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RESUMO

As bactérias do género salmonella spp. sédo responsaveis por 80,3 milh6es de casos
de infec¢bes alimentares, sendo os principais sorotipos envolvidos: S. enteritidis (SE),
S. typhimurium (STM) e S. heidelberg (SH). Casos esses que ocorrem devido o
consumo de ovos crus ou semicozidos, ou pela manipulacdo de carcagas de frango
contaminadas, onde pode ocorrer contaminagao cruzada com vegetais, utensilios de
cozinha. Essas bactérias costumam se espalhar de maneira muito rapida pelos
planteis e visando que o crescimento das aves nao seja comprometido, os produtores
fazem uso de antibiéticos como promotores de crescimento. O seu uso indiscriminado
acarreta o aparecimento de cepas multirresistentes. O objetivo desse trabalho é de
caracterizar a susceptibilidade a antibacterianos, através de antibiogramas, de vinte
estirpes de Salmonella subespécie sorotipo Heidelberg isoladas de carcacas de
frango e amostras humanas. Foram testados os seguintes antimicrobianos: acido
nalidixico, amoxicilina com clavulanato, aztreonam, cefalotina, cefepime, cefotaxima,
cefoxitima, cloranfenicol, gentamicina, norfloxacina, tetraciclina e sulfametoxazol com
trimetoprim. No presente estudo o acido nalidixico foi 0 menos eficaz apresentando
55% de resisténcia, seguidos pela amoxicilina com clavulanato com 40%, Cefalotina
com 25%, gentamicina e cefotaxima com 15%, tetraciclina, cefotaxima e ceftazidima
com 10%, norfloxacina e cloranfenicol com 5% e sulfametoxazol com Trimetoprim,
aztreonam e cefepime com 100% de cepas sensiveis. Concluindo assim, que o uso
de antibacterianos na producéo avicola causa graves danos a saude publica, mesmo
sendo proibidos pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento.

Palavras-chave: Avicultura, salide publica, multirresisténcia.



ABSTRACT

Bacteria of the genus salmonella spp. are responsible for 80.3 million food-borne
diseases infections, the main serotypes involved are: S. Enteritidis (SE), S.
Typhimurium (STM) and S. Heidelberg (SH). These cases occur due to the
consumption of raw or half boiled eggs, or the handling of contaminated chicken
carcasses, where may occur cross-contamination with vegetables, cooking utensils,
etc. These bacteria usually spread very quickly across the roster and, aiming to prevent
bird growth from being compromised, growers make use of antibiotics as growth
promoters. Its indiscriminate use is causing the emergence of multiresistant strains.
The objective of this work was to characterize, antibacterial susceptibility with
antibiograms with twenty strains of Salmonella enteric serotype (Heidelberg’s
serotypes) isolated from chicken carcasses and human samples. The following
antimicrobials were tested: amoxicillin with clavulanate, aztreonam, cephalothin,
cefepime, ceftazidime, cefoxitin, cefotaxime, chloramphenicol, gentamicina, nalidixic
acid, norfloxacin, tetracycline and sulfametaxazole with trimethoprim. Where nalidixic
acid was the least effective at presenting 55% resistance, followed by amoxicillin with
clavulanate 40%, cephalotin with 25%, gentamicin and cefotaxime with 159%,
tetracycline, cefotaxime and ceftazidime with 10%, norfloxacin and chloramphenicol
with 5% and sulfamethoxazole with trimetoprim, aztreonam and cefepime with 100%
of sensitive strains. Concluding that the use of antibacterials in poultry production
causes serious damage in public health, even though it is prohibited by the Ministry of
Livestock and Food Supply.

Keywords: aviculture, multiresistant, public healt.
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1. INTRODUCAO

A bactéria Salmonella € uma das principais causadoras de doencas
transmitidas por animais no mundo, a salmonelose segundo Lourenco e Valls (2006)
€ uma zoonose muito importante para a saude publica estima-se que 80,3 milhdes
dos casos anuais de doencas transmitidas por alimentos aos seres humanos sejam
decorrentes de infec¢cbes por bactérias pertencentes ao género Salmonella
(MAJOWICZ et al., 2010). Os sorotipos S. enteritidis (SE) e S. typhimurium (STM) e
S. heidelberg (SH) s&o alguns dos mais frequentes, representando 57%-67% dos
isolados anualmente (WHO, 2010).

A maioria dos casos de infec¢bes alimentares por Salmonella spp. esta
relacionada com produtos de origem avicola, ocorrendo pelo consumo de ovos crus
ou semicozidos; ou ainda, por contaminacdo cruzada na cozinha, envolvendo

vegetais, utensilios domeésticos e carcacas de frango contaminadas.

A alta densidade dos plantéis avicolas torna o ambiente favoravel a
propagacado de agentes patogénicos. Uma vez introduzida na criacdo de aves,
Salmonella spp. se espalha facilmente pelo lote, podendo atingir os produtos de
origem avicola e provocar infecgcdo alimentar nos consumidores. Essa bactéria faz
parte da microbiota normal das aves em pequena quantidade, porém com alguma
baixa de imunidade elas tendem a se desenvolver e as galinhas, seus hospedeiros
naturais comecam a eliminar o patégeno. Neste contexto, vale destacar que a SH
estd entre os sorotipos de Salmonella mais prevalentes no Brasil. Tem sido
constantemente isolado de carcagas e lotes de frangos de corte produzidos no Pais
(PANDINI et al., 2015; VOSS-RECH et al., 2015).

