes, mas, mais importante, manter os
antibidticos uma ferramenta util para o futuro’. Sendo assim, outros antimicrobianos vém
sendo pesquisados®® assim como alternativas ao seu uso nos ambientes de criagéo, incluindo
0 uso de probidticos, prebidticos, simbioticos, enzimas, acidos organicos, imunoestimulantes,
bacteriocinas, bacteriéfagos, aditivos fitogénicos para alimentos, fitocidios, nanoparticulas e
6leos essenciais’®'’. Estudos com o objetivo de identificar compostos com efeitos positivos
na saude e produtividade de frangos, tém se concentrado no uso de produtos naturais, como
leite e propolis?™.

Neste contexto, observa-se a necessidade de conhecer melhor os fatores de
viruléncia e caracteristicas de resisténcia de isolados de Salmonella oriundos de produtos de
origem avicola e ambiental. Tais informac@es facilitardo o entendimento da epidemiologia do
patdgeno e o estabelecimento de parametros para avaliar 0s riscos que representam para a
salde publica, subsidiando os 6rgdos competentes sobre as politicas de qualidade necessarias

para o gerenciamento destes riscos e controle do patdgeno no pais.

5. Prépolis e suas aplicacbes

De acordo com a Instrucdo Normativa N° 03 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA)!8 a propolis ¢ um produto originado de substincias
resinosas, gomosas e balsamicas colhidas por abelhas meliferas a partir de brotos, flores e
exsudatos de plantas, nas quais acrescentam secrecdes salivares, enzimas, cera e pélen para

elaboracdo do produto final18119120121  Esses componentes hidrolisam os flavonoides
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glicosilados em flavonoides agliconas pela acdo da B-glicosidase!!812212 além de digerirem
parcialmente outras substancias presentes'?®. A prdpolis pode apresentar coloragio e
consisténcia variada'®®.

A palavra prépolis é derivada do grego pro (em defesa de) e polis (cidade), o que
significa “em defesa da cidade”, no caso, colmeia. Essa substancia € utilizada para protecdo
contra insetos e microrganismos; reparo de frestas e danos na colmeia; preparo de locais
assépticos para postura da abelha rainha; mumificacdo de insetos invasores quando estes ndo
podem ser removidos, evitando a proliferacdo de microrganismos patogénicos; como isolante
térmico e de compartimentos ndo utilizados!?>126127128 - Qy seja, a propolis ¢ utilizada para
isolar tudo que comprometa a sobrevivéncia da colénia e atua na sua defesa sanitéria.

A apicultura no Brasil teve inicio com o padre Anténio Carneiro que, em 1839,
trouxe algumas col6nias de abelhas da espécie Apis mellifera da regido do Porto, em Portugal,
para 0 Rio de Janeiro®. Até 1956 a populacio de abelhas no Brasil era principalmente de
origem europeia. Porém, nesse mesmo ano, devido & um escape acidental, no sudeste do
Brasil (Sdo Paulo), de abelhas rainhas provenientes de uma pesquisa com vistas a melhorar a
producdo de mel; houve a introducdo de abelhas africanas e o desencadeamento do processo
de africanizacdo das abelhas, resultando numa rapida e ampla substituicdo das abelhas
europeias pelas africanizadas'®. As abelhas mais utilizadas no Brasil para fins comerciais sdo
um hibrido das abelhas europeias (Apis mellifera mellifera, Apis melifera ligustica, Apis
mellifera caucasica e Apis mellifera carnica) com a abelha africana Apis mellifera
scutellata’®l. Apis mellifera mellifera é a mais abundante, havendo uma predominancia das
caracteristicas das abelhas europeias no sul do pais, enquanto ao norte predominam
caracteristicas das abelhas africanas’*®. No Brasil, a producido da propolis ¢ realizada
principalmente pelas abelhas africanizadas, embora existam propolis produzidas por outras
espécies, como as abelhas sem ferrdo (Meliponini)t®,

Produtos apicolas tém despertado grande interesse em todas as partes do mundo,
ndo somente pela producdo de mel, mas também de prépolis, geleia real, cera, polen e
apitoxina®®3134 A propolis € um dos produtos apicolas que tém alcancado destaque nacional e
internacional devido a sua composicao quimica e propriedades bioldgicas, mas ainda é pouco
explorada em algumas regifes!*>'%. No Brasil, a atividade apicola esta presente em todos os
Estados!®’, sendo que na producio e exportacdo da propolis destacam-se os Estados de Minas
Gerais, Sdo Paulo e Espirito Santo'®. So produzidas 100 toneladas de propolis de coloragéo

verde no Brasil por ano, sendo que cerca de 90% dessa extracdo estd em Minas Gerais'®°.
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Minas Gerais produz anualmente aproximadamente 29 toneladas de propolis, das quais 20
toneladas sdo de propolis verde, de acordo com a Cooperativa Nacional de Apicultura®,

O mercado de prdpolis movimenta anualmente cerca de 25 milhdes de dolares e j&
alcanca um volume de exportagdo de 70 toneladas, tendo como principais compradores o
Japdo, Estados Unidos, Alemanha e China'*!. O Brasil responde por 10 a 15% da produgio
mundial de prépolis e atende 80% da demanda japonesa'®142, Nos ultimos anos, 0 mercado
da propolis vem aumentando. O Brasil tornou-se o terceiro maior produtor mundial, com uma
producéo estimada em 150 toneladas anuais, realizada por mais de 10 mil produtores, e sendo
grande parte destinada a exportacdo'*344. De acordo com estudos recentes, espera-se que até
2021 o mercado mundial de propolis aumente 3,5%, com estimativa de que a producdo de
2.300 toneladas no ano de 2015 passe para 2.900 toneladas em 20214,

A propolis brasileira foi classificada por Park et al.'*® em 12 tipos distintos
(Quadro 1). Esta classificacdo foi realizada com base no perfil quimico obtido por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e na atividade antimicrobiana e antioxidante de cada

material analisado.

QUADRO 1 - Classificacdo da propolis brasileira

Grupos Cor Origem geogréfica Substancias sollGveis
Grupo 1 (RS5) Amarelo Sul 63,0 %
Grupo 2 (RS1) Castanho claro Sul 57,5 %
Grupo 3 (PR7) Castanho escuro Sul 65,0 %
Grupo 4 (PR8) Castanho claro Sul 54,5 %
Grupo 5 (PR9) Marrom esverdeado Sul 58,7 %

Grupo 6 (BA1l) Marrom avermelhado Nordeste 45,9 %
Grupo 7 (BA51) Marrom esverdeado Nordeste 43,8 %
Grupo 8 (PE5) Castanho escuro Nordeste 41,3 %
Grupo 9 (PE3) Amarelo Nordeste 46,7 %
Grupo 10 (CE3) Amarelo escuro Nordeste 24,1 %
Grupo 11 (PI1) Amarelo Nordeste 23,1 %
Grupo 12 (SP12) | Verde ou Marrom esverdeado Sudeste 61,0 %

Legenda: RS-Rio Grande do Sul; PR-Parana; BA-Bahia; PE-Pernambuco; CE-Cear4; PI-Piaui; SP-Sédo
Paulo. Fonte: Adaptado de Park et al. 2000'®.

Em 2006 foi identificado um novo tipo de propolis, denominada “propolis
vermelha”, encontrada em manguezais no litoral da regido Nordeste (coletada nos manguezais
dos Estados da Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia), a qual vem sendo estudada
para que seja classificada como grupo 1347148, Ao contrério de outros paises, que tém pouca
variabilidade na composi¢do quimica e na origem boténica da propolis, o Brasil tem até o
momento 13 grupos diferentes de propolis classificados com base em caracteristicas fisico-

quimicas, composicao de fito-quimicos e origem botanical32146, Porém, acredita-se que ainda
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haja uma subestimacgéo das variedades de prépolis, visto que a flora brasileira apresenta uma

imensa diversidade, das quais as abelhas podem coletar®.

5.1 Origem boténica

Alguns fito-quimicos encontrados na prépolis estdo presentes em todos os tipos,
mas outros somente sdo encontrados em propolis coletadas de determinadas espécies
vegetais'*®. Por isso é muito importante elucidar quais sdo as plantas utilizadas como fonte de
resinas na elaboracdo da propolis. A origem boténica da prépolis determina suas variacdes em
composic¢do fisico-quimica. A fonte vegetal utilizada pelas abelhas em paises da América do
Sul, dentre eles o Brasil, é diferente da encontrada em outros paises, tornando a composi¢do
quimica da propolis brasileira diferenciada'!*'*°. Devido a ampla diversidade vegetal do
Brasil, a correlacdo do tipo de prépolis com a origem boténica € dificultada. Apenas alguns
tipos de propolis possuem sua origem botanica identificada®®!.

Park et al.’®! foram os primeiros a descrever os perfis quimicos da prépolis
brasileira e comparar com suas respectivas fontes de plantas. Ja foi identificada a origem
botanica dos seguintes tipos de propolis: tipo 3 (prépolis de dlamo) similar quimicamente a
Populus nigra, familia Salicaceae; tipo 6 (propolis marrom) similar a arvore Hyptis
divaricate, tipo 12 (propolis verde) semelhante a arvore Baccharis dracunculifolia (alecrim) e
tipo 13 (propolis vermelha) semelhante a arvore Dalbergia ecastophyllum®®?. No Brasil, ha
diversas espécies vegetais para a retirada de resina. Porém, poucas foram as espécies
identificadas até agora, sendo o assa-peixe (Vemonia polyanthes Less.), a aroeira (Schinus
terebinthifolius Raddi) e o eucalipto (Eucaliptus spp.) outros exemplos de vegetais onde as
abelhas buscam a matéria-prima para a producgdo da propolis#®.

Nos paises da Europa, América do Norte e oeste da Asia encontra-se como
principal fonte vegetal para a propolis o choupos (Populus sp), espécie que ndo é nativa em
paises tropicais como o Brasil®™®2. Mesmo n&o sendo nativa, esta espécie ja foi identificada
como a principal fonte vegetal em pesquisas com amostras de propolis marrom de regides Sul
do Brasil, Venezuela, Argentina e Uruguai. A justificativa ocorre porque a Populus alba pode
ser encontrada em regides de clima ameno, e as abelhas acabam preferindo este tipo de resina,
0 que pode ser atribuida as caracteristicas genéticas de cada espécie de abelha®®!. No entanto,
estudos da composicdo das resinas utilizadas pelas abelhas na Venezuela e no Brasil
demonstraram uma composi¢do quimica diferenciada, por ndo apresentarem os flavonoides

presentes na choupost®91%3,
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5.2 Composicao quimica

A composicdo majoritaria da propolis bruta é constituida de resina de vegetais
(aproximadamente 60%) e na sua fracdo minoritaria encontram-se cera de abelha (30%), 6leos
essenciais, vitaminas e microelementos (10%), polen (5%) e detritos (5%)!20122154 De acordo
com Chen et al.»®, a prépolis possui uma composicdo quimica bem heterogénea e complexa,
sendo possivel encontrar os diversos grupos quimicos, desde aminoéacidos até micro e
macrominerais. A propolis possui mais de 420 substancias identificadas, incluindo compostos
fendlicos (flavonoides), considerados seus principais compostos bioativos e responsaveis pela
maior parte dos efeitos bioldgicos atribuidos a esta substancia®®157:158.159,

Diversos fatores externos proporcionam alteracdes nas caracteristicas fisicas,
quimicas e sensoriais da prépolis, influenciando diretamente nas suas propriedades quimicas e
bioldgicas. Os principais agentes causadores desta variacdo sdo: caracteristicas fitogeograficas
existentes ao redor da colmeia'®’; sazonalidade'®!; época da colheita e técnica utilizada;
género e espécie de abelha que a produziu®'®123148.162183 De maneira geral, os principais
compostos bioativos presentes na prépolis sdo os compostos fenolicos (flavonoides, acidos
fendlicos e seus ésteres), terpenoides e esteroides'>>1%4. Além destes, também s&o encontrados
compostos volateis, 0s quais sdo 0s responsaveis pelo sabor e odor caracteristico da propolis.
Dentre as classes de compostos volateis identificadas em amostras de propolis, 0os em maior
proporcao sao acidos (acido benzdico e seus ésteres), alcoois, ésteres, aldeidos, terpenos e
hidrocarbonetos (olefinas e aromaticos)'®*. AcUcares, proteinas, aminoacidos, vitaminas A,
Bi1, B2, Bs, C € E e minerais, como Mn, Cu, Ca, Al, V, Ni, Zn e Cr também podem compor a

propolist®.

5.3 Utilizacéo para fins terapéuticos

A prépolis vem sendo utilizada desde as civilizagbes antigas para diversas
finalidades. Os egipcios a utilizavam para embalsamar os mortos, 0s gregos na cicatrizacdo de
ferimentos e os romanos para amenizar dores e diminuir inchagos!3>%, Atualmente tem
grande importancia para uso veterinario no tratamento de mastite bovina e cicatrizagdo de
cortes; na agricultura no combate a doencas pos-colheita dos frutos; na producdo de
cosméticos vem sendo utilizada em cremes, xampu e sabonetes; na industria de alimentos

aplicada em bebidas, alimentos saudaveis e suplementos nutricionais; e na industria
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farmacéutica na forma de xaropes, pastilhas, capsulas e extratos'®”1% para o tratamento de
diversas doencas como alergias, diabetes, infeccdes, dermatites, queimaduras e problemas
gastricos ou hepaticos; devido as suas propriedades bioldgicas e terapéuticas!63169.170.171.172.173

O seu uso popular despertou o interesse de pesquisas cientificas que revelaram ser
uma fonte potencial de diversas substancias bioativas®"*’*, Os beneficios atribuidos ao seu
uso e de seus produtos tém sido considerados devido a presenca de alguns compostos isolados
e ao sinergismo entre eles'!®’°, No Brasil o interesse pela propolis surgiu na década de 80
com um estudo pioneiro de Ernesto Ulrich Breyer com o livro “Abelhas e satde”,
demonstrando as propriedades terapéuticas da prépolis e sua utilizacdo como antibiotico
natural®®2,

Muitas caracteristicas biologicas da propolis tém sido estudadas e tém mostrado
resultados positivos de agdo antimicrobianal® 153174175 antif(ingical®>1’%, antiparasitaria'’’,
antiviral'®,  anti-inflamatoria®°,  antitumoral**®'’®,  cicatrizante!®,  anestésica'?’,
antioxidante®*1"°, imunomoduladora®®!82 anti-hipertensiva'®14 redutora dos niveis de
colesterol*®®, ansiolitica e antidepressiva'®®, entre outras que sdo atribuidas & sua complexa
composicao quimica, principalmente pela presenca de fito-quimicos oriundos do metabolismo
secundario das plantast?1%2216_ Sendo assim, avaliar o potencial antimicrobiano de extratos
etanolicos de propolis verde e vermelha in vitro frente a isolados de Salmonella provenientes
de produtos avicolas € importante no que tange a busca por métodos alternativos de

tratamento e controle do patdgeno.
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CAPITULO 2 - CARACTERIZACAO FENOTIPICA E GENOTIPICA DE Salmonella
sp EM PRODUTOS AVICOLAS
RESUMO

A producdo de alimentos de qualidade e que sejam seguros aos consumidores representa o
maior desafio para os estabelecimentos do setor de alimentagcdo. As bactérias sdo 0s agentes
mais relacionados aos casos de infeccdo alimentar e, dentre elas, uma das mais comuns € a
Salmonella sp. O sucesso do controle deste patdgeno esta relacionado a vigilancia
epidemiolégica das cepas circulantes com uso de técnicas fenotipicas e moleculares para
caracterizar os diferentes sorotipos provenientes de diversas fontes. Neste contexto, conhecer
as caracteristicas das populacdes de Salmonella sp que circulam tanto nos animais quanto nos
humanos é essencial para entender os mecanismos de associacdo entre estas cadeias. Com
iSSO, objetivou-se com este estudo caracterizar fenotipicamente e genotipicamente isolados
provenientes de amostras de origem alimentar e ambiental obtidos entre os anos de 2015 e
2018. Foram obtidos e sorotipificados 128 isolados de Salmonella enterica. Os testes de
suscetibilidade antimicrobiana foram realizados com o0s seguintes agentes e concentracfes em
microgramas:  amoxicilina-acido  clavulanico  (30pg), cotrimoxazol  (trimetropim-
sulfametoxazol) (25ug), ciprofloxacina (5pg), enrofloxacina (Sug), ceftiofur (30pg),
cloranfenicol (30ug), fosfomicina (200ug) e doxiciclina (30ug). Foram pesquisados dois
genes de resisténcia e nove de viruléncia. Para realizacdo das analises de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real foi utilizado como controle positivo cepas de referéncia
assim como para os testes de sensibilidade. Verificaram-se 27 diferentes sorotipos, dentre eles
os mais frequentes foram: Salmonella Heidelberg, Saintpaul, Typhimurium e Minnesota.
Foram identificados 54 isolados multirresistentes. Dos oito antimicrobianos avaliados, para
dois deles (cloranfenicol e fosfomicina) todos os isolados foram suscetiveis e aquele com
maior numero de isolados resistentes foi a ciprofloxacina. Dentre os dois genes de resisténcia
avaliados (blaCTX-M e gyrA), cerca de 70% dos isolados o albergavam. Dos nove genes de
viruléncia avaliados, trés foram identificados em todos os isolados testados (invA, hilA e
sseD). Para os outros seis, SpvR foi 0 que apresentou maior nimero de isolados nos quais ndo
foi identificado.

