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RESUMO

O Brasil é hoje o segundo maior produtor de carne de frango do mundo e o pri-
meiro pais exportador, o que faz com que as cria¢Ges avicolas necessitem de um criterioso
programa de biosseguridade a fim de impedir o surgimento de patdgenos que possam
causar danos aos plantéis e ao produto final. Neste cenario, tem fundamental importancia
a Salmonella e, mais recentemente, a Salmonella Heidelberg por sua alta prevaléncia e
importéncia frente a casos de saude publica, principalmente no que diz respeito a resis-
téncia a sanitizantes e antimicrobianos. A dificuldade no combate e eliminag&o desse pa-
togeno em toda a cadeia avicola, seu potencial zoondtico e aumento de resisténcia a anti-
microbianos motivou a realizacdo deste trabalho. Portanto, os objetivos foram comparar
20 isolados de S. Heidelberg do ano de 2006 e 20 isolados do ano de 2016, testando-os
quanto a eficacia de dois sanitizantes, hipoclorito de sédio (concentra¢fes 0,5% e 1,0%)
e cloreto de benzalcénio (concentracGes 100 ppm e 200 ppm), em temperatura de 25°C e
12°C e tempos de contato de 5 e 15 minutos. Ainda, foi determinada a Concentracédo
Inibitéria Minima (MIC) dos antimicrobianos acido nalidixico, ciprofloxacina, cloranfe-
nicol, enrofloxacina, gentamicina e tetraciclina, além de verificar a presenca de isolados
multirresistentes. O teste de suspensdo por diluicdo dos sanitizantes revelou que, nas duas
concentragOes utilizadas, independentemente do ano de isolamento, o hipoclorito de sé-
dio se mostrou mais eficiente do que o cloreto de benzalcénio, eliminando 100% dos
isolados com tempo de contato de 15 minutos. Por outro lado, o cloreto de benzalcénio,
mesmo na maior concentracdo e tempo de contato, ndo foi totalmente eficiente para os
isolados de 2006 e 2016. O cloreto de benzalcdnio foi mais eficiente a 25°C do que a
12°C, em ambos os periodos e, quando comparados 0s anos, os isolados de 2016 foram
mais resistentes ao cloreto de benzalconio a 200 ppm, 25°C e tempo de contato de 5
minutos. Nos teste de MIC, quando comparados os dois periodos, 2006 e 2016, houve
aumento significativo de isolados categorizados como nWT a tetraciclina, passando de
5% em 2006 para 75% em 2016. Nos dois periodos foi observada uma alta taxa de isola-
dos nWT para &cido nalidixico (50% e 65%), porém, todos os isolados foram categoriza-
dos como WT ao cloranfenicol e a enrofloxacina. Dentre os isolados de 2016, 5 (25%)
apresentaram fendtipo de multirresisténcia. Os isolados sensiveis a todos 0s antimicrobi-
anos totalizaram 40% para 2006 e 20% para 2016. Os resultados encontrados demonstram
que ha progressdo da resisténcia de S. Heidelberg aos antimicrobianos com o passar do
tempo, o que implica no aparecimento de isolados multirresistentes. A¢des devem ser
tomadas com o intuito de incentivar o uso prudente desses farmacos na medicina humana
e, principalmente, em qualquer que seja a area de producgéo animal.

Palavras-chave: Salmonella Heidelberg; avicultura; sanitizantes; antimicrobianos; resis-
téncia; multirresistentes.



ABSTRACT

Brazil is now the second largest producer of chicken meat in the world and the
first exporting country, which means that poultry farms need a careful biosecurity pro-
gram to prevent the emergence of pathogens that can cause damage to the farms and to
the final product. In this scenario, Salmonella Heidelberg plays a fundamental role be-
cause of its high prevalence and significance in public health cases, especially with re-
gard to resistance to sanitizers and antimicrobials. Motivated by the difficulty in elimi-
nating this pathogen throughout the poultry chain, its zoonotic potential and increased
antimicrobial resistance, this study aimed to compare 20 isolates of S. Heidelberg from
the year 2006 and 20 isolates from the year 2016. The isolates were tested against the
efficacy of two sanitizers, sodium hypochlorite (0.5% and 1.0% concentrations) and ben-
zalkonium chloride (concentrations of 100 ppm and 200 ppm), at 25°C and 12°C, and
contact times of 5 and 15 minutes. In addition, the Minimal Inhibitory Concentration
(MIC) of the antimicrobials nalidixic acid, ciprofloxacin, chloramphenicol, enrofloxacin,
gentamicin and tetracycline were determined, as well as the presence of multiresistant
isolates. The dilution suspension test of the sanitizers revealed that in the two concentra-
tions used, sodium hypochlorite was more efficient than benzalkonium chloride, eliminat-
ing 100% of the isolates with a contact time of 15 minutes, regardless of the year of iso-
lation. On the other hand, benzalkonium chloride, even at the highest concentration and
contact time, was not fully efficient for the isolates of 2006 and 2016. Benzalkonium chlo-
ride was more efficient at 25°C than at 12°C in both periods. When the years were com-
pared, the isolates from 2016 were more resistant to benzalkonium chloride at 200 ppm,
25°C and contact time of 5 minutes. In the MIC tests, when comparing the two periods of
2006 and 2016, there was a significant increase of isolates categorized as nWT to tetra-
cycline, from 5% to 75%. In both periods, a high rate of nWT isolates for nalidixic acid
(50% and 65%) was observed. All isolates were categorized as WT to chloramphenicol
and 5nrofloxacina. Among the isolates from 2016, five (25%) had a multidrug resistance
phenotype. Forty percent of isolates from 2006 and 20% from 2016 were sensitive to all
antimicrobials tested. The results show that there is progression of resistance of S. Hei-
delberg to antimicrobials over time, which implies the appearance of multiresistant iso-
lates. Actions should be taken in order to encourage the prudent use of these drugs in
human medicine and veterinary.