O uso dos antibacterianos como promotores de crescimento para controle
de Salmonella spp. nas producdes avicolas tem levado ao surgimento de estirpes
multirresistentes. Na Unido Europeia, a utilizacdo de antimicrobianos como
promotores de crescimento na producéo animal esta proibida desde 2006. No entanto,
no Brasil varias classes de antibiéticos ainda sdo empregues como promotores de
crescimento na avicultura. Multirresisténcia a varios antibioticos, incluindo ceftiofur
(cefalosporina de terceira geragao), tem sido regularmente relatada em isolados de
SH causadoras de surtos de infecgéo alimentar em humanos nos Estados Unidos e
Canada (CDC, 2014; OTTO et al., 2014; VOSS-RECH et al., 2015), elevando ainda

mais a preocupacao das autoridades de saude publica desses paises.
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Diferentes métodos séo utilizados para a caracterizacdo das cepas do
género Salmonella. Os métodos fenotipicos sdo aqueles que se baseiam nas
caracteristicas expressas pelas bactérias, a determinacdo do padrdo de
suscetibilidade a antibacterianos comumente é utilizado como auxilio na deteccéo de
cepas resistentes, logo se tornando de grande valia na busca da antibioticoterapia

adequada.

Pouco se sabe a respeito do perfil de resisténcia dessas bactérias, logo se
justifica a importancia do presente estudo, para alertar para a iminéncia de
superbactérias, que ndo respondem as principais classes de antimicrobianos

utilizados no tratamento de infecgbes em humanos.
2. OBJETIVO

2.1. GERAL
Determinacdo da resisténcia de estirpes Salmonella sorotipo heidelberg
isoladas de fonte avicola aos antibacterianos mais utilizados no tratamento em

humanos com salmonelose.

2.2. ESPECIFICO
Utilizar o método de difusdo com discos de antibiéticos para construir os perfis
de 20 estirpes de Salmonella heidelberg isoladas em criagcfes de aves.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. O género Salmonella

Os membros da familia enterobacteriaceae séo bacilos Gram-negativos,
podendo ser imoveis ou méveis, utilizando flagelos peritriquios. Sao anaerdbios
facultativos, podendo apresentar metabolismo aerébico ou fermentativo. A grande
maioria das espécies se desenvolvem bem em temperaturas em torno 37 graus,
podendo suportar temperaturas bem mais altas. Existem géneros psicotréficos
frequentemente encontrados no solo, agua e trato gastrointestinal de humanos e
animais (HOLT et al., 1994)

Essas bactérias sdo seres capazes de metabolizar nutrientes, produzir
gas a partir da fermentacéo de glicose, ndo fermentam sacarose, malonato ou lactose.

Produzem gas sulfidrico (H2S) em sua maioria, utilizam citrato como fonte de carbono,
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reduzem nitrato a nitrito, ndo hidrolizam uréia, sdo oxidase negativa, catalase positiva
e ndo produzem urease e indol. A maioria descarboxila lisina e ornitina, néo

desaminam os aminoacidos fenilalanina e triptofano (HOLT et al., 1994).

O género Salmonella é dividido nas espécies enterica e bongori.
Salmonella entérica, por sua vez, € subdividida em seis subespécies: enterica,
salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS
NETO, 2009), incluindo Gallinarum, Enteritidis, Typhimurium e Heidelberg.
(GRIMONT, 2007). Esses sorotipos séo identificados baseando-se na reacdo de
antissoros presentes na parede celular bacteriana, envolvendo: o antigeno somatico

(O), antigeno flagelar (H) e antigeno capsular de viruléncia (Vi)

3.2. Salmonella spp e saude publica

Os principais alimentos implicados na transmisséo de Salmonella spp.
aos seres humanos sao os ovos, carne de aves e seus derivados (WHO, 2014). A
contaminacédo das carcacas de frango ocorre durante processamento na industria,
principalmente nas fases de escaldagem, depenagem, evisceracao e refrigeracao. Ao
manusear vegetais e verduras conjuntamente com carne de aves contaminada, pode
ocorrer contaminagdo cruzada dos primeiros e, consequentemente, casos de infecgédo
apos sua ingestao (CARRASCO et al.; 2012).

Pessoas infectadas por Salmonella spp. geralmente apresentam febre,
cefaleia, colicas abdominais e diarreia entre 12 a 72 horas depois do consumo de
alimentos ou bebidas contaminadas. A infec¢éo tem duracéo de 4 a 7 dias e a maioria
das pessoas se recuperam sem a necessidade de antibioticoterapia. Geralmente &
mais grave em idosos, criangas, gestantes e imunodeprimidos, nos quais a infeccéo
pode se disseminar pela corrente sanguinea, atingindo outros 6érgdos. Em casos mais

graves, pode provocar morte (CDC, 2010).