Palavras-chave: antimicrobianos, contaminacéo, resisténcia, sorotipos e viruléncia.
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PHENOTYPICAL AND GENOTYPICAL CHARACTERIZATION OF Salmonella sp
IN POULTRY PRODUCTS

ABSTRACT

Producing quality and safe food for consumers is the biggest challenge at the market. Bacteria
are the agents most related to cases of food infection and among them one of the most
common is Salmonella sp. The successful control of this pathogen is related to the
epidemiological surveillance of circulating strains using phenotypic and molecular techniques
to characterize the different serotypes from different sources. In this context, knowing the
characteristics of the populations of Salmonella sp that circulate in both animals and humans
is essential to understand the mechanisms of association between these chains. Thus, the aim
of this study was to characterize phenotypically and genotypically isolates from food and
environmental samples obtained between 2015 and 2018. Isolates of Salmonella enterica
were obtained and serotyped (128). Antimicrobial susceptibility tests were performed with the
following agents and microgram concentrations: amoxicillin-clavulanic acid (30pug),
cotrimoxazole (trimethoprim sulfamethoxazole) (25ug), ciprofloxacin (5pg), enrofloxacin
(5png), ceftiofur (30pg), (30ug), phosphomycin (200pg) and doxycycline (30pg). Two
resistance and nine virulence genes were searched. For real time polymerase chain reaction
(PCR) analysis, reference strains were used as a positive control as well as for sensitivity
tests. There were 27 different serotypes, among which the most frequent were: Salmonella
Heidelberg, Saintpaul, Typhimurium and Minnesota. We identified 54 multiresistant isolates.
Of the eight antimicrobials evaluated, for two of them (chloramphenicol and phosphomycin)
all isolates were susceptible and the one with the largest number of resistant isolates was
ciprofloxacin. Among the two resistance genes evaluated (blaCTX-M and gyrA), about 70%
of the isolates harbored it. Of the nine virulence genes evaluated, three were identified in all
isolates tested (invA, hilA and sseD). For the other six, spvR presented the highest number of
isolates in which it was not identified.

Keywords: antimicrobials, contamination, resistance, serotypes and virulence.
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1. Introdugéo

A Salmonella sp é o principal agente causador de gastroenterite de origem
alimentar, provoca uma zoonose complexa que afeta a saide publica mundial, representando
no Brasil causa primaria dos surtos em que ha identificacdo do agente etiologicol?3. Os
gastos gerados em decorréncia da doenca séo elevados, sendo a prevencdo, prioridade dos
6rgdos de salde para evitar maiores despesas com o tratamento®. A autoridade europeia em
seguranga de alimentos (European Food Safety Authority - EFSA) estima que o prejuizo
econémico gerado pela ocorréncia de salmonelose humana ultrapassa trés bilhdes de euros
por ano®.

Na Inglaterra e no Pais de Gales, que possuem um padrdo de infeccdo humana
proximo do resto da Europa Ocidental, foram diagnosticados 10.000 casos de salmonelose em
1981, com menos de 5% destes casos devido a Salmonella Enteritidis. Ja em 1997 os casos se
elevaram para 33.000, sendo 65% causados por Salmonella Enteritidis®. Nos Estados Unidos
e na Europa o aumento dos casos de salmonelose causada por Salmonella Enteritidis ocorreu
no inicio da década de 80 e 0 mesmo fendmeno foi observado no Brasil 10 anos depois®.

No Brasil, os dados sobre infeccGes por Salmonella enterica sdo incompletos,
uma vez que a notificacdo de infec¢bes alimentares ndo é obrigatdria. Porém, tais informacdes
s80 necessarias ja que as precarias condicGes de saneamento basico em algumas regides faz
com que as infeccdes alimentares sejam um dos principais problemas de salide no pais’®. O
estudo realizado por Tavechio et al.® utilizando amostras de infeccdo humana e material ndo
humano, revelou que, em 1991, 1,2% dos isolados de Salmonella enterica eram do sorotipo
Enteritidis e este nimero aumentou exponencialmente, atingindo o valor de 64,9% em 1995.
Durante o periodo de 1996-2003, em diferentes localizacBes geograficas de todo o Estado de
Séo Paulo, foram isoladas de humanos, 3.554 amostras de Salmonella sp classificadas em 68
sorotipos diferentes, sendo os sorotipos mais encontrados Enteritidis (67%), Typhimurium
(5,2%), Salmonella enterica 1,4[5],12:i:-(5,1%), Typhi (4%) e Dublin (2,5%)8.

A carne de frango pode ser veiculo de transmissdo de microrganismos
patogénicos causadores de doengas veiculadas por alimentos®®. Segundo Welker et al.!, os
produtos carneos sdo os alimentos mais frequentemente incriminados em surtos representando
36% (80/223), sendo a carne de frango a segunda principal fonte com 30% (24/80). Hoffmann
et al.*2 estimam que os produtos derivados da carne de frango sdo responsaveis por 20% das

salmoneloses de origem alimentar. Por isso, h&d uma grande preocupacéo no abate de frangos,
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relacionada a obtencdo de carnes com o menor nivel de contaminagdo possivel em todas as
etapas do processamento desses animais®2,

O Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DIPOA) do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) conduziu um estudo de
prevaléncia nacional de Salmonella sp em carcagas de frango entre 2013 e 2014. Foram
analisadas 856 amostras de carne de frango coletadas em 89 abatedouros, em 150 dessas
amostras foi identificada a bactéria Salmonella sp, o que representa 17,2% de prevaléncia'®.
De acordo com o MAPA, de fevereiro a marco de 2018 foram coletadas 2.592 amostras de
carcagcas de frangos em abatedouros frigorificos, sendo detectada a presenca de Salmonella sp.
em 466 amostras (17,97%). A ocorréncia de Salmonella Enteritidis e de Salmonella
Typhimurium foi de 0,3% e 0,5% respectivamente, nas culturas isoladas das amostras das
carcacas de frango, sendo estes resultados compativeis ou inferiores aos mundialmente
encontrados®.

Apesar da implementacdo de inimeras medidas de monitoramento e controle de
patogenos na producéo de frangos de corte, a carne de frango ainda € uma importante fonte de
infeccBes humanas por Salmonella sp*®. Dentre os inimeros sorotipos existentes, Salmonella
Enteritidis, Salmonella Typhimurium e Salmonella Infantis estdo entre 0s mais comumente
identificados, tanto pelo envolvimento em casos de doencas veiculadas por alimentos, quanto
pelo isolamento frequente em todas as etapas da cadeia produtiva, desde a ave viva até a carne
de frango processada®>.

Sabendo que a salmonela é responsavel por casos de infec¢es alimentares em
seres humanos que ingeriram alimentos contaminados, é importante conhecer a prevaléncia
destes microrganismos nos alimentos e animais, em especial nos alimentos de origem
avicolal’. O Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial de carne de frango e, 66,6% desta
producdo é destinada ao consumo interno, assim é de suma importancia este tipo de estudo no
pais'®, tanto para melhorar a qualidade dos produtos disponibilizados aos consumidores
quanto para implementar melhores programas de monitoramento e controle que permitirdo
melhores colocacdes no mercado mundial.

Portanto, avaliar a disseminacdo de patdégenos ao longo da cadeia produtiva de
alimentos e obter um melhor entendimento das caracteristicas fenotipicas e genotipicas dos
isolados pertencentes aos sorotipos identificados e circulantes no pais, subsidia o
entendimento do risco que representam aos humanos, facilita a compreenséo de seu perfil de
disseminacgéo e auxilia as autoridades na implementacdo de programas de monitoramento e

controle mais eficazes®®. Além disso, o conhecimento da distribuicio dos sorotipos apresenta
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as seguintes contribuicdes epidemioldgicas: deteccdo de novos sorotipos, verificacdo de
alteracdo na frequéncia dos ja existentes e a distribuicdo geografica e temporal deles?.

Embora sejam conhecidos mais de 2.600 sorotipos de Salmonella sp*82122, apenas
alguns deles séo detectados anualmente e atribuidos como causa de infeccdo em humanos e
animais. O estabelecimento de tais sorotipos em uma determinada regido pode levar a
ocorréncia de numerosos surtos de doencas e infec¢cdes. Observa-se que ha variacdo quanto a
identificacdo de sorotipos circulantes, considerando local e tempo.

Diferentes métodos sdo utilizados para caracterizacdo do género Salmonella sp.
Os métodos genotipicos se fundamentam na anélise da estrutura genética do microrganismo??,
enquanto os métodos fenotipicos diferenciam as cepas por meio da caracterizacdo dos
produtos da expressdo génica, como por exemplo, respostas biogquimicas, presenca de
antigenos na superficie celular e o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos®*. Dentre o0s
métodos fenotipicos tradicionais estdo a sorotipificacdo®, fagotipificacdo® e perfil de
suscetibilidade a antimicrobianos?’.

A sorotipificacdo caracteriza-se como importante ferramenta epidemioldgica para
identificacdo de Salmonella sp na industria avicola. Tal método voltou a ser discutido com a
publicacdo da Instrucdo Normativa N° 20/2016%® que cita em diferentes momentos a
necessidade de se tipificar as salmonelas para que sejam monitorados e controlados
determinados sorotipos nos produtos comercializados.

Os antibidticos tém funcéo relevante no combate a doencas infecciosas, porém seu
uso inadequado conduziu a resisténcia e presenca de residuos nos alimentos e no ambiente, o
que pode acarretar problemas de salde publica. A resisténcia a maultiplas classes de
antimicrobianos deve ser monitorada e merece atencdo dos diversos segmentos da sociedade
envolvidos com a criacdo de animais, producdo de alimentos e medicina humana.
Informacdes cientificas sobre a presenca, perfil de suscetibilidade bacteriana e caracterizacéo
genotipica de Salmonella circulando na cadeia de producdo de frango e seus produtos, bem
como o monitoramento de sorotipos e clones de Salmonella multirresistente, sdo de suma
importancia para a satde publica, principalmente devido ao comércio globalizado de carne de
aves de corte e ao fato de o Brasil ser pais lider nesse cenario.

Neste contexto, o presente estudo teve por objetivo caracterizar fenotipicamente e
genotipicamente isolados de Salmonella sp de origem avicola e ambiental previamente

registrados e identificados.
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2.1 Ensaios bacterioldgicos e selecédo de isolados
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Foram analisados 128 isolados de Salmonella sp obtidos seguindo os

procedimentos definidos pela ISO 6579:20172° para isolamento convencional, provenientes de

produtos alimentares de origem avicola destinados ao consumo humano e amostras

ambientais de estabelecimentos industriais nos anos de 2015 a 2018 (Tabela 1).

TABELA 1 - Descri¢do das amostras avicolas utilizadas no estudo

NUmero de amostras / ano

Local de colheita Tipo de amostra 2015 2016 2017 2018 Total
Bahia carcagas 1 1
Distrito Federal cortes 2 2
carcagas 1 1
cortes 1 1
Tocantins carcagas 1 1 2
produtos processados 1 1 2
cortes 3 4 15 17 39
carcagas 9 5 4 20 38
mildos 3 3
Goiés 0vos 2 2
produtos processados 7 12 3 2 24
suabes de superficie 12 12
agua de chiller 1 1

Total 26 25 25 52 128

Os isolados foram inoculados em agar nutriente inclinado incubados a 37+1°C por

24 horas e enviados para sorotipificacdo no Laboratorio de Enterobactérias da Fundacgéo

Oswaldo Cruz (laboratorio de referéncia no pais). A sorotipificacdo foi realizada baseada na

variacdo antigénica dos antigenos somaticos O e flagelar H seguindo o esquema de

Kauffmann-White para sorotipificagdo de Salmonella sp?.

2.2 Suscetibilidade a antimicrobianos

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana foram realizados pelo método de

difusdo em disco de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M02-

A11%°. Os isolados criopreservados em freezer -80°C foram plaqueados em &gar TSA,

incubados por 24 horas a 37+£1°C e utilizados para realizacdo do antibiograma. Uma coldnia
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foi diluida em solucdo salina (NaCl 0,85%) até se obter turvacdo de 0,5 na escala de
MacFarland (1 x 10® UFC/mL). As células em suspenséo foram semeadas em placas de agar
Mueller-Hinton com o auxilio de suabes esterilizados. Os discos com antimicrobianos foram
inseridos nas placas e incubados a 37£1°C de 18 a 24 horas.

O critério de escolha dos antimicrobianos baseou-se na utilizacdo dessas drogas
na medicina veterinaria e humana e ocorréncia de resisténcia em ambas as &reas. Os
antimicrobianos e as concentracbes em microgramas testadas foram: amoxicilina-acido
clavulanico (30ug), cotrimoxazol (trimetropim-sulfametoxazol) (25ug), ciprofloxacina (5ug),
enrofloxacina (5ug), ceftiofur (30pg), cloranfenicol (30ug), fosfomicina (200ug) e doxiciclina
(30pg). Os resultados foram interpretados de acordo com as zonas de inibicdo estabelecidas
para Enterobacteriaceae, e os isolados caracterizados como suscetiveis, intermediarios ou
resistentes (M100-S24%Y). Foram caracterizados como isolados multirresistentes aqueles que
apresentaram resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos. As classes de
antimicrobianos avaliadas neste estudo foram: betalactamico, fluoroquinolona, anfenicol,
sulfonamida, tetraciclina e fosfomicina. As cepas Salmonella Enteritidis (ATCC 13076),
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) e Escherichia coli (ATCC 25922) foram utilizadas

como cepas controle da qualidade dos testes.

2.3 Pesquisa de genes de viruléncia e de resisténcia a antimicrobianos

Os isolados criopreservados foram inoculados em cinco mililitros de caldo BHI e
incubados a 37+1°C de 18 a 24 horas. Apos a incubacdo, foi realizada a extracdo de acido
desoxirribonucleico (DNA) cromossdmico e plasmidial dos isolados de acordo com as
instrucdes do fabricante Promega com o0s seguintes kits: Wizard® Genomic DNA Purification
Kit e PureYield™ Plasmid Miniprep System, respectivamente. ApGs 0 processo de extragéo,
foram obtidos 30 pL do DNA plasmidial concentrado e 100 pL do DNA cromossémico
concentrado, os quais foram armazenados a -80°C, até o momento da diluicdo para realizacédo
da PCR em tempo real.

As concentracGes do DNA cromossémico e plasmidial extraido foram verificadas
em nanofotdbmetro (NanoPhotometer® P-ClassP300, Implen GmbH®, Munique, Alemanha),
com leitura no comprimento de onda de 260 nm, os quais foram posteriormente diluidos a 10
ng/pL e 6 ng/uL, respectivamente para uso na reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real. Foi avaliada a presenga dos genes invA (invasdo), IpfA (adeséo), hilA, hilC, hilD

(hiper invasibilidade), spvR (viruléncia), sseD (sobrevivéncia), ssrB (ligagdo ao DNA), ssaR
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(secrecdo de proteina) e dos genes de resisténcia a beta-lactamicos (blaCTX-M) e quinolonas

(gyrA) (Quadro 1). Para realizacdo das anélises de PCR em tempo real foi utilizado como

controle positivo as cepas de Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) e Salmonella

Typhimurium (ATCC 14028) e como controle negativo auséncia de DNA. As reagdes de PCR

em tempo real foram realizadas no equipamento Step One Plus - Real Time PCR System

(Applied Biosystem, USA) e a regido de interesse detectada com o auxilio do intercalante de

DNA Sybr Green.