Segundo dados do Centers for Disease Control and Prevention (CDC),
de 2002 a 2012, SH ocupou sempre o ranque dos 10 sorotipos mais envolvidos em
surtos de infec¢édo alimentar em humanos nos Estados Unidos (CDC, 2012). Em
estudo conduzido no Brasil, a partir das 155 estirpes de Salmonella isolados de
criacdes de frango de corte da regido Sul entre os anos de 1995 a 2010, o sorotipo
Heidelberg foi 0 mais isolado (40,6%) (PULIDO-LANDINEZ et al.; 2013)
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No Brasil, muitos dos surtos de infec¢ao alimentar por Salmonella spp.
permanecem sem investigacdo. Até o momento, ndo a relatos na literatura do
envolvimento de SH de origem aviaria em surtos de infec¢do alimentar no Brasil. No
entanto, é possivel que este sorotipo esteja de fato implicado em surtos ocorridos no
pais. Nos Estados Unidos, entre 2013 e 2014, um surto de provocado por SH
multirresistente, veiculada por carne de frango, afetou 634 pessoas de 29 estados.
Destas, 38% foram hospitalizadas (CDC, 2014).

3.3.  Multirresisténcia a antibioticos em estirpes de Salmonella spp.
A resisténcia a agentes antimicrobianos é proveniente de modificacées na
estrutura de bactérias que podem ocorrer de forma aleatoria, devido a alteracdes no
material genético do microrganismo, ou por meio da aquisicdo de material genético de

fontes externas, como virus, outras bactérias e do ambiente. (FIOCRUZ, 2018)

No Brasil, a utlizacdo de anfenicois, tetraciclinas, B-lactamicas
(benzilpenicilamicos, cefalosporinas), quinolonas e sulfonamidas sistémicas na cadeia
produtiva de alimentos de origem animal € proibida desde 2009 pela Instrucéo
Normativa n°® 26, 9/07/2009, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA).

A terapia das infec¢des por Salmonella, tanto em animais quanto em
humanos, tem sido dificultado devido a emergéncia de estirpes resistentes a multiplos
agentes antimicrobianos. As fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina, e as
cefalosporinas de terceira geracdo, como o ceftriaxona, sdo comumente usados para
tratar infeccbes severas causadas por Salmonella. Entre membros da familia
Enterobacteriaceae, a resisténcia ao acido nalidixico esta relacionada a diminui¢éo da
suscetibilidade a ciprofloxacina e, possivelmente, a falhas no tratamento (TAMANG et
al., 2011).

De acordo com o relatério anual do programa nacional de monitoramento
da resisténcia nos Estados Unidos, 72% dos isolados de S. Enteritidis eram
resistentes ao acido nalidixico. A resisténcia ao ceftiofur esta correlacionada a
resisténcia a ceftriaxona em Enterobacteriaceae. A resisténcia a ceftriaxona foi
observada mais comumente em SH (8,6%), STM (6,8%) e S. Newport (3,9%)
(NARMS, 2011). Como as fluoroquinolonas e as cefalosporinas s&o o0s

antimicrobianos de escolha para o tratamento de casos mais severos de salmoneloses
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em seres humanos, a emergéncia de resisténcia a essas duas classes desperta

preocupacdo em saude publica.

Nos ultimos anos, 0 aumento na prevaléncia de estirpes de Salmonella
multirresistentes tem sido um problema global. Os sorotipos de Salmonella que
frequentemente apresentam perfis de multirresisténcia sdo STM e SH (NARMS,
2013). O sorotipo Typhimurium pertencente ao fagotipo DT104 foi identificado na
década de noventa como um clone multirresistente associado ao uso de agentes
antimicrobianos em animais (THRELFALL, 2000). Esse fagotipo exibe resisténcia a
cinco agentes antimicrobianos: ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas

e tetraciclinas.

VOSS-RECH et al. (2015) analisou o perfil de resisténcia de 82 estirpes
de Salmonella isoladas de criagdes de frangos de estados da Regido Sul do Brasil.
Destas, 60% eram resistentes a pelo menos um antimicrobiano e 9,7% a trés ou mais
classes. Resisténcia a tetraciclina foi a mais encontrada no estudo, sendo que o
sorotipo Livingstone o que apresentou o perfil com resisténcia a mais classes de
antibidticos. Embora nos ultimos anos tenha ocorrido aumento da frequéncia de
isolamento do sorotipo Heidelberg em criacdes de aves e produtos de origem avicola
brasileiros (PULIDO-LANDINEZ et al., 2013), as informacdes a respeito do perfil de
resisténcia dessas estirpes ainda sdo escassas.

3.4. Avicultura Industrial Brasileira
A industria avicola brasileira destaca-se como uma das mais produtivas. O
brasil € o maior exportador de carne de frango, lideranca conquistada em 2004, apos
o surto de Influenza aviaria, que afetou a producédo e causou o sacrificio de mais de
120 milhdes de aves. Apesar da producédo de frango se dar em todo o pais, € na regido
Sul que se predomina esta atividade. O Parana € o maior produtor de frangos no
Brasil, seguido por Santa Catarina e Rio Grande do Sul (ABPA, 2016)

Segundo o relatorio da ABPA (2016) a producédo de frango superou 13,1
milhdées de toneladas assumindo o segundo lugar mundial, que antes era da China.
Em conjunto com os Estados Unidos, o Brasil exportou 72% do total comercializado.
Considerando valor da receita bruta dos principais produtos agropecuarios nos anos
de 2005 e 2006, a carne de frango figura entre os cinco mais importantes no PIB do

Brasil. Os outros quatro produtos sdo: soja, carne bovina, milho e cana de-agucar em
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termos de receita de exportacdes, a carne de frango movimentou entre janeiro e
outubro de 2015, um total de US$ 5,879 bilh&es. Os principais compradores sao:
Arébia Saudita, Japdo, Unido Europeia, Emirados Arabes Unidos, China e Hong Kong.
No mercado interno, a carne de frango também é bastante consumida sendo o

consumo meédio per capita/ano foi de 37,8 kg.