QUADRO 1 - Genes, sequéncia dos primers, tamanho de amplicom (pb), temperatura de melting (Tm)

e referéncia

GENE SEQUENCIA DOS PRIMERS AMPLICOM | Tm (°C)

REFERENCIA

A | F5-TGTCCGAGATGGCCTGAAGC-3' 34700 506
ay R 5-TACCGTCATAGTTATCCACG-3’ P ’

Griggs et al.®

F 5 TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAAS"
blaCTX-M | p 5 CGATATCGTTGGTGGTGCCATA-3’ 544 pb 56,9

Edelstein et al.®

. F 5 -CATGGCTGGTCAGTTGGAG-3’
hilA | R 5 CGTAATTCATCGCCTAAACG-3’ 150pb 537

Mizusaki et al.3*

. F 5-GGACTTGTTGCCAGGGATG-3'
hilC | R 5 - TGACCATTTGCGGGTGAG-3’ 241pb %59

Mizusaki et al.3*

. F 5-ACTCGAGATACCGACGCAAC3’
hilD | RS CTTCTGGCAGGAAAGTCAGG-3’ 129pb 56,2

Mizusaki et al.3*

invA F 5’-CAACGTTTCCTGCGGTACTGT-3’ 116 ob 56.7
R 5’-CCCGAACGTGGCGATAATT-3’ P '

DePaola et al.®

F 5’-AGCCAACGTAGTGGTGGATT-3’

R 5’-ACTCAGACGTCCAGAAAGGA-3’

A | R 5 AGACGATGCGACACTGGTTT-3’ 127 pb 56.7 Oliveira™
o | | en | s | o
o |t | on | v | o
R | F S -TTTICCTTAAACTGGCGGTGG-3 - s o otal

3. Resultados

Os resultados referentes a sorotipificacdo dos 128 isolados de Salmonella estéo

descritos na Tabela 2.

TABELA 2 - Ocorréncia dos sorotipos de Salmonella identificados

Sorotipos N° de isolados (%) Tipo de amostra Ano

. carcaca, corte, mitdo, produto 2015

Salmonella Heidelberg 28 (21,9 ' : ’ L 2017
processado e suabe de superficie 2018

2015

. carcaca, corte, middo, produto 2016

Salmonella Saintpaul 21 (16.4) processado e suabe de superficie 2017
2018

Salmonella Typhimurium 12 (9,4) carcaga, corte e suabe de superficie 2015

2016
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Sorotipos N° de isolados (%) Tipo de amostra Ano
2017
2018
2015
. carcaca, corte, produto processado e agua 2016
Salmonella Minnesota 11 (8,6) de chiller 2017
2018
Salmonella enterica subsp. 2015
enterica (0:4,5) 6 (4,7) carcaca, corte, ovo e produto processado 2018
Salmonella Schwarzengrund 6 (4,7) carcaca, ovo e produto processado ggig
Salmonella Agona 5 (39 carcaga, corte e suabe de superficie ggg
Salmonella Infantis 5 (39 carcaca, corte e produto processado ggig
2015
Salmonella Senftenberg 5 (39 carcaca e produto processado 2016
2017
. 2016
Salmonella Mbandaka 4 (3,1 carcaca, corte e suabe de superficie 2018
produto processado 2015
Salmonella Brooklyn 3 (2,3 carcaca 2016
corte 2017
Salmonella enterica subsp. 2015
enterica (0:16) 3 (2,3 carcaca e produto processado 2016
Salmonella Newport 3 (2,3 carcaca, corte e produto processado 2017
Salmonella enterica subsp. 2015
enterica (0:3,10) 2 (16) corte 2018
Salmonella Gafsa 2 (1,6) carcaca e produto processado 2016
Salmonella Akuafo 1 (0,8 carcaca 2015
Salmonella Alachua 1 (0,8) corte 2016
Salmonella Albany 1 (0,8) carcaca 2015
Salmonella Anatum 1 (0,8) suabe de superficie 2018
Salmonella Braenderup 1 (0,8) produto processado 2016
Salmonella Cerro 1 (0,8) suabe de superficie 2018
Salmonella Derby 1 (0,8) corte 2016
Salmonella enterica subsp.
enterica (0:4,5:-:1,2) 1 (08 carcaca 2018
Salmonella enterica subsp.
enterica (0:6,7) 1 (0,8 carcaca 2015
Salmonella enterica subsp.
enterica (0:6,8) 1 (0,8 carcaca 2016
Salmpnella enterica subsp. 1 (0,8 produto processado 2016
enterica (rugosa)
Salmonella Orion 1 (0,8) corte 2017
Total 128 (100) 7 tipos de amostras 4 anos

Em relacdo ao local de origem do isolamento, Salmonella Saintpaul foi
identificada em trés estados diferentes dentre os quatro amostrados (Tabela 3). Dentre os sete
diferentes tipos de matrizes amostradas, a maior quantidade de isolados obtidos foram para a
matriz corte e carcaca 32,8% (42/128) e a menor para agua de chiller 0,8% (1/128). Tanto nas
matrizes ambientais quanto alimentares o sorotipo mais prevalente representando 21,9% foi

Salmonella Heidelberg (28/128). Quando os dados sédo analisados de acordo com o ano de
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isolamento dos sorotipos observa-se que em 2015 o sorotipo mais frequentemente encontrado
foi Schwarzengrund 19% (5/25), em 2016 Infantis e Minnesota 16% (4/25), em 2017
Saintpaul 40% (10/25) e em 2018 Heidelberg 44% (23/52).

TABELA 3 - Origem dos sorotipos de Salmonella identificados

Sorotipos Local de colheita

Salmonella Saintpaul DF/GO/TO
Salmonella enterica subsp. enterica (0:4,5)* DF / GO
Salmonella Senftenberg GO/TO
Salmonella Heidelberg GO
Salmonella Schwarzengrund GO
Salmonella Typhimurium GO/TO
Salmonella Minnesota DF / GO
Salmonella Agona GO
Salmonella Infantis GO
Salmonella Brooklyn GO
Salmonella enterica subsp. enterica (0:3,10)* GO
Salmonella Mbandaka GO
Salmonella enterica subsp. enterica (0:16)* GO/TO
Salmonella Gafsa GO
Salmonella Newport GO
Salmonella Akuafo GO
Salmonella Orion GO
Salmonella Alachua GO
Salmonella Braenderup GO
Salmonella Anatum GO
Salmonella Cerro GO
Salmonella enterica subsp. enterica (0:4,5:-:1,2)* GO
Salmonella Derby GO
Salmonella enterica subsp. enterica (rugosa) GO
Salmonella enterica subsp. enterica (0:6,7)* GO
Salmonella enterica subsp. enterica (O:6,8)* GO
Salmonella Albany BA

Os percentuais de resisténcia para 0s antimicrobianos testados nos 128 isolados de
Salmonella sp. (Figura 1) séo referentes ao somatorio dos isolados classificados como
resistente e intermediario pelo teste de disco difusdo. Os isolados classificados como
intermediarios (Tabela 5) foram considerados organismos resistentes, ja que a aquisicdo e a

transicdo de suscetivel para resistente ja havia comecado.
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FIGURA 1 - Frequéncia (%) de resisténcia antimicrobiana dos 128 isolados de origem avicola e

ambiental. CLO: cloranfenicol (30ug), FOS: fosfomicina (200ug), SUT: cotrimoxazol (25ug), AMC:
amoxicilina-acido clavulanico (30ug), CTF: ceftiofur (30ug), ENO: enrofloxacina (5pg), DOX:

doxiciclina (30ug) e CIP: ciprofloxacina (5ug).

Verificou-se que 85,2% (109/128) das amostras foram resistentes a um ou mais
agentes antimicrobianos utilizados, apresentando 25 perfis de resisténcia (Tabela 4). Dentre 0s
27 diferentes sorotipos avaliados, apenas cinco (18,5%) ndo apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos avaliados (Salmonella Braenderup, Derby, Infantis, Mbandaka e Orion). Foi

observado perfil de resisténcia variavel para sorotipos pertencentes ao mesmo tipo de amostra.

TABELA 4 - Perfis de resisténcia para os isolados avaliados.

Sorotipo

Perfis de resisténcia

Salmonella Agona

CIP ENO
CIP ENO DOX
AMC CTF CIP ENO DOX

Salmonella Akuafo

CIP ENO

Salmonella Alachua CIP ENO
Salmonella Albany CIP
Salmonella Anatum CIP ENO

CTF DOX
Salmonella Brooklyn AMC CIP

AMC CTF CIP DOX
Salmonella Cerro CIP

AMC CTF
Salmonella enterica subsp. enterica (0:16)* CIP DOX

AMC CTF CIP ENO DOX
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Sorotipo Perfis de resisténcia
CTF
AMC CTF CIP ENO DOX
DOX
AMC CTF CIP
Salmonella. enterica subsp. enterica (0O:4,5)* CIP ENO DOX
CIP SUT DOX
CTF CIP ENO DOX

Salmonella. enterica subsp. enterica (0:4,5:-:1,2)* CIP
Salmonella. enterica subsp. enterica (O:6,8)* CIP ENO

Salmonella. enterica subsp. enterica (rugosa) CIP

AMC DOX

CIP DOX

CIP

CIP DOX

CTFCIP

. CIP ENO DOX

Salmonella Heidelberg CTE CIP ENO
AMC CIP ENO DOX
AMC CTF CIP DOX
AMC CTF CIP ENO DOX
CIP
CIP ENO
CIP
CIP ENO
AMC CTF DOX
AMC CIP ENO
AMC CTF CIP ENO
AMC CTF CIP DOX
AMC CIP ENO DOX
AMC CTF CIP ENO DOX
CIP ENO
AMC CTF CIP ENO
CIP
CIP ENO
CIP DOX
CIP ENO DOX
AMC CIP ENO DOX
AMC CTF CIP DOX
AMC CTF CIP ENO DOX
AMC CTF CIP ENO SUT DOX
CIP
AMC CTF CIP ENO
Salmonella Schwarzengrund AMC CTF CIP DOX

CIP ENO SUT DOX

CTF CIP ENO SUT DOX

Salmonella enterica subsp. enterica (O:3,10)*

Salmonella. Gafsa

Salmonella Mbandaka

Salmonella Minnesota

Salmonella Newport

Salmonella. Saintpaul

Salmonella Senftenberg CIP ENO

CIP

DOX

CIP DOX
Salmonella Typhimurium CTF SUT DOX

CTF CIP ENO DOX

AMC CTF CIP DOX

AMC CTF CIP ENO DOX
CLO: cloranfenicol (30ung), FOS: fosfomicina (200ug), SUT: cotrimoxazol (25pg), AMC: amoxicilina-&cido clavulénico
(30pg), CTF: ceftiofur (30ug), ENO: enrofloxacina (5ug), DOX: doxiciclina (30ug) e CIP: ciprofloxacina (Spg).
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Dezenove isolados (14,8%) foram sensiveis a todos antimicrobianos testados e 54
(42,2%) foram multirresistentes, apresentando resisténcia para trés ou mais dentre as seis
classes de antimicrobianos avaliadas (Tabela 5). Os 54 isolados multirresistentes abrangem os
sequintes dez diferentes sorotipos: Agona, Brooklyn, Salmonella enterica subsp. enterica
(0O:16)*, Salmonella enterica subsp. enterica (0:3,10)*, Salmonella enterica subsp. enterica
(0:4,5)*, Heidelberg, Minnesota, Saintpaul, Schwarzengrund e Typhimurium. J& os 19
isolados suscetiveis foram classificados como os seguintes 12 sorotipos: Braenderup, Derby,
Salmonella enterica subsp. enterica (0:4,5)*, Salmonella enterica subsp. enterica (O:6,7)*,
Infantis, Mbandaka, Minnesota, Newport, Orion, Saintpaul, Senftenberg e Typhimurium.



TABELA 5 - Perfil de suscetibilidade dos isolados aos antimicrobianos testados

Sorotipo Tipo de amostra Ano  AMC CTF CIP ENO CLO SUT FOS DOX

Escherichia coli
. Enteritidis
. Agona

. Agona

. Agona
Agona
Agona

. Akuafo

. Alachua

. Albany

. Anatum

. Braenderup
. Brooklyn

. Brooklyn

. Brooklyn
Cerro
Derby

Gafsa

Gafsa

. Heidelberg
. Heidelberg
. Heidelberg
. Heidelberg
. Heidelberg

. enterica subsp.
. enterica subsp.
. enterica subsp.
. enterica subsp.
. enterica subsp.
. enterica subsp.
. enterica subsp.
. enterica subsp.
. enterica subsp.
. enterica subsp.
. enterica subsp.
. enterica subsp.
. enterica subsp.
. enterica subsp.
. enterica subsp.

enterica (0:16)*
enterica (0:16)*
enterica (0:16)*
enterica (0:3,10)*
enterica (0:3,10)*
enterica (0:4,5)*
enterica (0:4,5)*
enterica (0:4,5)*
enterica (0:4,5)*
enterica (0:4,5)*
enterica (0:4,5)*
enterica (0:4,5:-:1,2)*
enterica (0:6,7)*
enterica (0:6,8)*
enterica (rugosa)