3.5. Antibacterianos
3.5.1. Quinolonas
Quinolona € um grupo constituido por antimicrobianos sintéticos, ou seja,
guimioterapicos, foi desenvolvido a partir de um composto chamado quinina. Estes
guimioterapicos possuem acao bactericida e de amplo espectro. (ANDERSSON e
MACGOWAN, 2003; VAN BAMBEKE et al., 2005). Sao classificados em geracoes,

primeira, segunda, terceira e quarta geragao.

O acido nalidixico foi a primeira quinolona a ser produzida e introduzida na
clinica médica, possui acdo contra bactérias gram negativos e baixa a¢do contra gram
positivos, sendo utilizado principalmente para infec¢des do trato urinario. A partir da
década de 80 foi introduzido a molécula de flior, dando origem as fluoroquinolnas,
gue tem acdo ampliada sobre os micro-organismos gram positivos e gram negativos.
(BALL, 2000; HAWKEY, 2003).

As quinolonas sdo amplamente utilizadas no tratamento de infeccbes
humanas, e na profilaxia e tratamento de infec¢gées de animais (HEUER et al., 2009).
Segundo FALCAO et al.,, (2003), as fluoroquinolona sio o terceiro grupo de

antimicrobianos mais prescritos no Brasil.

Segundo levantamento realizado em 2004 no estado do Parana, esses
antibacterianos sao os medicamentos mais utilizados, como medida profilatica e
terapéutica, na criacéo de frango de corte. Este relatorio destaca também o uso
inadequado de enrofloxacina e norfloxacina como promotores de crescimento
(PARANA, 2005).

Os mecanismos de resisténcia variam entre os individuos, normalmente
consistem em mutacdes nas enzimas DNA-girase e topoisomerase |V, expressao de
sistemas de efluxo, alteracdes ou auséncia de porinas, protecédo de sitio alvo, e

modificacdo do antimicrobiano. A disseminag&o de alguns mecanismos de resisténcia
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ocorre principalmente por meio de genes carreados por plasmideos (ALOS, 2009;
BOLON, 2011).

3.5.2. B-lactamicos

Os representantes desse grupo sao as penicilinas, cefalosporinas,
carbapeninas, oxapeninas e monobactamas (GUIMARAES, 2010). Sé&o agentes
antibacterianos que inibem irreversivelmente a enzima transpetidase, que catalisa a
reacdo de transpeptidacdo entre as cadeias de peptideoglicana da parede celular
bacteriana (Nicolaou, 2008). Constituem a primeira classe de derivados de produtos

naturais utilizados no tratamento terapéutico de infec¢des bacterianas.

O grande marco no tratamento das infeccdes bacterianas ocorreu com a
descoberta da penicilina (Walsh, 2003), por Alexander Fleming, em 1928, que foi
muito utilizada principalmente na Segunda Guerra Mundial. O maior numero de
antibiodticos b-lactdmicos em uso clinico pertence a classe das cefalosporinas, que
estdo subdivididas em cefalosporinas de primeira, segunda, terceira e quarta
geracdes, em funcdo do espectro de acdo mais ampliado frente a bactérias gram
negativo (GUIMARAES, 2010). Quando se trata de salmonelose a ampicilina foi
durante muitos anos o b-lactamico de primeira escolha. Porém, o surgimento de cepas
resistentes tem dificultado o tratamento de infeccbes por Salmonella invasiva, fazendo
com que as cefalosporinas de terceira geracédo, como a cefotaxima, sejam uma opcao
terapéutica, especialmente em criancas e adolescentes. (HOHMANN, 2001; SU et al.,
2004).

Por conseguinte, os carbapenémicos, como o0 imipenem, podem
representar o ultimo recurso terapéutico em pacientes com infeccdo por Salmonella
multirresistente (JEAN et al., 2005). No entanto, deve-se atentar para o surgimento de
cepas de salmonella resistentes aos carbapenémicos, pois nao existe outra droga

para substituir estes antibioticos na pratica meédica (SU et al., 2012).

O mecanismo mais comum de resisténcia a esses antibioticos é a secre¢ao
de B-lactamases que hidrolisam o anel b-lactamicos, inativando o antimicrobiano e
impedindo sua acéo contra a parede celular bacteriana (ALCAINE et al., 2007;
Alterthum, 2008). A resisténcia a penicilinas € observada principalmente na expresséo

de genes de -lactamases de espectro estendido (ESBL).
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3.5.3. Aminoglicosideos

Os antibidticos aminoglicosideos sdo parte importante do arsenal
terapéutico antibacteriano desde seu descobrimento, na década de 40. Segundo
ANVISA (2011), o Departamento de Microbiologia da Unidade de Agricultura
Experimental da Universidade Rutgers, de New Jersey, nos Estados Unidos isolou
uma cepa de Streptomyces griseus, que produzia uma substancia que inibia o
crescimento do bacilo da tuberculose e de diversos micro-organismos Gram-positivos
e Gram negativos, e a partir dai, em 1944, a estreptomicina foi isolada. A partir disso
ocorreram varias descobertas de novas substancias com potencial antibacteriano,

derivadas dos actinomicetos.