controle

controle

corte

carcaca

carcaca

suabe de superficie
suabe de superficie
carcaca

corte

carcaca

suabe de superficie
produto processado
produto processado
carcaca

corte

suabe de superficie
corte

produto processado
carcaca

produto processado
corte

corte

corte

carcaca

carcaca

0vo

produto processado
carcaca

carcaca

carcaca

carcaca

produto processado
produto processado
carcaca

produto processado
produto processado
carcaca

corte

miudo

2017
2017
2018
2018
2018
2015
2016
2015
2018
2016
2015
2016
2017
2018
2016
2016
2015
2015
2018
2015
2018
2018
2015
2015
2015
2015
2018
2015
2016
2016
2016
2016
2015
2017
2017
2017
2017
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Sorotipo Tipodeamostra Ano  AMC CTF CIP _ENO CLO SUT FOS DOX
S. Heidelberg carcaca 2018 S S | | S S S S
S. Heidelberg corte 2018 R | | S S S S [
S. Heidelberg carcaca 2018 R | | | S S S |
S. Heidelberg corte 2018 R R | S S S S [
S. Heidelberg corte 2018 | R | | S S S R
S. Heidelberg produto processado 2018 R R | | S S S R
S. Heidelberg carcaca 2018 R R | | S S S |
S. Heidelberg carcaca 2018 R | | | S S S |
S. Heidelberg carcaca 2018 R R | | S S S R
S. Heidelberg carcaca 2018 | S R | S S S |
S. Heidelberg corte 2018 R | | S S S S |
S. Heidelberg corte 2018 R | R | S S S |
S. Heidelberg suabe de superficie 2018 R | | S S S S |
S. Heidelberg suabe de superficie 2018 S | | S S S S S
S. Heidelberg carcaca 2018 R | | | S S S |
S. Heidelberg carcaca 2018 S S R R S S S |
S. Heidelberg carcaca 2018 S | | | S S S S
S. Heidelberg carcaca 2018 R S | | S S S |
S. Heidelberg corte 2018 R | | | S S S |
S. Heidelberg carcaca 2018 R | | S S S S |
S. Heidelberg corte 2018 R I | S S S S |
S. Heidelberg suabe de superficie 2018 R I | S S S S |
S. Heidelberg suabe de superficie 2018 S S | S S S S S
S. Infantis carcaca 2016 S S S S S S S S
S. Infantis produto processado 2016 S S S S S S S S
S. Infantis produto processado 2016 S S S S S S S S
S. Infantis produto processado 2016 S S S S S S S S
S. Infantis corte 2017 S S S S S S S S
S. Mbandaka corte 2016 S S S S S S S S
S. Mbandaka suabe de superficie 2018 S S | S S S S S
S. Mbandaka carcaca 2018 S S | | S S S S
S. Mbandaka corte 2018 S S | | S S S S
S. Minnesota carcaca 2015 S S | S S S S S
S. Minnesota produto processado 2016 I I S S S S S |
S. Minnesota produto processado 2016 I R | S S S S |
S. Minnesota produto processado 2016 | S | | S S S [
S. Minnesota carcaca 2016 S S | | S S S S
S. Minnesota produto processado 2017 S S S S S S S S
S. Minnesota corte 2018 | | | | S S S |
S. Minnesota carcaca 2018 R S | | S S S S
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Sorotipo Tipodeamostra Ano  AMC CTF CIP _ENO CLO SUT FOS DOX
S. Minnesota agua de chiller 2018 | R | | S S S S
S. Minnesota carcaca 2018 R R | | S S S S
S. Minnesota corte 2018 S S | S S S S S
S. Newport produto processado 2017 R | | | S S S S
S. Newport carcaca 2017 S S | | S S S S
S. Newport corte 2017 S S S S S S S S
S. Orion corte 2017 S S S S S S S S
S. Saintpaul produto processado 2015 S S | | S S S S
S. Saintpaul produto processado 2016 S S | | S S S S
S. Saintpaul produto processado 2016 S S | | S S S R
S. Saintpaul corte 2016 S S S S S S S S
S. Saintpaul corte 2017 R S | | S S S |
S. Saintpaul corte 2017 R | | S S S S |
S. Saintpaul corte 2017 R | | | S S S |
S. Saintpaul miudo 2017 R | | S S S S |
S. Saintpaul corte 2017 S S S S S S S S
S. Saintpaul corte 2017 | | | | S S S |
S. Saintpaul miudo 2017 | | | | S S S |
S. Saintpaul corte 2017 R | | | S S S R
S. Saintpaul corte 2017 R | | | S S S [
S. Saintpaul corte 2017 R I | | S S S |
S. Saintpaul suabe de superficie 2018 R | | S S S S [
S. Saintpaul corte 2018 S S | S S S S [
S. Saintpaul suabe de superficie 2018 S S | S S S S S
S. Saintpaul corte 2018 R | | S S S S [
S. Saintpaul carcaca 2018 R R | | S S S |
S. Saintpaul carcaca 2018 R R R | S S S [
S. Saintpaul produto processado 2018 I R | S S R S R
S. Schwarzengrund carcaca 2015 S R | | S R S R
S. Schwarzengrund ovo 2015 S S | | S R S [
S. Schwarzengrund carcaca 2015 S R | | S R S R
S. Schwarzengrund carcaca 2015 R R | | S S S S
S. Schwarzengrund produto processado 2015 S S | S S S S S
S. Schwarzengrund produto processado 2016 I I | S S S S |
S. Senftenberg carcaca 2015 S S | | S S S S
S. Senftenberg produto processado 2015 S S R | S S S S
S. Senftenberg produto processado 2015 ) S | | S S S S
S. Senftenberg produto processado 2016 S S S S S S S S
S. Senftenberg carcaca 2017 ) S S S S S S S
S. Typhimurium carcaga 2015 S R S S S R S R
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Sorotipo Tipodeamostra Ano  AMC CTF CIP _ENO CLO SUT FOS DOX
S. Typhimurium corte 2015 S R | | S R S R
S. Typhimurium corte 2015 S S S S S S S S
S. Typhimurium corte 2015 S S | S S S S |
S. Typhimurium corte 2016 S S S S S S S |
S. Typhimurium carcaca 2016 S S S S S S S S
S. Typhimurium corte 2017 R R | | S S S |
S. Typhimurium corte 2018 S | | | S S S R
S. Typhimurium carcaca 2018 | R R S S S S |
S. Typhimurium corte 2018 S S | S S S S R
S. Typhimurium corte 2018 S S | S S S S R
S. Typhimurium suabe de superficie 2018 S S | S S S S S
S. Typhimurium controle - S S | S S S S S
Staphylococcus aureus controle - S S S S S S S S

CLO: cloranfenicol (30ng), FOS: fosfomicina (200pg), SUT: cotrimoxazol (25pug), AMC: amoxicilina-acido clavulanico (30pg), CTF: ceftiofur (30pg), ENO:

enrofloxacina (5pg), DOX: doxiciclina (30pg) e CIP: ciprofloxacina (5pug).
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Dentre os 56 (43,8%) isolados resistentes aantimicrobianos da classe dos f-
lactdmicos (amoxicilina-acido clavulanico) e os 59 (46,1%) resistentes a cefalosporina
(ceftiofur) pertencente a esta mesma classe; 43 (72,9-76,8%) albergavam o gene de resisténcia
blaCTX-M. Ja em relacdo ao gene gyrA que confere resisténcia aos antimicrobianos da classe
das quinolonas, dentre os 101 (78,9%) isolados resistentes a ciprofloxacina, 100 (99%) deles
continham o gene em questdo. Enquanto dentre os 63 (49,2%) isolados resistentes a
enrofloxacina, 61 (96,8%) deles o gene foi identificado. Dos nove genes de viruléncia
avaliados, trés (invA, hilA e sseD) foram identificados em todos os isolados testados (Tabela

6). Para os outros seis genes, spvR foi 0 menos identificado (6,25%).



TABELA 6 - Perfil genético dos isolados para os genes avaliados
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Genes Avaliados

Sorotipo g s e s ANO T UrA DblaCTX-M_invA IpfA hilA hilC hilD _ssrB_ ssaR _SpvR__sseD
S. Enteritidis controle - + + + + + + + + + + +
S. Agona corte 2017 + + + + + + + + + + +
S. Agona carcaca 2017 + + + + + + + + + - +
S. Agona carcaca 2018 + + + + + + + + + + +
S. Agona suabe de superficie 2018 + + + + + + + + + + +
S. Agona suabe de superficie 2018 + + + + + + + - + + +
S. Akuafo carcaca 2015 + - + + + + + + + + +
S. Alachua corte 2016 + - + + + + + + - + +
S. Albany carcaca 2015 + + + + + + + + + + +
S. Anatum suabe de superficie 2018 + - + + + + - + + - +
S. Braenderup produto processado 2016 + + + + + + + + + - +
S. Brooklyn produto processado 2015 + + + + + + + + + - i
S. Brooklyn carcaca 2016+ - + + + + o+ + + + +
S. Brooklyn corte 2017 + - + + + + + + + + +
S. Cerro suabe de superficie 2018 + + + + + + + + + + +
S. Derby corte 2016 + + + + + + + + - + +
S. enterica subsp. enterica (O:16)* produto processado 2016 + + + + + + + + + + +
S. enterica subsp. enterica (0:16)* carcaca 2015 - - + - + + + + + + +
S. enterica subsp. enterica (O:16)* produto processado 2015 + - + + + + + + + + +
S. enterica subsp. enterica (0:3,10)* corte 2018 + + + + + + + + + - +
S. enterica subsp. enterica (0:3,10)* corte 2015 + + + + + + + + - - +
S. enterica subsp. enterica (O:4,5)* corte 2018 + + + + + + + + + + +
S. enterica subsp. enterica (O:4,5)* carcaca 2018 + + + + + + + + + + +
S. enterica subsp. enterica (O:4,5)* carcaca 2015 + + + + + + + + + - +
S. enterica subsp. enterica (O:4,5)* ovo 2015 + - + + + + + + - + +
S. enterica subsp. enterica (O:4,5)* produto processado 2015 + + + + + + + + + + +
S. enterica subsp. enterica (O:4,5)* carcaca 2015 + - + + + + + + + - +
S. enterica subsp. enterica (0:4,5:-:1,2)* carcaca 2018 + - + + + + + + + + +
S. enterica subsp. enterica (0:6,7)* carcaca 2015 + + + + + + + + + + +
S. enterica subsp. enterica (0:6,8)* carcaca 2016 + - + + + + + + + + +
S. enterica subsp. enterica (rugosa) produto processado 2016 + - + + + + + + + + +
S. Gafsa produto processado 2016 + - + + + + + + + + +
S. Gafsa carcaga 2016 + + + + + + + + + + +
S. Heidelberg produto processado 2015 + - + + + + + + + + +
S. Heidelberg produto processado 2017 + + + + + + + + + + +
S. Heidelberg carcaga 2017 + + + + + + + + + + +
S. Heidelberg corte 2017 + + + + + + + + + + +
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Genes Avaliados

Sorotipo g a8 e s ANO T UrA DlaCTX-M _invA IpfA hilA hilC hilD _ssrB_ ssaR _SpvR _sseD
S. Heidelberg mitdo 2017 + + + + + + + + + +
S. Heidelberg carcaca 2018 + - + + + + + + + - +
S. Heidelberg corte 2018 + + + + + + + + + - +
S. Heidelberg carcaca 2018 + - + + + + + + + + +
S. Heidelberg corte 2018 + + + + + + + + + + +
S. Heidelberg corte 2018 + + + + + + + + + + +
S. Heidelberg produto processado 2018 + + + + + + + + + + +
S. Heidelberg carcaca 2018 + + + + + + + + + + +
S. Heidelberg carcaca 2018 + + + + + + + + + + +
S. Heidelberg carcaca 2018 + + + + + + + + + + +
S. Heidelberg carcaca 2018 + + + + + + + + + + +
S. Heidelberg corte 2018 + + + + + - + + + + +
S. Heidelberg corte 2018 + + + + + + + + + + +
S. Heidelberg suabe de superficie 2018 + + + + + + + + + - +
S. Heidelberg suabe de superficie 2018 + + + + + + + + + + +
S. Heidelberg carcaca 2018 + + + + + + + + + + +
S. Heidelberg carcaca 2018 + + + + + + + + + + +
S. Heidelberg carcaca 2018  + - + o+ o+ o+ + + + +
S. Heidelberg carcaca 2018 + - + + + + + + + + +
S. Heidelberg corte 2018 + + + + + + + + + + +
S. Heidelberg carcaca 2018 + + + + + + + + + + +
S. Heidelberg corte 2018 + + + + + + + + + - +
S. Heidelberg suabe de superficie 2018 + + + + + + + + + + +
S. Heidelberg suabe de superficie 2018 + + + + + + + + + + +
S. Infantis carcaca 2016 + + + + + + + + + + +
S. Infantis produto processado 2016 + + + + + + + + + + +
S. Infantis produto processado 2016 + + + + + + + + + + +
S. Infantis produto processado 2016 + + + + + + + + + + +
S. Infantis corte 2017 + + + + + + + + + + +
S. Mbandaka corte 2016 + + + + + + + + + + +
S. Mbandaka suabe de superficie 2018 + + + + + + + + + + +
S. Mbandaka carcaca 2018 + - + + + + + + + + +
S. Mbandaka corte 2018 + - + + + + + + + + +
S. Minnesota carcaca 2015 + - + + + + + + + - +
S. Minnesota produto processado 2016 + - + + + + + + + + +
S. Minnesota produto processado 2016 + - + + + + + + + + +
S. Minnesota produto processado 2016 + + + + + + + + + + +
S. Minnesota carcaca 2016 + - + + + + + + + + +



46

Genes Avaliados

Sorotipo g a8 e s ANO T UrA DlaCTX-M _invA IpfA hilA hilC hilD _ssrB_ ssaR _SpvR _sseD
S. Minnesota produto processado 2017 + + + + + + + + + +
S. Minnesota corte 2018 - - + + + + + + + - +
S. Minnesota carcaca 2018 + + + + + + + + + - +
S. Minnesota agua de chiller 2018 + + + + + + + + + + +
S. Minnesota carcaca 2018 + + + + + + + + + + +
S. Minnesota corte 2018 + + + + + + + + + + +
S. Newport produto processado 2017 + - + + + + + + + + +
S. Newport carcaca 2017 + + + + + + + + + + +
S. Newport corte 2017 + + + + + + + + + + +
S. Orion corte 2017 + + + + + + + + + + +
S. Saintpaul produto processado 2015 + + + + + + + + + - +
S. Saintpaul produto processado 2016 + + + + + + + + + + +
S. Saintpaul produto processado 2016 + + + + + + + + + + +
S. Saintpaul corte 2016 + - + + + + + + + + +
S. Saintpaul cp 2017 + + + + + + + + + + +
S. Saintpaul corte 2017 + + + + + + + + + + +
S. Saintpaul corte 2017 + + + + + + + + + + +
S. Saintpaul miudo 2017 + + + + + + + + + + +
S. Saintpaul corte 2017 + + + + + + + + + + +
S. Saintpaul corte 2017 + + + + + + + + + + +
S. Saintpaul middo 2017 + + + + + + + + + + +
S. Saintpaul corte 2017 + + + + + + - + + + +
S. Saintpaul corte 2017 + + + + + + + + + + +
S. Saintpaul corte 2017 + + + + + + + + + + +
S. Saintpaul suabe de superficie 2018 + + + + + + + + + - +
S. Saintpaul corte 2018 + + + + + + + + + + +
S. Saintpaul suabe de superficie 2018 + + + + + + + + + - +
S. Saintpaul corte 2018 + + + + + + + + + - +
S. Saintpaul carcaca 2018 + + + + + + + + + + +
S. Saintpaul carcaca 2018 + + + + + + + + + + +
S. Saintpaul produto processado 2018 + - + + + + + + + + +
S. Schwarzengrund carcaca 2015 + - + + + + + + + + +
S. Schwarzengrund ovo 2015 + + + + + + + + + - +
S. Schwarzengrund carcaga 2015 + - + + + + + + - + +
S. Schwarzengrund carcaca 2015 + - + + + + + + + + +
S. Schwarzengrund produto processado 2015 + - + + + + + + + - +
S. Schwarzengrund produto processado 2016 + + + + + + + + + - +
S. Senftenberg carcaca 2015 + + + - + + + + + - +
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Genes Avaliados

Sorotipo g a8 e s ANO T UrA DlaCTX-M _invA IpfA hilA hilC hilD _ssrB_ ssaR _SpvR _sseD
S. Senftenberg produto processado 2015 + - + - + + + + + + +
S. Senftenberg produto processado 2015 + + + + + + + + + + +
S. Senftenberg produto processado 2016 + - + + + + + + + + +
S. Senftenberg carcaca 2017 + + + + + + + + + +
S. Typhimurium carcaca 2015 + - + + + + + + - + +
S. Typhimurium corte 2015 + - + + + + + + + + +
S. Typhimurium corte 2015 + + + + + + + + - + +
S. Typhimurium corte 2015 + + + + + + + + - + +
S. Typhimurium corte 2016 + + + + + + + + + + +
S. Typhimurium carcaca 2016 + + + + + + + + + + +
S. Typhimurium corte 2017 + + + + + + + + + + +
S. Typhimurium corte 2018 + + + + + + + + + + +
S. Typhimurium carcaca 2018 + - + + + + + + + + +
S. Typhimurium corte 2018 + + + + + + + + + + +
S. Typhimurium corte 2018 + + + + + + + + + + +
S. Typhimurium suabe de superficie 2018 + + + + + + + + + + +
S. Typhimurium controle - + + + + + + + + + + +
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4. Discussao

De acordo com dados do Ministério da Salde, os resultados da sorotipificacdo da
bactéria Salmonella sp isolada de 2.709 amostras de carne de frango referentes ao programa
de Monitoramento Microbiolégico e Controle de Salmonella sp® coletadas entre 2004 e 2010
indicaram a prevaléncia de 41,9% de Salmonella Enteritidis e 8,5% de Salmonella
Typhimurium®4. Para o MAPA, de fevereiro a margo de 2018 foram coletadas 2.592 amostras
de carcacas de frangos em abatedouros frigorificos, sendo a ocorréncia de Salmonella
Enteritidis de 0,3% e de Salmonella Typhimurium de 0,5% nas amostras de carcagas de
frango®®, representando uma queda na prevaléncia destes dois sorotipos neste tipo de amostra.
Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis destacaram-se como as mais frequentes em
casos de infeccdo alimentar nos paises desenvolvidos®®4%. Particularmente no Brasil, estes
sorotipos encontraram-se entre os prevalentemente isolados nas duas ultimas decadas, sendo
notdria sua participacdo em surtos de origem alimentar e isolados de origem humana*!. Neste
estudo, Salmonella Enteritidis ndo foi identificada, ressaltando que o periodo de isolamento
compreendeu os anos de 2015 a 2018. Salmonella Typhimurium foi associada a carne e suabe
de superficie com prevaléncia de 9,4% (12/128).

Relatorios Anuais do Laboratério de Referéncia Nacional / I0C / FIOCRUZ
encaminhados a CGLAB / SVS / MS ao longo dos ultimos dez anos, apresentam média anual
de 9.000 cepas recebidas Salmonella Enteritidis representando o sorotipo mais prevalente,
seguido por Salmonella Heidelberg, Typhimurium, Agona, Infantis e Hadar, entre isolados de
fontes humanas, alimentar, ambiental, animal e matéria prima/racdes*2. Porém, os dados deste
estudo sugerem que pode estar havendo uma mudanca em relacdo a prevaléncia do sorotipo
Salmonella Enteritidis ja que ele ndo foi identificado dentre os isolados obtidos e Salmonella
Heidelberg e Saintpaul representaram os sorotipos prevalentes.