Os aminoglicosideos tém peso molecular que varia de 445 a 600 daltons,
sdo altamente solGveis em 4gua, estaveis em pH 6 a 8 e possuem estrutura polar
catidénica, o que impede a sua absorcéao oral e dificulta sua penetracdo no espaco
intracelular ou através da barreira hematoencefalica (GILBERT et al, 1995).

Sua atividade antimicrobiana ocorre principalmente em meio aerébio e em
pH alcalino, pois necessita de oxigénio para transporte ativo nas células microbianas
e € mais ativo em meio alcalino do que acido. Devido a sua natureza polar, sdo pouco
absorvidos pelo trato gastrintestinal, sendo que menos de 1% da dose € absorvida
apos administracdo oral ou retal. A principal via de administracdo €, portanto,
parenteral, com a droga atingindo concentragdo plasmatica maxima depois de 30-90
minutos da aplicacdo intramuscular, e 30 minutos apés sua injecdo intravenosa
(OLIVEIRA et al, 2006). A meia vida sanguinea € de duas a trés horas, nos pacientes
com funcéo renal normal (JANA; DEB, 2006).

A atividade bactericida destes antibidticos se deve a sua capacidade de
inibir a sintese proteica por se ligarem a subunidade ribossomal 30S, incapacitando o
ribossomo bacteriano para a traducao, o que resulta em morte celular (KOTRA et al,
2000). Os aminoglicosideos sdo frequentemente utilizados para tratar infecces
causadas por bacilos Gram-negativos (SHAW et al., 1993; GALIMAN et al., 2003). Os
seus efeitos téxicos mais importantes sdo nefrotoxicidade, ototoxicidade e bloqueio
neuromuscular (REINHARD et al, 1991).

Os principais mecanismos de resisténcia sdo: a reducdo da concentragédo

do antibiético no interior da célula devido a existéncia de sistemas de efluxo ativos,
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alteracao do alvo do antibiético por mutacdo espontanea e/ou por alteracao estrutural
ou através de sistemas de inativagdo enzimatica (WALSH, 2000; AZUCENA;
MOMBASHERY, 2001; WALMSLEY, 2001).

3.5.4. Cloranfenicol

Esse antibacteriano foi isolado a primeira vez do micro-organismo
Streptomyces venezuela. Atualmente o cloranfenicol é sintetizado e somente o
isdmero R,R € ativo. O mecanismo de acao baseia-se na ligagcdo com a subunidade
30S do ribossomo e parece inibir o movimento dos ribossomos ao longo do mRNA,
provavelmente pela inibicdo da peptidil transferase, responsavel pela extensao da
cadeia peptidica, impedindo assim a sintese proteica bacteriana.

E um medicamento hidrolisado no trato digestivo antes de ser absorvido,
atingindo pico sérico em 1 a 2 horas. Penetra na maioria dos fluidos organicos,
incluindo os liquidos pleural, peritoneal e sinovial. Atinge no liquor a metade da
concentracao plasmatica na presenca ou nao de inflamacdo das meninges. Por ser
lipofilico, alcanga no parénquima cerebral concentragdo até 9 vezes maior que a do
plasma. E conjugado no figado e secretado pelos rins. Somente 10 a 20% da droga
ativa é secretada pelos rins. (ANVISA, 2007).

O mecanismo de resisténcia pode ser adquirido através da troca plamideos
ou alteracfes de permeabilidade a droga. Mais frequentemente, a resisténcia é
determinada pela producédo de uma enzima, acetiltransferase ou nitrorredutase, que

inativa o0 composto.

3.5.5. Tetraciclinas

As tetraciclinas s@o antibiéticos policetidicos bacteriostaticos de amplo
espectro e bastante eficazes frente a diversas bactérias aerobicas e anaerdbicas gram
positivo e gram negativo. Atuam inibindo a sintese de proteinas através da ligacao
com a subunidade 30S dos ribossomos, impedindo a ligacdo do aminoaciltRNA. Como
resultado, a adicdo de novos aminoacidos para o aumento da cadeia proteica &
bloqueada. A liberacdo de proteinas também é inibida (PATRICK, 2005).

Sua absorcdo oral € prejudicada quando ingerida concomitante a
alimentos, antiacidos, leite e ferro. E encontrada em pequena quantidade em muitos

fluidos organicos como: pulmdes, figado, rins, cérebro, escarro, liquido
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cefalorraquidiano (10 a 26% do nivel sérico), liquido sinovial, mucosa dos seios nasais
e liquido biliar. Atravessam a barreira transplacentaria e sédo excretadas no leite
materno. Todas as tetraciclinas séo eliminadas pela urina e fezes, sendo a via renal a
mais importante. (ANVISA, 2007).

O principal mecanismo de resisténcia microbiana € por diminuicdo da
acumulacdo da droga no interior da célula, através de bomba de efluxo e mudanca na

permeabilidade externa da membrana.