Humphrey et al.*® relataram que, a partir dos anos 80, Salmonella Enteritidis foi o
sorotipo mais comumente isolado de amostras proveniente da avicultura comercial do Reino
Unido e em outros paises superando, inclusive, o isolamento de Salmonella Typhimurium.
Entre 1987/1988, registrou-se, paralelamente, um incremento do nimero de isolamentos de
Salmonella Enteritidis também em humanos. Porém, em consonancia com os resultados deste
estudo, Lane et al.** analisando dados da vigilancia epidemioldgica para as salmoneloses
referentes a 67 anos (1945 a 2011) da Inglaterra e Pais de Gales, observaram o declinio de
infeccdo alimentar causada pelo sorotipo Enteritidis a partir do ano de 1999 ap6s adocéo de

vacinagdo das aves, medidas de manejo e surgimento de outros sorotipos, que antes ndo eram
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frequentes. No entanto, este sorotipo ainda é alvo de controle em todo o mundo devido a alta
patogenicidade em infec¢Oes alimentares. Sendo real e preocupante a possibilidade do
surgimento de outros sorotipos que poderdo ser tdo patogénicos quanto ele, possuindo alto
potencial de invasdo, o que garante seu estabelecimento e sobrevivéncia no hospedeiro®.

Nos ultimos anos a prevaléncia de Salmonella Enteritidis em produtos avicolas
apresentou reducdo gradual. Estudos demostraram que em algumas regides ocorreu a
identificacdo de outros, com prevaléncia diferenciada em diversas regides**, como observado
no presente estudo, em que a maior identificacdo foi do sorotipo Heidelberg. Foley et al.*®
afirmaram que estdo ocorrendo alteragdes na predominancia de sorotipos associados a aves
comerciais e infec¢des em humanos nos ultimos anos. Estas mudancgas se devem ao fato de
surgirem programas de erradicacdo de Salmonella e vacinacdo, em que com a diminuicdo ou
erradicacdo de alguns sorotipos ocorre a reemergéncia de outros. Especificamente no caso de
Salmonella sp, ocorreu a diminuicdo de Salmonella Enteritidis e aumento de outros sorotipos
tais como: Salmonella Heidelberg e Salmonella Kentucky dentre amostras de frango, o que €
reforcado neste estudo.

Quanto ao sorotipo Typhimurium, historicamente era 0 agente mais comum em
doenca de origem alimentar humana®#® e associacio a doengas em humanos e animais no Ir3,
representando 31% da infeccdo por Salmonella em humanos*’*8. Acredita-se que Salmonella
Typhimurium foi um dos sorotipos mais frequentemente envolvidos em casos humanos de
salmonelose no Iraque e em muitos outros paises em desenvolvimento®®°°, Os dados deste
estudo indicam, assim como observado pelos pesquisadores citados, que este sorotipo pode
estar se reestabelecendo entre os mais prevalentes, ja& que estd entre os trés de maior
ocorréncia neste estudo.

Um estudo desenvolvido em diferentes cidades brasileiras, com intuito de avaliar
a prevaléncia de Salmonella sp em 2.679 carcacas de frango congeladas, resultou em 2,7% de
positividade, com maior prevaléncia na cidade de Sao Paulo entre os anos de 2004 a 2006.
Dezoito sorotipos foram identificados, sendo os mais comuns: Enteritidis (48,8%), Infantis
(7,6%), Typhimurium (7,2%) e Heidelberg (6,4%)°'. Em um estudo conduzido em 14 Estados
pelo Programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em
Frango (Prebaf) no mesmo periodo, totalizando 2710 unidades amostrais de frango analisadas,
foi descrito que Salmonella Infantis estava presente apenas na regido sudeste, Salmonella
Typhimurium no sudeste, norte e centro-oeste, Salmonella Mbandaka no norte e nordeste e
Salmonella Heidelberg na regido sudeste*?. Os resultados deste estudo sugerem que alguns

sorotipos que ndo eram identificados em certas regifes podem passar a ser, ja que Salmonella
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Heidelberg foi a mais encontrada e a maioria das amostras analisadas foram da regido centro-
oeste, assim como Rezende et al. (2005) identificaram este sorotipo nesta mesma regido. Esta
informacdo é relevante, uma vez que o pais tem dimensbes continentais e conhecer a
dispersdo dos sorotipos contribui para o estudo epidemioldgico e avaliagdes do risco. Os
dados de sorotipificacdo e da distribuicdo geografica associada a origem da amostra
denotaram que Goiés e Tocantins tem caracteristicas similares.

H& preocupacdo crescente com outros sorotipos como: Heidelberg, Infantis,
Agona, Hadar e Virchow, como causadores de infeccdes em humanos®2. Desde o final da
década de 70, o sorotipo Infantis tem sido cada vez mais registrado em paises como
Argentina, Australia, Brasil, Holanda, Finlandia, Canada, Hungria, Japdo, Nova Zelandia e
Russia®. Juntamente com Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium, Salmonella
Infantis vem sendo reportado pelo envolvimento em casos humanos da doenga, e por ser o
mais frequentemente isolado tanto na ave viva quanto na carne de frango®. No Brasil, este
sorotipo tambeém esta entre aqueles mais isolados em amostras oriundas de granjas produtoras
de frango de corte>,

Este estudo encontrou cinco isolados do sorotipo Infantis provenientes de carcaca
de frango, carne mecanicamente separada resfriada, meio peito salgado congelado e
empanado de frango. Apesar de identificados em produtos comercialmente bem aceitos pelos
consumidores em geral, em especial criancas, estes mesmos isolados ao serem submetidos aos
testes de suscetibilidade se apresentaram sensiveis a todas as classes de antimicrobianos
testadas. Isto ndo minimiza o risco de contaminacdo representado pelo consumo destes
alimentos, os quais devem ser muito bem acondicionados e preparados, a fim de prevenir
infeccdes por cepas altamente virulentas como as aqui identificadas, ja que estes isolados
apresentaram todos os genes de viruléncia investigados neste estudo.

Dados preliminares da verificacdo oficial do programa de monitoramento de
Salmonella sp nos estabelecimentos de abate de aves no ano de 2017 indicaram 17%
(254/1.495) de positividade nas amostras de carcaca de aves analisadas para a presenca de
Salmonella sp no pais. Os sorotipos predominantes foram Salmonella Heidelberg (56%),
Salmonella Minnesota (19%) e Salmonella Saintpaul (7%). Os sorotipos Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium, que mundialmente estdo mais associados aos surtos e
casos graves da doenca, foram identificados em apenas 0,8% (2/242) e 0,4% (1/242),
respectivamente, das amostras analisadas'®. Estes dados corroboram com os deste estudo em

relacdo ao sorotipo mais prevalente nos produtos avicolas e fortalecem a atencdo em relagdo a
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ele, ja que Salmonella Heidelberg esta entre os sorotipos mais comumente isolados de aves e
entre 0s cinco principais sorotipos associados a salmonelose humana®>°.

Salmonella Heidelberg foi encontrada em seis das sete categorias de tipos de
amostra analisadas neste estudo, com perfis de resisténcia diferentes entre si. Todos 0s
isolados deste sorotipo encontrados em cortes de frango foram multirresistentes assim como o
proveniente de miudo (figado de frango). Isto reforca a necessidade de informar a populacéo
em relacdo as boas préticas de coccdo dos alimentos que podem mitigar o risco inerente ao
consumo destes alimentos contaminados.

Scur et al.>" pesquisaram Salmonella sp em suabes de arrasto de galpdes, de
cloaca de frangos de corte e de racdo entre o periodo de 2006 a 2010, no Estado do Parana, e
identificaram os sorotipos Enteritidis (16,1%), sequido por Heidelberg (5,9%), Typhimurium
(5,9%), Hadar (5%), Albany (4,2%) e Saintpaul (4,2%) dentre os 118 isolados de Salmonella
sp estudados. Pandini et al.>® também pesquisando Salmonella sp em suabes de arrasto de
galpdes de frangos de corte do Estado do Paran4, entre o ano de 2010 a 2011, obtiveram como
sorotipos mais frequentes Heidelberg (12,8%), Mbandaka e Newport (10,3%),
Schwarzengrund, Enteritidis e Livingstone (7,7%) dentre as 39 amostras de Salmonella sp
estudadas.

Nas amostras de suabes de superficie analisadas neste estudo foram encontrados
dados semelhantes aos supracitados, sendo também identificados os sorotipos Heidelberg,
Mbandaka, Saintpaul e Typhimurium. Voss-Rech et al.>* detectaram Salmonella sp em suabes
de arrasto de galpdes de frangos de corte, entre 0 ano de 2009 e 2010, nos Estados de Santa
Catarina, Parana e Mato Grosso do Sul, e obtiveram os sorotipos Minnesota (40,2%), Infantis
(14,63%), Heidelberg (7,3%), Senftenberg e Mbandaka (6,1%) e Schwarzengrund (4,9%)
dentre os 82 isolados de Salmonella sp analisados. Estes autores também nao detectaram entre
os isolados identificados, o sorotipo Enteritidis, assim como os achados do presente estudo.

Silva®® avaliou 24 amostras positivas para Salmonella sp em corte de frango
temperado e observou que houve um destaque para Salmonella Heidelberg com 58% de
prevaléncia, seguido dos sorotipos Salmonella Minnesota 21%, Salmonella Muenchen 17%,
Salmonella Mbandaka 4%. Ao comparar-se a prevaléncia nacional obtida pela anélise oficial
do programa de monitoramento de Salmonella sp nos estabelecimentos de abate de aves no
ano de 2017, que detectaram como sorotipos predominantes Salmonella Heidelberg (56%),
Minnesota (19%) e Saintpaul (7%)* nota-se semelhanga com os resultados encontrados nesta
pesquisa, 0s quais identificaram estes mesmos sorotipos como prevalentes e pode ser

explicado pelo periodo no qual a pesquisa foi realizada. Fator importante a ser considerado é
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que dentre os 21 isolados de Salmonella Saintpaul (16,4%) analisados neste estudo 14
(66,7%) foram caracterizados como multirresistentes frente aos antimicrobianos testados,
incluindo isolados provenientes de miidos (moela de frango). Isto representa um risco ainda
maior para saude publica em virtude do hébito alimentar brasileiro de n&o realizar a coccdo
adequada ao consumir as visceras animais.

Quanto ao perfil de suscetibilidade a antimicrobianos, os altos niveis de
resisténcia observados neste estudo (85,2%) reafirmam a necessidade de reforcar a
colaboracdo entre os setores veterinario e de salde publica na deteccdo e notificacdo
adequadas de patégenos zoonoticos veiculados por alimentos. Além disso, estes resultados
sdo importantes porque o tratamento com antimicrobianos € crucial para 0 manejo adequado
da salmonelose humana grave ou invasiva®. De acordo com a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) os maiores percentuais de resisténcia obtidos para cepas de
Salmonella sp isoladas de carcacas de frango no Brasil foram para sulfonamidas (72,4%),
florfenicol (59,2%), ceftiofur (22,8%), enrofloxacina (18,4%) e tetraciclina (11,2%)*. Tais
valores sdo inferiores aos encontrados neste estudo para ceftiofur (46,1%), enrofloxacina
(49,2%) e tetraciclina (55,5%). Porém, para sulfonamidas o valor encontrado neste estudo foi
inferior (5,5%) ao encontrado no estudo da ANVISA. Isso reforca a importancia quanto ao
controle do uso de determinados agentes antimicrobianos na medicina veterinaria.

De acordo com dados do Ministério da Saude, na década de 70 a resisténcia de
Salmonella sp aos antimicrobianos era aproximadamente de 17%, porém ao final dos anos 80
esses percentuais subiram para 31% incluindo a resisténcia as fluoroquinolonas. Tal fato
culminou com o aparecimento, em paises distintos, de cepas produtoras de diferentes tipos de
beta-lactamases®!. Neste estudo foi observada resisténcia de 64% (164/256) dos isolados as
fluoroquinolonas testadas (ciprofloxacina e enrofloxacina) representando 81,5% (22/27) dos
sorotipos avaliados (Tabela 5). Isto pode demonstrar que o aparecimento deste tipo de
resisténcia ainda se encontra em ascens&o.

O ceftiofur € um agente antimicrobiano pertencente ao grupo das cefalosporinas
de terceira geracdo (B-lactamico) intimamente relacionado a ceftriaxona. Sendo a resisténcia a
ceftriaxona um problema de satde publica em todo 0 mundo, em virtude de sua administracédo
em criangas nos casos de infeccdo por salmonela?” 2 %3; maior resisténcia ao ceftiofur pode
implicar em maior resisténcia a ceftriaxona, comprometendo a escolha deste principio ativo
na terapéutica humana para tratamento de infeccdes por Salmonella sp multirresistentes®.
Neste estudo 46,1% (59/128) dos isolados foram resistentes ao ceftiofur representando 40,7%

(11/27) dos tipos de sorotipos avaliados (Tabela 5).
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A resisténcia as sulfonamidas € comum em animais de producdo e tem sido
amplamente descrita na literatura® 66768 porém, os resultados para esta classe apresentaram
menor percentual de resisténcia (5,5%), tal informacdo é relevante pois as combinacdes de
trimetoprim / sulfonamidas séo bastante usadas na préatica veterinéria devido ao baixo custo e
seu amplo espectro e caracteristicas clinicamente eficazes®®. Essa baixa resisténcia pode
demonstrar que 0 uso deste agente estd sendo melhor administrado no setor em questdo nos
ultimos anos.

Neste estudo os maiores percentuais de resisténcia foram identificados para
ciprofloxacina (78,9%), um antimicrobiano da classe das fluoroquinolonas. Dentre os isolados
testados, 62,4% resistentes a ciprofloxacina também foram resistentes a enrofloxacina. Tal
achado é um problema de saide publica significativo, pois estes sdo os medicamentos de
escolha utilizados no tratamento de infecgdes invasivas por Salmonella sp néo tifoide nos
casos em que o trimetoprim / sulfametoxazol ou ampicilina sdo clinicamente ineficazes’®"*.
Normalmente, mais de 70% das cepas resistentes a ciprofloxacina também apresentam
resisténcia a enrofloxacina devido as suas estruturas semelhantes’?.

Para enrofloxacina 49,2% dos isolados foram resistentes, outros estudos
realizados no Brasil observaram um percentual variando de 4.9% a 19.2%°73™ o que
demonstra que os niveis de resisténcia a este agente tem aumentado, o que corrobora com as
afirmacbes de que o padrdo de prescricdo, a disponibilidade e o custo-efetividade das
quinolonas como medicamentos prescritos para a maioria das infeccdes bacterianas resistentes
sejam os fatores responsaveis pela evolucdo rapida e continua de bactérias resistentes a
fluoroquinolonas”.

O alto nivel de resisténcia a tetraciclina ndo surpreende, pois é um medicamento
de balcdo usado pela maioria dos agricultores para tratar infeccdes bacterianas’®. Neste
estudo, a doxiciclina apresentou segundo maior percentual de resisténcia (55,5%). A
resisténcia aos antibioticos tradicionais, como doxiciclina, constituem uma preocupagdo com
a saude publica, limitando as escolhas terapéuticas para o tratamento da salmonelose em
animais e seres humanos. Mais ainda, na maioria dos paises em desenvolvimento, muitos
desses antibidticos também sdo usados comumente em terapia humana devido ao seu baixo
custo e disponibilidade’’. Lopes et al.’®, Yang et al.”® e Meng et al.8°, também observaram alta
resisténcia a tetraciclina em Salmonella sp isolada de diferentes fontes de alimentos e animais,
assim como o encontrado neste estudo.

O uso de cloranfenicol em animais foi proibido no Brasil em 20038, O resultado

deste estudo, demonstrou que todos isolados foram suscetiveis a este agente antimicrobiano,
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representando um dado importante, podendo indicar que o objetivo de resguardar a eficiéncia
deste principio ativo tem sido atingido no pais. Alta sensibilidade para cloranfenicol também
foi observada na Regido Sul do Brasil, em que 89,33% (67/75) das cepas de Salmonella
enterica sorovar Typhimurium isoladas de suinos foram sensiveis a este antimicrobiano’®. Em
outros paises como Turquia e Canada também foi observada uma alta sensibilidade a este
medicamento®2®3, cabendo ressaltar sua aplicabilidade a terapéutica humana.