3.5.6. Sulfonamidas e Trimetoprim

As sulfonamidas, também conhecidas como sulfas, sdo medicamentos
bacteriostaticos, que foram testados pela primeira vez nos anos 1930 como farmacos
antibacterianos, com o aparecimento da sulfacrisoidina, que foi o primeiro agente
antimicrobiano utilizado clinicamente, em 1935, marcando o inicio da moderna era da
qguimioterapia antimicrobiana. Um exemplo de sulfa ainda utilizada na terapéutica € o
sulfametoxazol, em associagcdo com o trimetoprim, para o tratamento de pacientes
com infec¢des no trato urinario e também para pacientes portadores do virus HIV que

apresentam infec¢des por Pneumocystis carinii (Walsh, 2003).

O sulfametoxazol € comumente empregado em associacdo com o0
trimetoprim, uma diamino-pirimidina. O efeito das duas drogas €é sinérgico, pois atuam
em passos diferentes da sintese do acido tetra-hidrofdlico (folinico). O sulfametoxazol
bloqueia a enzima di-hidropteroato sintetase, presente apenas nas bactérias,
enguanto o trimetoprim inibe a di-hidrofolato redutase. Ambas as enzimas atuam na
via de biossintese do N5,N10-metileno-tetra-hidrofolato, importante cofator que
fornece uma unidade de carbono na biossintese de bases pirimidinicas constituintes

dos acidos nucleicos.

S&o absorvidos no tubo digestivo, atingindo altos niveis séricos e
apresentam alta ligacéo proteica. Distribuem-se amplamente nos tecidos, atingindo
niveis terapéuticos nos liquidos cefalorraquidiano, sinovial, pleural e peritoneal, com
concentracdo de cerca de 80% da plasmatica. S&o metabolizadas pelo figado e a
excrecao é renal (ANVISA, 2003).

A resisténcia a sulfas pode ocorrer por mutacao, através de plasmideos ou

por transposons, levando a producédo aumentada de &cido para-aminobenzdico ou a
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sintese de diidropterdico sintetase que apresentam pouca afinidade pelo
antimicrobiano e aumentam a permeabilidade da membrana plasmatica. A resisténcia
ao trimetoprim pode ocorrer por modificagdo na enzima diidrofalato redutase (Walsh,
2003).

4. METODOLOGIA

As estirpes foram cultivadas no Laboratério de Medicina Veterinéria
Preventiva do Departamento de Ciéncias Veterinarias da Universidade Federal da
Paraiba. Foram utilizadas 20 estirpes de Salmonella Heidelberg cedidas ja tipificadas,
pelo laboratério de Ornitopatologia do Departamento de Patologia Veterinaria da
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista,
Campus Jaboticabal, Sdo Paulo. Estas foram isoladas de aves e carcacas de frangos
produzidos em Santa Catarina e no Rio Grande do Sul. E foram tipificadas no Instituto

Adolfo Lutz e na fundagcdo Oswaldo Cruz, no ano de 2014.

A susceptibilidade antimicrobiana dos isolados de Salmonella Heidelberg
foi determinada usando o método de Disco-Difusdo (Kirby-Bauer), seguindo as
recomendacgdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013).
Obedecendo as seguintes etapas: cultivou-se as bactérias em placas com Agar
Tryptic Soy (TSA) e as incubou em estufa bacteriolégica a 37°C, por 24 horas, apos
esse tempo, o cultivo foi suspenso em solugéo salina estéril (0,9%) em tubo, de forma
a obter a suspenséo com turvagéo equivalente a 0,5 na escala de McFarland, o que
equivale a aproximadamente 1,5x 108 UFC/mI. Posteriormente, com auxilio de swabs
a suspenséo foi semeada em placas com Agar Miiller-Hinton e os discos dispostos
em distancias adequadas e incubadas por mais 24 horas a 37°C. ApGs esse periodo,
as leituras dos halos de inibigcdo formados foram realizadas com o auxilio de uma
régua. A sensibilidade dessas estirpes foi determinada seguindo informacdes do CLSI,
definido em sensivel, resistente ou inconclusivo, acompanhando os valores contidos
na tabela de normas de desempenho para testes de sensibilidade antimicrobiana.

Foram utilizados um disco de cada antibacteriano para cada antibiograma,
foram utilizados os seguintes antimicrobianos: amoxicilina + clavulanato (AMC, 20/10
Kg), acido nalidixico (NAL, 30 pg), aztreonam (ATM, 30 ug), cefalotina (CFL, 30 ug),
cefepime (CPM, 30 pug), cefotaxime (CTX, 30 pg), cloranfenicol (CLO, 30 ug),
ceftazidime (CAZ, 30 ug), cefoxitima (CFO, 30 pg), gentamicina (GEN, 10 pg),
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norfloxacina (NOR, 10 ug), tetraciclina (TET, 30 pg), e sulfametoxazol + trimetoprim
(SUT, 23,75/1,25 pg).