O aspecto mais preocupante da resisténcia antimicrobiana é a multirresisténcia,
uma vez que torna a escolha dos antimicrobianos limitada no tratamento de salmonelose®.
Neste estudo, 42,2% dos isolados foram multirresistentes. A presenca deste perfil de isolados
também tem sido observada mundialmente. Siriken et al.®2 na Turquia observaram que
92,85% dos isolados de Salmonella sp apresentaram multirresisténcia a mais de quatro
antibioticos. No Brasil, Lopes et al.” relataram que 60% dos isolados de Salmonella enterica
sorovar Typhimurium apresentaram multirresisténcia a membros de pelo menos trés classes
de agentes antimicrobianos. No Canada, Sanches-Maldonado et al.®% notaram a presenca de
multirresisténcia em Salmonella enterica isolada de dois abatedouros suinos. Prevaléncia de
100% de cepas de Salmonella sp multirresistentes na carne de frango foi observada na
Espanha®* e no Irad®.

Acar et al.®® ao estudarem 161 isolados de Salmonella sp provenientes de
amostras de alimentos, excretas de animais e clinicas humanas, na Turquia; encontraram
Salmonella Infantis como o sorotipo prevalente em amostras de carne de frango e resistentes a
tetraciclina e sulfonamida. Tais dados foram diferentes dos encontrados neste estudo, ja que
todos os isolados de S. Infantis aqui avaliados foram suscetiveis aos antimicrobianos testados.
Em termos gerais, desconsiderando a sorotipificagdo dos isolados, Acar et al.®® encontraram
62,7% (37/59) dos isolados resistentes aos antimicrobianos testados dentre as amostras de
alimentos. Constataram também que diferentes perfis de resisténcia podem ser observados de
acordo com a origem da amostra, assim como identificado neste estudo.

Baptista et al.®” ao avaliarem isolados de Salmonella sp em frangos vivos e
carcacas em matadouros do Rio de Janeiro encontraram 29 (87,87%) isolados sensiveis a
todos os antimicrobianos testados (enrofloxacina, ciprofloxacina, norfloxacina, cefalotina,
ceftiofur, cefotaxima, amoxicilina / &cido clavulanico e ampicilina), quatro (12,12%) isolados
resistentes a pelo menos trés antimicrobianos betalactamicos ou mais e nenhum isolado
resistente as fluoroquinolonas. Dados estes que ndo estdo de acordo com os identificados

neste estudo, ja que a maior resisténcia dos isolados foi observada para a ciprofloxacina.



55

A resisténcia de Salmonella sp a alguns agentes antimicrobianos ndo comumente
usados na producdo animal pode ocorrer por outros mecanismos tais como: transferéncias
horizontais do elemento genético de resisténcia movel, alimentos importados contaminados,
antimicrobianos usados no tratamento humano, gado e alimentos e possivelmente resisténcia
cruzada entre os antimicrobianos relacionados®. Neste trabalho ao se avaliar a presenca dos
genes de resisténcia a beta-lactamicos (blaCTX-M) e quinolonas (gyrA), observou-se que 98%
dos isolados resistentes a ciprofloxacina apresentaram o gene gyrA.

A resisténcia as quinolonas é determinada fundamentalmente por mecanismos
mediados por alteracdes nos sitios de ligacdo da enzima DNA gyrase, promovendo a reducdo
do agente antimicrobiano no interior da bactéria®®, com a substituicio de aminoécidos na
regido determinante da resisténcia a quinolona®. Estudos apontam que uma Gnica mutag&o no
gene gyrA é suficiente para conferir resisténcia ao acido nalidixico e suscetibilidade reduzida
a fluoroquinolonas, e uma segunda mutacdo leva a alto nivel de resisténcia a
fluoroquinolona®, podendo ser este 0 motivo da alta resisténcia observada em nosso estudo.

Ao considerar-se que Salmonella sp isolada de alimentos apresenta comumente
resisténcia a beta-lactamases®®, em particular as cefalosporinas, neste estudo ao avaliar-se a
presenca do gene blaCTX-M nos isolados e encontrou-se 70,3% de presenca. Varios genes
podem codificar a resisténcia a um mesmo principio ativo, justificando a prevaléncia de
diversos genes de resisténcia em isolados bacterianos de aves em todo 0 mundo®. Identificou-
se neste estudo a presenca do gene de resisténcia sem manifestacdo fenotipica no crescimento
bacteriano. Provavelmente, isto se deve a novos genes de resisténcia ndo identificados ou
mutacOes que conferem resisténcia a genes ndo descobertos.

O padrdo de viruléncia de isolados de Salmonella sp se apresenta de diversas
formas em diferentes pesquisas, os trabalhos de Elkenany et al.®3, Costa®, Oliveira® e Moura
et al.%®, tiveram como resultado o gene invA amplificado em 100% dos isolados de Salmonella
sp assim como os resultados encontrados neste estudo. As diferencas encontradas entre 0s
dados deste estudo e dos autores citados podem ter acontecido em virtude da alta
variabilidade genética dos individuos do género Salmonella sp lhes conferindo diferentes
comportamentos mediante situacdes semelhantes de estresse. Além disso, as variacfes na
resisténcia das cepas isoladas podem estar associadas com o pais, com 0 ano, com o tipo de
criacdo, com a granja de procedéncia do lote, com o sorotipo da Salmonella sp e,
particularmente, com o antimicrobiano testado®’.

Neste estudo identificou-se a presenca do gene invA em todos os isolados, assim

como Rowlands et al.%, que estudaram fatores de viruléncia em Salmonella sp. isoladas de
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alimentos associados ou ndo a surtos de salmonelose no Brasil, e encontraram 100% de
positividade para este gene. A presenca do gene invA é fundamental na expressdo da
capacidade de invasdo dos tecidos do hospedeiro pelo microrganismo®’. O gene hilA também
foi identificado em 100% dos isolados. Esta familia de genes é responsavel pela producéo de
proteinas reguladoras cuja expressdo ¢ mediada por fatores ambientais®®,

A presenca do gene IpfA se deu em 97,7% dos isolados analisados neste estudo.
Isto indica que além da capacidade de invaséo, eles também podem ser eficientes no processo
de adesdo e na formacéo de biofilmes!®. O gene IpfA codifica a fimbria polar longa e esta
envolvido no processo de adesdo as superficies e as células epiteliais que caracteriza uma
etapa essencial e anterior ao processo de formagéo de biofilmes®®. Sendo assim, a presenca de
fimbrias mediada por este gene é importante no processo de infeccdo. Isto sugere que 0s
isolados deste estudo s&o altamente virulentos e dificeis de serem eliminados caso se instalem
em determinado ambiente bidtico ou abidtico.

Os outros trés genes estudados também foram identificados na maioria dos
isolados avaliados e sdo importantes para caracterizar a capacidade de sobrevivéncia destes
microrganismos em seus hospedeiros. O gene ssaR permite a sobrevivéncia e replicacdo de
Salmonella sp nas células hospedeiras'®, ssrB (regulador transcricional), atua durante os
estagios intracelulares da infecgdo juntamente com os genes hilA e hilD'® e sseD (encontrado
em 100% dos isolados) atua como translocon para proteinas efetoras em Salmonella sp
intracelular’®?. A presenca do gene spvR auxilia na distingdo dos fatores envolvidos na
patogenicidade de Salmonella sp. e estdo associados com infeccdo extra intestinal nos homens
e nos animais!®. Em nosso estudo este foi 0 gene menos detectado, com 82,0% de presenca

dentre os isolados analisados.

5. Conclusodes

Pode-se concluir que dentre os sorotipos identificados neste estudo, Salmonella
Heidelberg foi o prevalente, seguido pelos sorotipos Saintpaul, Typhimurium e Minnesota.
Foi observada multirresisténcia as seis classes de antimicrobianos testadas em 42,2% dos
isolados abrangendo dez diferentes sorotipos. Foi observada multirresisténcia as seis classes
de antimicrobianos testadas. Todos o0s sorotipos identificados apresentaram genes de
viruléncia expressivos para invasdo, adesdo, multiplicacdo e dessecacdo. Sendo assim,

representam um risco potencial a saide dos consumidores.
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CAPITULO 3 - ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE PROPOLIS FRENTE A
Salmonella sp DE ORIGEM AVICOLA

RESUMO

A propolis possui elevado potencial antimicrobiano devido ao alto conteudo de flavonoides e
compostos fendlicos. Salmonella sp é um dos patégenos causadores de infeccBes veiculadas
por alimentos, principalmente associadas ao consumo de produtos avicolas crus e malcozidos.
O surgimento de um nimero cada vez maior de isolados com perfis de multirresisténcia para
antimicrobianos, leva a necessidade do estabelecimento de métodos alternativos de controle.
Neste contexto, destaca-se 0 uso da propolis como agente bactericida. Sendo assim, objetivou-
se com este estudo avaliar a eficacia antimicrobiana de extratos de dois tipos diferentes de
prépolis brasileira (verde e vermelha) produzidas por abelhas da espécie Apis mellifera e
obtidas por dois métodos de extracdo (ultrassdnica e etandlica); frente a isolados de
Salmonella enterica de diversas fontes. Os 40 isolados de Salmonella enterica foram
sorotipificados e expostos aos extratos de prdpolis diluidos de 0,2 a 100 mg/mL™ em etanol
para avaliacdo quanto a sua atividade antimicrobiana pela determinacdo da concentragédo
inibitdéria e bactericida minima conforme o método de microdiluicdo em placas. A propolis
apresentou acdo variavel para efeito inibitorio em Salmonella enterica, dependente do tipo de
propolis e do sorotipo avaliado. Identificou-se que a propolis verde apresentou concentragdo
inibitéria minima variando de 6,25 a 50 mg/mL e a propolis vermelha MIC variando de 3,1 a
25 mg/mL, sendo a acdo antimicrobiana mais eficiente da propolis vermelha,
independentemente do tipo de extracdo utilizada para sua obtencéo.

Palavras-chave: antibacteriano, apicola, MBC, MIC e microdiluicao.
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF PROPOLIS COMPARED TO SALMONELLA SP
OF POULTRY ORIGIN

ABSTRACT

Propolis has high antimicrobial potential due to the high content of flavonoids and phenolic
compounds. Salmonella sp is one of the pathogens that cause foodborne infections, mainly
associated with the consumption of raw and undercooked poultry products. The emergence of
an increasing number of isolates with multiresistance antimicrobial profiles leads to the need
for the establishment of alternative control methods. In this context, the use of propolis as a
bactericidal agent stands out. Thus, this study aimed to evaluate the antimicrobial efficacy of
extracts of two different types of Brazilian propolis (green and red) produced by Apis
mellifera bees and obtained by two extraction methods (ultrasonic and ethanolic); against
isolates of Salmonella enterica from various sources. The 40 isolates of Salmonella enterica
were serotyped and exposed to propolis extracts diluted from 0.2 to 100 mg / mL™ in ethanol
for evaluation of their antimicrobial activity by determining the minimum inhibitory and
bactericidal concentration according to the microdilution plate method. Propolis showed
variable action for inhibitory effect on Salmonella enterica, depending on the type of propolis
and the serotype evaluated. It was found that green propolis presented minimum inhibitory
concentration ranging from 6.25 to 50 mg / mL and red propolis MIC ranging from 3.1 to 25
mg / mL, being the most efficient antimicrobial action of red propolis, regardless of the type.
extraction used to obtain it.

Keywords: antibacterial, apiculture, microdilution, MBC and MIC.
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1. Introdugéo

A prépolis ¢ uma mistura em proporcOes varidveis de substancias resinosas,
gomosas e balsamicas, coletadas por abelhas meliferas, de brotos, flores e exsudatos de
plantas, acrescidas de secrecdes glandulares, ceras e pdlen para elaboragdo final do produto®.
Sua coloracdo, sabor, odor, consisténcia, composi¢do quimica e atividade bioldgica dependem
das espécies vegetais que lhes deram origem e da sazonalidade regional, o que também
influenciara seu potencial de acdo?3*°. Isso Ihe confere uma complexidade e heterogeneidade
de forma tal que podem ser encontrados mais de 300 constituintes na propolis, dentre esses:
acidos graxos e acidos fenolicos, ésteres, flavonoides, terpenos, aldeidos, alcodis aromaticos e
naftaleno, importantes para suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas®’°.

Este material é utilizado pelas abelhas com o objetivo de proteger a colmeia
contra insetos, microrganismos e no reparo de frestas ou danos a propria colmeia’®. Além
disso, embalsamar organismos mortos, evitando sua decomposicéo e disseminacao de odores
e microrganismos, também é uma das funcdes da propolis®*2, A prépolis destaca-se tanto
pelas suas propriedades terapéuticas, tais como antimicrobiana, anti-inflamatdria, cicatrizante,
anestésica e anticariogénica®*1 quanto pela possibilidade da utilizagdo na industria
farmacéutica e alimenticia®"®, como um conservante.

A utilizacdo de produtos naturais na medicina humana e veterinaria tem
direcionado um interesse cada vez mais expressivo para os produtos apicolas®!®®. Nos
altimos anos, diversos estudos foram publicados demonstrando as propriedades bioldgicas e a
composicdo de prépolis, evidenciando o interesse dos pesquisadores pelo produto e seu
potencial para o desenvolvimento de medicamentos alternativos®?%222, As inddstrias ao redor
do mundo passaram a se interessar mais pela propolis a partir do momento em que seus
efeitos terapéuticos foram divulgados e ap6s o aumento da procura por remédios naturais
pelos homens?.

Ha na literatura diversos estudos, tanto in vitro quanto in vivo, que confirmam a
acdo bactericida e bacteriostatica da propolis?#?°25, Esta atividade pode ser atribuida a
quantidade e ao tipo de compostos fendlicos que estdo presentes nos diferentes tipos de
propolis?’28, A primeira investigacdo de atividade antibacteriana da propolis foi descrita por
Kivalkins?® que mostrou o efeito bacteriostatico contra Staphylococcus aureus e o bacilo
tifoide. Pesquisas realizadas desde 2004 evidenciaram acdo inibitoria do extrato de propolis e

de seus constituintes contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas!8:3031:32.33,
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No Brasil, alguns tipos de propolis ja foram caracterizados e classificados. Park et
al.3* classificaram as amostras de propolis brasileira em doze tipos, analisando as
caracteristicas fisico-quimicas e propriedades bioldgicas de material coletado em diferentes
regides brasileiras, sendo cinco tipos no Sul, um no Sudeste e seis no Nordeste. Na regido de
manguezais da Mata Atlantica de Alagoas foi identificado e classificado como grupo 13 outro
tipo, denominada prépolis vermelha®+3%3’, Em outro estudo de Park et al.*8, foi observado que
a propolis oriunda do Rio Grande do Sul é uma das que apresenta melhor acdo
antimicrobiana, juntamente com a encontrada nos Estados da Bahia e Minas Gerais. A
despeito de suas distintas composicGes, foi constatado que amostras de prépolis da Europa sdo
muito similares em relacdo a atividade antimicrobiana quando comparadas com amostras
brasileiras®.

Nas zonas tropicais, devido as opcdes de flora, a composicdo quimica da prépolis
€ mais diversa, 0 que aumenta a importancia em se conhecer a fonte botanica para sua
caracterizacdo. A propolis verde, classificada no grupo 12, contém exsudatos de alecrim do
campo (Baccharis dracunculifolia) e destaca-se pela presenca majoritaria dos flavonoides
artepelin C e bacarina, os quais ndo sio encontrados em outros grupos de propolis®®4l., Sendo
assim, sua utilizacdo como agente antimicrobiano pode apresentar vantagens em relacdo aos
demais grupos de propolis, em virtude de sua composicdo fendlica diferenciada*>*3. Além
disso, extratos de propolis verde poderiam ser uma alternativa para a aplicacdo como
sanitizantes. Mutton et al.** demonstraram que o uso de extratos de propolis verde como
solucdo sanitizante inibiu o desenvolvimento de bactérias lacticas contaminantes de tanques
de fermentacdo de cana-de-acUcar, sem alterar a atividade das leveduras utilizadas no
processo.

A propolis vermelha, classificada no grupo 13, contém exsudatos da leguminosa
Dalbergia ecastophyllum (rabo de bugio) e destaca-se pela presenca majoritaria de
isoflavonas e neoflavonoides, ndo encontrados em outros tipos de propolis brasileiras tais
como: dihidroxiisoflavona, homopterocarpina, medicarpina e 4,”7-dimethoxi-2”-isoflavona,
(ue sdo responsaveis por sua atividade antimicrobiana, anticancerigena e antioxidante3®374546,

O potencial de atividade antimicrobiana de extratos de propolis em geral, constitui
uma das atividades bioldgicas mais estudadas deste produto. Isso se deve a efeitos
relacionados a sua baixa toxicidade e a possibilidade de sua utilizagdo como antimicrobiano
alternativo a inibicdo de microrganismos resistentes aos antimicrobianos comumente
utilizados*>*3, A resisténcia a agentes antibacterianos tem se tornado um importante problema

global. Dos dois milhGes de pessoas que contrairam alguma doenca de origem bacteriana nos
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hospitais dos Estados Unidos da América a cada ano, cerca de 70% dos casos envolvem cepas
bacterianas que sdo resistentes a pelo menos uma droga®’. Em resposta a resisténcia
bacteriana, as principais industrias farmacéuticas, juntamente com as universidades, tém
concentrado esforgos em isolar e identificar novos compostos com atividades
antibacterianas*®. Neste contexto, os produtos naturais representam fontes valiosas para o
desenvolvimento desses novos compostos*®, permitindo a descoberta de agentes terapéuticos,
ndo somente para tratar doencas infecciosas, mas também para tratar o cancer,
imunodeficiéncias e outras®.