Para exame dos resultados encontrados foi realizado uma analise
estatistica de regressao logistica nominal no solftware R e teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos
demonstraram que as cepas de Salmonella Heidelberg apresentaram resisténcia ao
acido nalidixico (55%), amoxicilina com clavulanato (40%), cefalotina (25%),
gentamicina (15%), cefotaxima (15%), cefoxidima (10%), ceftazidima (10%),
tetraciclina(10%), norfloxacina (5%) e cloranfenicol (5%) (Tabela 1). Os
antibacterianos que foram eficazes para todas as cepas, sdo: sulfametazol com
trimetoprim, aztreonam e cefepime. Em geral, foram observados nas amostras trés
padrdes de resisténcia Unica e sete padrbes de multirresisténcia, variando de dois a

cinco antimicrobianos (Tabela 2).

Figura 1. Regressao logistica nominal.
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Tabela 1. Perfil de resisténcia de estirpes de Salmonella Heidelberg isoladas de fonte

avicola.
Perfil de resisténcia a antimicrobianos
Estirpes

ANTIBACT 12 3 56 7891 11111111 12 To To To
ERIANOS 01 2 3 45 6 7 8 9 0 tal tal tal
R I S
CLO SSSSSSSSSSSSRSSS S S S S 1 19
GEN SSSSSSSSSSSSRRIRSS S S S 3 17
TET SSSSSSSRSS S S S S R 2 13
AMC RRRSSRRRSS S S S RS S S S R 8 11
CFL SRRSSSSRSS RS SSSSSS RS 5 15
NOR S SSSS$SSSSSSSS S S S S S S S R 1 19
NAL SRRSRRSRRSRSSRSSSRURR 11 9
SuT S SSSSSSSSSSSSSSSSS S S O 20
CAZ SSSSSRRSS S S SSSSS 1 S S 2 16
ATM S SSSSSSSSSSSSSSSS S S SO 20

COM
S SSSSSSSSS S S S S S S S S S SO 20

CFO
SSSSSR S S S RS S SSSS S S 2 16

CTX
SSSSSRR SSSSSRSS S S S S 3 16

Legenda:R, resistente; S, sensivel; I,

inconclusivo (resisténcia minima) NAL, &cido nalidixico; AMC,
amoxicilina/acido clavulanico; CFL, cefalotina; CLO, cloranfenicol; GEN, gentamicina; TET, tetraciclina. CAZ,
Ceftazidima; CEX, cefoxitima; CFX, Cefotaxima, COM, cefepime.

As cepas que apresentaram resultado inconclusivo, sdo aqguelas que o halo

de inibicdo produzida pelo antibidtico nao foi suficiente para ser considerado sensivel,

porém ndo sdo consideradas resistentes, pois da mesma forma, o halo de inibi¢éo foi

maior que a variacao considerada pelo CLSI.

Os resultados relacionados com a gentamicina na literatura ratificam os

encontrados no presente estudo, pois Tavechio et al., (2006) apés isolamento de

Salmonella spp. de fontes humanas e ndo-humanas, constatou a resisténcia de 3

cepas a gentamicina, inclusive com padrbes de penta-resisténcia, em conjunto com

acido nalidixico, Canamicina, tetraciclina e nitrofurantoina. Pode-se inferir que tal

resultado se deve a utilizagéo frequente da gentamicina em animais de producéao, pelo
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seu baixo custo, portanto erroneamente é utilizada por produtores como promotores

de crescimento.

A tetraciclina esta entre os antibioticos que mais obteve sucesso na inibi¢ao
do crescimento das bactérias, se ndo incluirmos as resisténcias minimas, que esteve
presente em 5 cepas. Diferentemente, Pandini et al., (2013) avaliaram o perfil de
resisténcia de cepas de Salmonella spp. em que o sorotipo Heidelberg foi o0 mais
prevalente entre as isoladas e encontraram o maior indice de resisténcia a tetraciclina
do teste de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos com 30,8%. Tal diferenca,
podemos atribuir pela naturalidade das amostras, sendo elas isoladas do estado
Parana e as do atual estudo as cepas foram isoladas do estado de S&o Paulo, ou seja,
provavelmente os promotores de crescimento mais utilizados em um estado €

diferente do outro.

Segundo Pandini (2013) o &cido nalidixico foi o antibacteriano que
apresentou 100% de resisténcia nas cepas de Salmonella Heidelberg encontradas,
estando presente também nos padrdes de multirresisténcia, fato que corrobora com o
resultado encontrado no presente estudo (Figura 1), em que ndo somente age como
0 mais ineficaz na inibicdo do crescimento bacteriano, 55% das bactérias foram
resistentes, como também foi o mais encontrado nos padrdes de multirresisténcia.
Tabela 2. Padrdes de resisténcia e multirresisténcia das amostras de Salmonella
Heidelberg.

Padrdo de Resisténcia Frequéncia de estirpes resistentes
NAL

AMC

CEX

GEN, AMC

CLO, GEN

CFL, NAL

AMC, CFL, NAL
AMC, CAZ, CXT
GEN, NAL, CXT
TET, AMC, CFL, NAL
TET, AMC, NOR, NAL 1

NAL, acido nalidixico; AMC, amoxicilina/acido clavulanico; CFL, cefalotina; CLO, cloranfenicol; GEN,
gentamicina; TET, tetraciclina. CAZ, Ceftazidima; CEX, cefoxitima; CFX, Cefotaxima.

P R R NRRRRRPRW

Em relagéo a amoxicilina com clavulanato, poucas bactérias foram inibidas,
apenas oito das amostras (55%%), Galdino et al., (2013) confirma esse padréo, pois

em seus resultados a AMC constituiu a maior resisténcia. Gomez (2011), em seu
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estudo afirma que esquemas de tratamento tradicionais para Salmonella incluem
amoxicilina e sulfametoxazol com trimetoprim, que devem ser considerados a primeira
escolha no tratamento devido ao seu baixo custo e eficicia, podendo ser utilizados
em bebés e mulheres gravidas com menos efeitos colaterais. Assim como Mendonga
(2016), em que os maiores indices de resisténcia a amoxicilina, também foram
sorovares de Salmonella importantes para a saude publica, apresentando 35,3% do
total, esse elevado numero de cepas resistentes tem aumentado a troca de
antibioticoterapia escolhida, utilizando em maior quantidade as cefalosporinas de

terceira geracao

As cefalosporinas vem sendo utilizadas como opcao para bactérias resistentes a
maioria dos antibioticos, porém os resultados dos antibiogramas do estudo
preocupam, pois foi observado a presenca de cepas resistentes tanto a
antimicrobianos de primeira geracdo, como a cefalotina em cinco amostras (25%),
guanto as de terceira geragdo, representadas pela ceftazidima, cefoxitima,
cefotaxima, com seis cepas resistentes e cinco apresentando resisténcia minima, ou
seja, onze exemplares de Salmonella Heidelberg com algum grau de resisténcia.
Ocorréncia que exemplifica o uso errébneo de antimicrobianos na produgéo avicola,
pois o uso de cefalosporinas de terceira geracao tem seu uso proibido na avicultura
brasileira. Ribeiro et al., (2018) observou também em seus resultados cepas da
mesma bactéria resistente a cefalosporinas, como a ceftriaxona, que é da mesma
classe. Em contrapartida, o Unico exemplar que constituiu eficiéncia na inibicdo foi o
cefepime.

Em relacédo a norfloxacina, apenas uma cepa (5%) néo foi inibido seu
crescimento, porém observa-se que ja existem cepas resistentes, pois Galdino et al.,
(2013) obteve 100% de inibicdo do crescimento bacteriano, dados que corroboram
com Ruiz et al., em que caracteriza elementos que carreiam o gene gnr como fatores
gue conferem resisténcia as quinolonas. A expressao do referido gene torna-se um
agravo, pelo fato de terem o potencial de transferir de forma horizontal para os seus

descendentes.

O cloranfenicol para essas cepas foi um dos mais eficazes, pois apenas 1
cepa (5%) apresentou resisténcia ao mesmo, Pandini (2013) também apresentou o
mesmo resultado em que os Unicos antimicrobianos em que néo obtiveram resisténcia

foram: cloranfenicol, gentamicina, ciprofloxacina, norfloxacina, tobramicina e
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imipenem. Um fato relevante, pois a antibioticoterapia para pacientes com febre
entérica é realizada com o mesmo. (Popoff, Le Minor, 2005).

Contudo, existem substancias antibacterianas que séo classificadas pela
organizacao mundial de salde como de alta prioridade, sao elas: as fluoroquinolona,
macrolideos e cefalosporinas de terceira e quarta geragdes, pois cumprem requisitos,
como: ser o principio ativo ou classe de antibidticos classificados como Unica terapia
possivel, ou existirem poucas alternativas para pacientes com infec¢des graves em
humanos, e ser utilizado para a antibioticoterapia de doengas causadas por micro-
organismos transmitidos por fontes ndo humanas ou doengas causadas por micro-
organismos que podem adquirir genes de resisténcia a partir de fontes nao-humanas
(WHO, 2009)

Desde 2009, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
proibiu 0 uso de antimicrobianos como anfenicois, tetraciclinas, quinolonas,
sulfonamidas e B-lactamicos, tanto as penicilinas como as cefalosporinas. Com isso,
podemos concluir que tanto o uso desses antibacterianos ainda € feito por produtores,
ou até mesmo houveram processos de selecdo dessas bactérias, que repassaram
genes de resisténcia as novas geracdes, encontrando assim, a dias de hoje, cepas
gue nao sao inibidas pela presenca dessas substancias.

Em relagcdo aos antimicrobianos que foram eficientes 100% eficientes, os
dados confirmam o que normalmente esta ocorrendo na avicultura brasileira, autores
como Pandini et al (2013) também acharam apenas uma cepa resistente ao
sulfametoxazol com trimetoprim Tavechio et al., (2009) em que testou bactérias do

género Salmonella spp. observou todas elas sensiveis ao aztreonam e o cefepime.

6. CONCLUSAO

Portanto, concluimos que o uso de antibacterianos na producao avicola
como promotores de crescimento ou na forma metafilatica, vem causando transtornos,
principalmente com o aparecimento de bactérias resistentes ou até mesmo super-
resistentes. Como ao acido nalidixico que inibiu o crescimento apenas de 9 estirpes,
felizmente encontramos antibioticos ainda eficientes como o aztreonam, cefepime e

sulfametoxazol com trimetoprim.

No presente estudo encontramos resisténcia a antibioticos criticamente

importantes para a OMS, como as cefalosporinas de terceira geracao, que tiveram
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cepas que nao foram inibidas na sua presenca, esse dado é alarmante, pois essas

substancias séo a terapia utilizada para tratar infec¢des graves em humanos.
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