Além disso, a conscientizacdo por parte dos consumidores para uma alimentacédo
sem 0 uso de conservantes sintéticos, fez com que se tornassem necessarias mais pesquisas
para agentes antimicrobianos mais eficientes e com menos efeitos adversos na saude
humana®!. Esta realidade atual despertou o interesse de pesquisas para a descoberta de novas
substancias conservantes com efeito antimicrobiano, menos agressivo e, 0S cOmpostos
naturais, elaborados a partir de matérias-primas como a propolis, podem ser uma alternativa
futura para utilizacdo como antimicrobiano. Sendo assim, objetivou-se com este estudo
avaliar a eficacia antimicrobiana de extratos de dois tipos diferentes de propolis brasileira
(verde e vermelha) obtidos por dois métodos de extracdo (ultrassonica e etandlica) produzida
por abelhas da espécie Apis mellifera, frente a isolados de Salmonella enterica obtidos de

amostras de origem alimentar e ambiental e cepas de referéncia deste mesmo microrganismo.

2. Material e Métodos

2.1 Obtencao dos extratos

Os 22 extratos de propolis utilizados neste estudo sdo provenientes de propolis
verde e vermelha (Quadro 1) em sua forma sélida e foram disponibilizados a partir da parceria
com o Centro Universitario SENAI CIMATEC - Bahia. Diversos métodos podem ser
utilizados para extracdo dos componentes bioativos da propolis, tais como: maceracao,
extracdo Soxhlet, ultrassénica e por micro-ondas®2.. Em nosso estudo foram executados dois
tipos diferentes de extracdo: etandlica (maceracdo com etanol, o qual permaneceu em contato
com a matéria-prima por um tempo até se chegar na concentracdo de extrato desejada) e
ultrassbnica (processamento convencional por maceragdo combinado a tecnologia do

ultrassom).
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Tipo de propolis Localidade Tipo de extracdo | Ano de obtencéo
Alagoas Etandlica 2014
Alagoas Ultrassdnico 2014
Alagoas Etandlica 2016
Alagoas Ultrassdnico 2016
Bahia Etandlica 2016
Vermelha Bahia_l Ultrasslé_nico 2016
Canavieiras Etandlica 2017
Canavieiras Ultrassénico 2017
Canavieiras Etandlica 2018
Canavieiras Ultrassénico 2018
Belomonte Etandlica 2018
Belomonte Ultrassénico 2018
Parana Etandlica 2013
Parana Ultrassbnico 2013
Minas Gerais Etandlica 2014
Minas Gerais Ultrassénico 2014
Verde Bah!a Etan()lic_a 2016
Bahia Ultrassénico 2016
Queluzito Etandlica 2018
Queluzito Ultrassbnico 2018
Minas Gerais Etandlica 2018
Minas Gerais Ultrassénico 2018

2.2 Isolados de Salmonella sp

Foram sorotipificados

isolados de Salmonella sp obtidos seguindo o0s

procedimentos definidos pela 1ISO 6579:2017° para isolamento convencional, provenientes de

produtos alimentares de origem avicola destinados ao consumo humano e amostras

ambientais de estabelecimentos industriais. Com base nos resultados da sorotipificacdo e

importancia para o agronegocio e saude publica foram selecionados 40 isolados de

Salmonella sp provenientes de produtos alimentares de origem avicola destinados ao consumo

humano (Quadro 2).

QUADRO 2 - Isolados de Salmonella utilizados e suas respectivas fontes

Sorotipo

Fonte

Ano de isolamento

Salmonella Agona Corte de frango 2017
Salmonella Agona Carcaca de frango 2017
Salmonella Agona Frango resfriado com miudos 2018
Salmonella Agona Suabe de superficie - gaiola 2018
Salmonella Agona Suabe de superficie - caminhdo 2018
Salmonella Akuafo Carcaca de frango 2015
Salmonella Alachua Corte de frango 2016
Salmonella Anatum Suabe de superficie - caminhdo 2018
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Sorotipo Fonte Ano de isolamento
Salmonella Braenderup Carne Mecanicamente Separada de frango 2016
Salmonella Brooklyn Corte de frango 2017
Salmonella Cerro Suabe de superficie - caminhdo 2018
Salmonella Derby Corte de frango 2016
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 -
Salmonella Gafsa Hambdrguer de frango 2016
Salmonella Heidelberg Empanado a base de carne de frango 2015
Salmonella Heidelberg Frango a Kiev com queijo tipo provolone 2017
Salmonella Heidelberg Carcaca de frango 2017
Salmonella Heidelberg Filé de peito de frango 2017
Salmonella Heidelberg Figado de frango 2017
Salmonella Heidelberg Corte de frango 2018
Salmonella Heidelberg Corte de frango 2018
Salmonella Heidelberg Linguica resfriada de frango 2018
Salmonella Heidelberg Suabe de superficie - gaiola 2018
Salmonella Heidelberg Carcaca resfriada de frango 2018
Salmonella Heidelberg Carcaca de frango congelada 2018
Salmonella Infantis Carcaca de frango 2016
Salmonella Infantis Corte de frango 2017
Salmonella Mbandaka Corte de frango 2016
Salmonella Minnesota Carcaca de frango 2015
Salmonella Minnesota Hambdrguer de frango 2016
Salmonella Minnesota Linguica resfriada de frango 2017
Salmonella Newport Linguica resfriada de frango 2017
Salmonella Orion Corte de frango 2017
Salmonella Saintpaul Corte de frango 2017
Salmonella Schwarzengrund | Carcaca de frango 2015
Salmonella Schwarzengrund | Ovo Integral Desidratado 2015
Salmonella Schwarzengrund | Carcaca de frango 2015
Salmonella Schwarzengrund | Carcaca de frango 2015
Salmonella Schwarzengrund | Empanado a base de carne de frango 2015
Salmonella Schwarzengrund | Hamburguer de frango 2016
Salmonella Senftenberg Empanado a base de carne de frango 2015

Salmonella Typhimurium

ATCC 14028

2.3 Escolha dos extratos de propolis e dilui¢bes utilizadas

Os 22 extratos utilizados neste estudo foram diluidos para as seguintes
concentragdes: 0,2; 0,4; 0,8; 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 mg/mL"* em etanol para que
fosse testada e avaliada sua atividade antimicrobiana sobre as cepas de referéncia Salmonella
Enteritidis (ATCC 13076) e Salmonella Typhimurium (ATCC 14028). A partir dos resultados

obtidos e avaliacdo do comportamento da Salmonella sp frente aos diferentes extratos de

propolis, quatro extratos foram escolhidos para uso em 40 isolados de Salmonella sp. de

amostras de origem avicola e ambiental. A escolha dos extratos de prépolis se baseou no fato

de que a composi¢do quimica da propolis, principal fator de a¢do antimicrobiana, pode ser
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influenciada por sazonalidade e regido. Além disso, também foi levado em consideracdo a
diferenca de agdo bacteriostatica e bactericida entre os diferentes tipos de propolis avaliados.
Assim, escolheram-se as propolis verde e vermelha obtidas pelas duas formas de extragdo no
Estado da Bahia em 2016 para exposi¢do aos isolados, nas mesmas concentracOes testadas
para as cepas de referéncia.

2.4 Concentracdo inibitéria minima e concentragéo bactericida minima

As culturas bacterianas conservadas em ultrafreezer (-80°C) foram descongeladas
a temperatura ambiente, em seguida pipetou-se 0,2 mL da suspensdo em 10 mL de caldo BHI
(Broth Heart Infusion) para ativagdo do microrganismo e os tubos foram incubados em estufa
a 37+1°C por 21+3 horas. Apds o crescimento bacteriano, com auxilio de uma alga
descartavel, foi realizada a semeadura pela técnica de estriamento por esgotamento nas placas
contendo o agar BHI. As placas foram incubadas invertidas a 37+1°C por 21+3 horas. Apos a
incubacdo foram preparadas suspensdes em solucdo aquosa de NaCl a 0,85% m/v a partir das
coldnias obtidas do &gar BHI, a uma turbidez de 0,5 da escala de McFarland (bioMérieux),
aproximadamente 1,5 x108 UFC/mL, a qual foi utilizada nos testes.

Para a determinacdo de Minimum Inhibitory Concentration (MIC) foi utilizado o
método de microdiluicdo em placas de 96 pocos descrito pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute®®®. Foram testadas dez concentragBes de cada extrato de propolis,
variando de 0,2 a 100 mg/mL?. A solucdo de resazurina (0,01% m/v) foi utilizada para
determinar a viabilidade dos microrganismos apds a exposi¢do a propolis®**®. A MIC foi
definida a partir da menor concentracdo de cada extrato de propolis capaz de promover a
inibicdo do crescimento visivel de um microrganismo no teste de sensibilidade. Para a
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) foi feita semeadura em &gar BHI ou &gar
Salmonella diferencial (Meio RajHans) de uma aliquota de 10uL, obtida nos pogos sem
crescimento bacteriano anteriormente para MIC e incubadas a 37+1°C por 21+3 horas. Assim,
a MBC foi obtida a partir da menor concentracdo capaz de provocar eliminacdo bacteriana.
Todos os testes experimentais foram realizados em duplicata. Foram avaliados 40 isolados de
Salmonella sp de origem avicola e ambiental e duas cepas de referéncia, contemplando 20
diferentes sorotipos (Quadro 2). Para os quais foi observado o efeito bacteriostatico ou
bactericida mediante os diferentes extratos de propolis selecionados para avaliacéo.

Em nosso estudo ndo utilizamos o etanol como controle pois ja havia na literatura

dados comprovando que as concentragcdes de &lcool necessarias para promover a inativacao
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dos microrganismos sempre eram maiores que as observadas para os extratos de propolis
testados, indicando que o efeito observado advém principalmente da constituicdo quimica da
prépolis, sendo o etanol apenas um agente de solubilizagdo dos seus compostos®°8,

3. Resultados

Todos os 22 tipos diferentes de prépolis avaliados apresentaram atividade
bacteriostatica para as cepas de referéncia Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) e Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028). Sendo os menores valores de MIC (3,1 mg/mL) para
Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) observados com seis tipos de propolis da coloracdo
vermelha. Para Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) foi observado menor valor de MIC

(1,6 mg/mL) também para um extrato de propolis da coloracdo vermelha (Tabela 1).

TABELA 1 - Determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) e Concentracdo Bactericida
Minima (MBC) dos extratos de diferentes amostras de prdpolis brasileiro obtidos por extracdo
etandlica e ultrassdnica em concentracdes variando de 0,2 a 100mg/mL™*

Salmonella Enteritidis SalmonellaTyphimurium
Extratos (ATCC 13076) (ATCC 14028)
MIC (mg/mL) MBC (mg/mL) MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)
VoEAI14 3,1 3,1 1,56 3,1
VoUAI14 6,25 6,25 6,25 25
VOEAI16 3,1 6,25 6,25 6,25
VoUAI16 3,1 6,25 6,25 6,25
VVoEBal6 3,1 25 3,1 25
VoUBal6 3,1 25 6,25 12,5
VOECal7 6,25 25 3,1 6,25
VoUCal7 6,25 6,25 6,25 25
VOECal8 6,25 12,5 6,25 25
VoUCal8 3,1 >100 6,25 12,5
VVOEBe18 12,5 25 6,25 12,5
VoUBel8 12,5 12,5 12,5 12,5
VeEPr13 6,25 100 6,25 100
VeUPr13 6,25 100 6,25 100
VeEMG14 12,5 100 6,25 100
VeUMG14 12,5 25 25 100
VeEBal6 12,5 >100 6,25 50
VeUBal6 12,5 >100 25 >100
VeEQu18 6,25 50 25 100
VeUQu18 25 >100 12,5 50
VeEMG18 6,25 50 6,25 25
VeUMG18 12,5 50 6,25 25

Legenda: Vo - propolis vermelho, Ve - propolis verde, E - extracao etandlica, U - extracdo ultrassonica, Al - Alagoas, Ba -
Bahia, Ca - Canavieiras, Be - Belomonte, Pr - Parand, MG - Minas Gerais e Qu - Queluzito,
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De todos os extratos de propolis analisados, quatro ndo apresentaram atividade
bactericida para as cepas de referéncia Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) e Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028), estimando-se entdo que, para estes extratos, a concentragéo de
prépolis que promoveria tal efeito estaria acima da maior concentracdo testada neste estudo
(100 mg/mL). Tanto para Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) quanto para Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028) a propolis que apresentou menor MBC, representando melhor
efeito bactericida, foi a vermelha obtida por extracdo etantlica em Alagoas no ano de 2014,
com concentragdo bactericida minima de 3,1 mg/mL para ambas as cepas controle (Tabela 1).

A partir dos resultados obtidos para as cepas de referéncia e avaliacdo do
comportamento da Salmonella sp frente aos diferentes extratos; foram selecionados extratos
de propolis verde e vermelha obtidos pelos dois diferentes métodos de extracdo na Bahia em
2016, para uso nos 40 isolados de Salmonella enterica de amostras de origem avicola e
ambiental. Para estes quatro extratos de propolis selecionados observou-se que os valores de
MIC variaram da concentracdo de 3,1 a 25 mg/mL e os de MBC de 12,5 a >100 mg/mL,
quando testadas frente as cepas de referéncia Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) e
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028).

Para os 40 isolados de Salmonella sp de origem avicola e ambiental (Tabela 2)
avaliados, o menor valor de MIC encontrado foi na concentracdo de 3,1 mg/mL para a
propolis vermelha obtida por extracdo ultrassénica frente aos sorotipos Salmonella Saintpaul,
Schwarzengrund e Senftenberg, sendo que para este Gltimo sorotipo a prépolis vermelha
obtida por extracdo etandlica também apresentou 0 mesmo efeito bacteristatico. O menor
valor da concentracdo de MBC (6,25 mg/mL) foi observado para a propolis vermelha obtida
por ambos métodos de extracdo analisados frente ao sorotipo Salmonella Senftenberg, sendo
este o sorotipo mais suscetivel aos extratos das prépolis avaliadas independentemente do tipo

de extracdo (Figura 1).
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TABELA 2 - Determinagdo de Minimum Inhibitory Concentration (MIC) e Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) dos extratos de prépolis verde e vermelho da Bahia obtidos por extragdo

etanolica e ultrassdnica em concentracdes variando de 0,2 a 100mg/mL™*

VoEBal6 VoUBal6 VeEBal6 VeUBal6
el helen MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
(mg/ (mg/  (mg/ (mg/ (mg/ (mg/ (mg/ (mg/
mL) mL) mL) mL) mL) mL) mL) mL)
Salmonella Agona 12,5 50 12,5 50 12,5 100 12,5 50
Salmonella Agona 6,25 50 6,25 50 12,5 50 12,5 50
Salmonella Agona 125 125 125 125 125 125 125 125
Salmonella Agona 12,5 12,5 12,5 25 12,5 50 12,5 25
Salmonella Agona 6,25 25 12,5 25 12,5 50 12,5 50
Salmonella Akuafo 12,5 25 12,5 25 12,5 50 12,5 25
Salmonella Alachua 12,5 25 12,5 25 12,5 25 12,5 25
Salmonella Anatum 12,5 25 6,25 12,5 12,5 100 12,5 50
Salmonella Braenderup 12,5 25 12,5 50 12,5 50 12,5 100
Salmonella Brooklyn 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 50 12,5 25
Salmonella Cerro 12,5 25 12,5 25 12,5 50 12,5 50
Salmonella Derby 12,5 25 12,5 50 12,5 50 12,5 50
Salmonella Gafsa 12,5 25 12,5 25 12,5 50 12,5 25
Salmonella Heidelberg 12,5 50 12,5 50 12,5 50 12,5 50
Salmonella Heidelberg 6,25 25 12,5 25 12,5 50 12,5 25
Salmonella Heidelberg 6,25 25 6,25 25 12,5 50 12,5 50
Salmonella Heidelberg 6,25 25 6,25 25 12,5 50 12,5 50
Salmonella Heidelberg 12,5 25 12,5 25 12,5 50 12,5 50
Salmonella Heidelberg 12,5 50 12,5 50 12,5 50 12,5 50
Salmonella Heidelberg 6,25 25 6,25 50 12,5 50 12,5 50
Salmonella Heidelberg 6,25 25 12,5 25 25 100 25 >100
Salmonella Heidelberg 6,25 25 12,5 25 50 >100 25 >100
Salmonella Heidelberg 6,25 125 6,25 125 6,25 50 6,25 25
Salmonella Heidelberg 6,25 25 12,5 50 12,5 100 25 >100
Salmonella Infantis 12,5 50 12,5 50 12,5 100 12,5 >100
Salmonella Infantis 12,5 100 6,25 12,5 25 >100 25 >100
Salmonella Mbandaka 6,25 50 6,25 12,5 50 >100 25 >100
Salmonella Minnesota 6,25 25 6,25 12,5 50 >100 25 >100
Salmonella Minnesota 12,5 100 6,25 25 25 >100 25 >100
Salmonella Minnesota 12,5 100 12,5 100 25 >100 25 >100
Salmonella Newport 25 100 25 100 25 >100 25 >100
Salmonella Orion 25 100 25 100 25 >100 25 >100
Salmonella Saintpaul 25 50 3,1 25 50 >100 50 100
Salmonella Schwarzengrund 25 50 12,5 25 25 >100 25 >100
Salmonella Schwarzengrund 25 100 3,1 >100 50 >100 25 >100
Salmonella Schwarzengrund 12,5 100 12,5 100 25 >100 12,5 >100
Salmonella Schwarzengrund 12,5 100 25 100 125 >100 12,5 >100
Salmonella Schwarzengrund 6,25 50 25 100 25 >100 25 >100
Salmonella Schwarzengrund 12,5 50 6,25 125 25 >100 25 >100
Salmonella Senftenberg 3,1 6,25 3,1 6,25 6,25 50 6,256 12,5

Legenda: Vo - propolis vermelho, Ve - propolis verde, E - extracdo etandlica, U - extragdo ultrassonica, Ba - Bahia.
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CONCENTRACOES DECRESCENTES DO EXTRATO DE PROPOLIS

100 mg/mL ) 0,2 mg/mL

VoUBal6

VoEBal6

VeUBal6

VeEBal6

Legenda: Vo - prépolis vermelho, Ve - prépolis verde, E - extragdo etandlica, U - extragao ultrassonica, Ba - Bahia.

FIGURA 1 - Microplaca do sorotipo testado mais suscetivel (Salmonella Senftenberg) ap6s 24 horas
de incubacdo e adicdo da solucdo de resazurina. As colunas de 2 a 11 correspondem respectivamente
as seguintes diluicbes de cada extrato: 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,8; 0,4 e 0,2 mg/mL™,
respectivamente. A coluna 1 representa o controle de coloracdo do extrato frente ao corante (auséncia
do microrganismo com adicdo do extrato da prépolis). A coluna 12 representa o controle da solucéo de
resazurina a 0,01% (presenca do microrganismo sem adicdo do extrato da prépolis). Cor de azul a lilas
indica auséncia de células viaveis e cor rosa indica a presenca de células viaveis.

Avaliando-se cada tipo de prépolis isoladamente observou-se que para a prépolis
vermelha obtida por extracdo etanolica o efeito bacteriostatico variou de 3,1 mg/mL para
Salmonella Senftenberg a 25 mg/mL para Salmonella Newport, Orion, Saintpaul e
Schwarzengrund. J& o efeito bactericida variou entre a concentracdo 6,25 mg/mL para
Salmonella Senftenberg a 100 mg/mL para Salmonella Infantis, Minnesota, Newport, Orion e
Schwarzengrund. Quanto a extracdo ultrassonica, foi observado efeito bacteriostatico
variando a partir da concentracdo de 3,1 mg/mL para Salmonella Saintpaul, Schwarzengrund
e Senftenberg a 25 mg/mL para Salmonella Newport, Orion e Schwarzengrund. Seu efeito
bactericida variou da concentragdo 6,25 mg/mL para Salmonella Senftenberg a 100 mg/mL
para Salmonella Minnesota, Newport, Orion e Salmonella Schwarzengrund. Para o sorotipo
Salmonella Schwarzengrund isolado de amostras de ovo integral desidratado mediante este

tipo de prépolis houve inibicdo, porém sua concentracdo bactericida minima ndo pdde ser
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determinada pois, provavelmente, encontra-se acima da maior concentracdo testada neste
estudo, indicando que este isolado somente serd eliminado mediante a presenga de maiores
concentragdes deste tipo de propolis.

Para a propolis verde obtida por extracdo etanolica observou-se o efeito
bacteriostatico a partir da concentracdo de 6,25 mg/mL para Salmonella Senftenberg e
Heidelberg a 50 mg/mL para Salmonella Heidelberg, Mbandaka, Minnesota, Saintpaul e
Schwarzengrund. Ja seu efeito bactericida variou entre as concentra¢des de 12,5 mg/mL para
Salmonella Agona isolada de amostras de frango resfriado com middos e 100 mg/mL para
Salmonella Agona isolada de amostras de corte congelado de frango (coxa e sobrecoxa),
Anatum, Heidelberg e Infantis. Para este extrato de prépolis ndo foi possivel determinar a
concentragdo bactericida minima para os isolados de Salmonella Heidelberg isolada de suabe
de superficie (gaiola); Infantis, Mbandaka, Orion e Saintpaul, isoladas de amostras de cortes
salgado e congelado de frango (meio peito sem 0sso, pele e filezinho); Minnesota, isolada de
amostras de carcaca, hamburguer e linguica resfriada de frango; Newport, isolada de amostras
de linguica resfriada de frango e Schwarzengrund, isolada de amostras de carcaca de frango,
ovo integral desidratado, empanado a base de carne de frango e hamburguer de frango. Ja por
extracdo ultrassonica seu efeito bacteriostatico variou da concentracdo de 6,25 mg/mL para
Salmonella Senftenberg e Heidelberg a 50 mg/mL para Salmonella Saintpaul. Seu efeito
bactericida variou de 12,5 mg/mL para Salmonella Agona e Senftenberg a 100 mg/mL para

Salmonella Braenderup e Saintpaul.

4. Discussao

A atividade antimicrobiana de diferentes extratos de prépolis utilizando os
mesmos principios deste estudo também foi avaliada por outros pesquisadores. Silva et al.®’,
assim como neste estudo, ao avaliarem a atividade antimicrobiana de varios extratos de
propolis de diferentes regides do Brasil encontraram os melhores resultados de MIC para uma
propolis vermelha proveniente do Estado de Alagoas. Pinheiro et al.®® ao avaliarem as
propriedades de inibicdo antibacteriana dos diferentes tipos de prépolis por meio de uma
revisdo da literatura, também observaram que dentre os estudos avaliados, a propolis
vermelha se mostrou muito eficaz tanto para bactérias Gram-negativas quanto Gram-
positivas. Porém, no estudo supracitado, a propolis verde néo foi efetiva, o que representa um
desacordo em relacdo aos dados deste estudo, ja que a propolis verde apresentou efeito

bacteriostatico e bactericida, ainda que com menor eficiéncia quando comparada com a
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propolis vermelha. Machado et al.>®, ao realizarem um estudo de caracterizagdo quimica,
capacidade antioxidante e atividade antimicrobiana de oito extratos de prépolis obtidos por
extracdo supercritica e etandlica, encontraram melhor atividade antimicrobiana para a propolis
vermelha em relagdo as outras avaliadas (verde e marrom), frente aos microrganismos
avaliados, corroborando com o presente estudo. Resultados semelhantes também foram
relatados em outros estudos descrevendo forte atividade antimicrobiana da propolis vermelha
do Brasil3",

Pode-se observar neste estudo, que 0s mesmos sorotipos tiveram comportamentos
diferentes em relacdo a tolerancia e sobrevivéncia mediante os extratos de prdpolis avaliados,
mesmo aqueles provenientes de um mesmo tipo de fonte de isolamento (Tabela 2). Os
seguintes isolados se comportaram de forma semelhante a cepa referencial Salmonella
Enteritidis (ATCC 13076) frente aos extratos testados, apresentando os mesmos valores de
MIC e MBC: Salmonella Schwarzengrund, Infantis e Saintpaul. Em relacéo a cepa referencial
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) os seguintes isolados se comportaram de forma
semelhante frente aos extratos testados, apresentando os mesmos valores de MIC e MBC:
Heidelberg, Senftenberg, Infantis, Mbandaka, Minnesota, Newport, Orion, Saintpaul,
Schwarzengrund e Agona.

A MIC encontrada neste estudo (3,1 mg/mL) estd dentro da faixa de valores
descritas por Przybylek & Karpinski®!, que ao caracterizarem os Gltimos estudos envolvendo
atividade antimicrobiana de propolis observaram que normalmente estudos com Salmonella
sp encontram resultados para MIC variando de 0,032-14,7 mg/mL. As altas concentracdes
utilizadas neste estudo foram definidas embasadas em resultados obtidos por estudos
realizados anteriormente, que demonstraram que a propolis possui menor atividade frente a
microrganismos Gram-negativos. O efeito inibitdério da prépolis de diversas regides esta
sendo amplamente estudado contra uma variedade de bactérias, apresentando até o0 momento
maior efetividade nas espécies Gram-positivas®®263 Porém, varias pesquisas evidenciaram
sua acdo inibitdria contra bactérias Gram-negativas, embora a maior parte destes estudos
tenham encontrado baixa atuagdo dos extratos testados®®3!. Uma das hipoteses € que os
compostos fendlicos que estdo presentes nos extratos de prépolis e sdo responsaveis pelos
seus mecanismos de agdo antimicrobiana, atuariam sobre a estrutura da parede celular®”%4°,
alterando a permeabilidade da membrana citoplasmatica aos ions, causando a dissipagdo do
potencial de membrana?*.

Sendo o gradiente eletroquimico de prétons através da membrana essencial para a

bactéria manter a sintese de ATP, o transporte pela membrana plasmatica e a motilidade, tal
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efeito contribuira para a agdo citotoxica da propolis®®®’. Portanto, diferencas nas paredes
celulares microbianas poderdo atuar modificando os efeitos da prépolis, de forma que
microrganismos Gram-positivos sejam mais suscetiveis pois sua parede celular é mais
permedvel, possibilitando que agentes externos alterem com maior facilidade sua membrana
plasméatica. Em contrapartida, bactérias Gram-negativas, apesar de possuirem uma estrutura
menos rigida de parede celular que as Gram-positivas, sdo quimicamente mais complexas e
com maior teor lipidico, o que podem lhes conferir maior resisténcia ao extrato de
propolis®62,

Porém, isto ndo inviabiliza os estudos, pois sua atuacdo frente a microrganismos
Gram-negativos também é descrita na literatura e nos resultados deste estudo observamos que
0s quatro extratos de prépolis testados inibiram todos os isolados avaliados, de forma tal que
ndo foi observada resisténcia a nenhuma concentracdo testada. Mas, em relacdo ao efeito
bactericida houve alguns isolados que, apesar de inibidos, ndo foram inativados, sugerindo
que estes representam 0s mais resistentes dentre os testados neste estudo. Mesmo assim, tais
extratos poderiam ser utilizados na industria de alimentos como suplemento alimentar na dieta
de animais de producdo (incorporando diluiches destes extratos nas racGes e/ou agua dos
animais), sanitizantes (por aspersdo nas carcagas) ou até mesmo conservantes (incorporados
em embalagens inteligentes)®8:5°,

Os resultados deste estudo aproximam-se de diversos outros estudos, que
descreveram a atividade antimicrobiana de propolis europeia frente Salmonella choleraesuis e
observaram para o extrato aquoso um MIC de 2,5 mg/mL e MBC de 5 mg/mL". Kalia et
al.”*, ao avaliarem o efeito antibacteriano de propolis em Salmonella enterica sorotipo
Typhimurium, encontraram um MIC de 160 mg/mL e MBC de 250 mg/mL para o extrato
etanolico de propolis indiana. Gomes et al.”? ao avaliarem a atividade antibacteriana in vitro
da prépolis marrom do Mato Grosso do Sul frente a Salmonella sp encontram um MIC de
9,30 mg/mL. Nina et al.”® ao avaliarem a atividade antibacteriana do extrato metandlico de
propolis do Chile coletadas em diferentes regides contra Salmonella sp observaram
concentragdes variando de 0,625 mg/mL a 0,25 mg/mL. Essas discrepancias em relacdo aos
valores de MIC e MBC encontrados nos estudos, podem ser explicadas pelas diferentes
propriedades quimicas de cada extrato utilizado assim como pelas diferentes extracfes e

concentragdes de extrato aplicadas.
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5. Conclusdes

Propolis vermelha e verde apresentaram efeito inibitério e bactericida para
Salmonella enterica, com agdo diferenciada conforme o sorotipo avaliado. O sorotipo mais
suscetivel aos extratos de prépolis avaliados foi Salmonella Senftenberg e aqueles com
resposta variavel foram Salmonella Agona, Braenderup, Heidelberg, Infantis, Minnesota,
Schwarzengrund, Newport, Orion, Saintpaul e Anatum.

A propolis pode ser uma alternativa viavel como antimicrobiano, por possuir
potencial de acdo expressivo para Salmonella sp. O extrato da prépolis vermelha demonstrou
acdo antimicrobiana mais eficiente e menores valores de MIC e MBC em comparagdo com o
da verde, independentemente do tipo de extracdo utilizado na sua obtencdo. A agéo
bactericida das propolis avaliadas neste estudo foi efetiva para inativar os isolados avaliados a
6,25 mg/mL (MBC) e para inibi-los a 3,1 mg/mL (MIC).
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CAPITULO 4 — CONSIDERACOES FINAIS

Devido a importancia do género Salmonella sp, a realizagdo de estudos
epidemiolégicos sobre dispersdo dos genes de viruléncia, potencial patogénico e perfil de
resisténcia a antimicrobianos, fornecem informacGes importantes aos érgdos de satde publica,
subsidiando um maior entendimento dos sorovares circulantes e contribuindo para adogao de
estratégias com o intuito de prevenir o surgimento e disseminacdo de cepas resistentes,
resguardando a eficiéncia principalmente dos antimicrobianos criticamente importantes para
salide humana e animal.

Neste contexto, surgem a necessidade pela busca de métodos alternativos de
controle como a préopolis. Um material de origem natural que tem se tornado atraente, tanto no
ambito cientifico quanto econdmico, devido a presenca de compostos bioativos em sua
composic¢ao. Sao necessarios estudos complementares que avaliem a acdo antimicrobiana da
propolis frente a outros tipos de microrganismos Gram-negativos significativos na area da
producdo avicola. Extratos de propolis podem ser aplicados superficialmente por imerséo dos
alimentos diretamente neles ou revestimento com camadas especificamente desenvolvidas a
base de polimeros contendo extratos de prépolis. Ambos os métodos podem ser usados para
reduzir ou eliminar completamente os patdgenos que séo transferidos nos alimentos ou para
reduzir a microbiota saprofita nos alimentos, reduzindo deterioracao.

Neste estudo, comprovou-se a atividade antimicrobiana dos extratos de prépolis
frente a isolados provenientes de produtos de origem avicola. O desenvolvimento de novas
pesquisas é necessario para que se explore e esclareca as possiveis aplicacGes deste material.
Somente assim sera possivel correlacionar o tipo de prépolis com sua aplicagdo na industria
alimenticia. Encontrou-se neste estudo um bom potencial antimicrobiano para os extratos de
propolis e, desta forma, estudos futuros poderdo avaliar a possibilidade de sua utilizacdo na
industria alimenticia, na constituicdo de embalagens inteligentes e / ou como agente
antimicrobiano em plantéis, podendo ser incluso nas dietas das aves, utilizado como
conservante em produtos destinados ao consumo humano ou até mesmo como agente
sanitizante / desinfetante em superficies abidticas com o objetivo de prevenir a formacdo de
biofilmes. Cada vez mais pesquisas sobre a aplicacdo de propolis em alimentos se destacam e
tendem a se tornarem frequentes frente ao amplo cenario de propriedades bioldgicas que este

produto apresenta e as demandas de mercado frente a utilizacdo de produtos naturais.