Keywords: Salmonella Heidelberg; poultry farming; sanitizers; antimicrobials; re-
sistance; multiresistant.
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1 INTRODUCAO

A avicultura € hoje uma das maiores fontes de renda do Brasil, principalmente nas
regides sul e sudeste, onde se concentram os maiores percentuais de produtores de frango
de corte do pais. Segundo dados da Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA,
2016), a atividade reune mais de 3,5 milhdes de trabalhadores, entre produtores, funcio-
narios de empresas e profissionais vinculados direta e indiretamente ao setor. Em 2015,
0 pais ultrapassou os 13,1 milhdes de toneladas de carne de frango produzidas, consa-
grando-se como o segundo maior produtor de carne de frango do mundo, ficando atras
apenas dos Estados Unidos, além de manter o posto de maior exportador mundial com
cerca de 4,3 milhdes de toneladas produzidas.

Tendo em vista a grande importancia da producao brasileira de produtos de origem
avicola e sua representatividade no que diz respeito a economia do pais, levando em conta
0 mercado exportador e todas as suas restricdes sanitarias impostas, faz-se necessario um
adequado programa de medidas de controle e prevencédo de agentes potencialmente zoo-
noticos e que contribuem para a queda na qualidade final do produto e lucratividade dos
plantéis. Exemplo disso foi a implementacdo do Programa Nacional de Sanidade Avicola
(PNSA), instituido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
no ano de 1994, cujas monitorias para diversos patdgenos visam manter a saude do plantel
avicola. Além disso, os programas de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e de qualidade
como o Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), séo essenciais para a
obtencdo de alimentos seguros quanto a contaminacdes com agentes quimicos, fisicos e
microbioldgicos, permitindo que o alimento mantenha suas caracteristicas sensoriais e
nutritivas.

Neste cenario, tem especial importancia um patdégeno que destaca-se ndo somente
devido aos prejuizos econdmicos que gera, mas também por sua importancia em salde
publica. Salmonella spp., segundo a World Health Organization (WHO, 2016), é consi-
derada uma das quatro principais causas globais de doengas diarreicas, atingindo aproxi-
madamente 1 em cada 10 pessoas, totalizando cerca de 550 milhdes de pessoas infectadas
ao ano. Infelizmente, devido a deficiéncia de programas de controle em saude publica no
Brasil, esses dados sdo subestimados no pais. Outro grande problema ocorre com 0 uso
improprio e indevido de antimicrobianos, tanto na medicina humana quanto na veterina-

ria, que tem favorecido o aparecimento de cepas multirresistentes.
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Nos Ultimos anos, o ressurgimento especifico do sorovar Heidelberg e sua resis-
téncia a programas de tratamento tem preocupado autoridades no mundo inteiro. No Bra-
sil, Back (2016) conduziu experimentos a campo na regiao sul que demonstraram que o
sorovar Enteritidis, que foi 0 mais prevalente por anos, foi ultrapassado por S. Heidelberg.
Das amostras coletadas, 44,7% foram positivas para S. Heidelberg, seguida por Muen-
chen (6,7%), Schwarzengrund (5,5%), Livingstone (3,6%), Senftenberg (2,4%), Minne-
sota (1,8%), Mbandaka (2,5%), Anatum (2,2%) e S. Infantis e S. Agona, ambas presentes
em 1,9% das amostras.

Levando em conta o quadro epidemioldgico que o Brasil enfrenta e na tentativa
de se encontrar solucGes para o combate a S. Heidelberg em todos os elos da cadeia avi-
cola, o presente trabalho teve como objetivos verificar a eficacia de dois sanitizantes de
uso rotineiro na industria avicola, hipoclorito de sodio e cloreto de benzalconio, em iso-
lados de S. Heidelberg dos anos de 2006 e 2016 provenientes de fontes avicolas da regido
sul do Brasil, através da técnica de diluicdo com teste de suspensdo em células planctoni-
cas. Além disso, verificou-se o perfil de susceptibilidade a seis antimicrobianos (acido
nalidixico, ciprofloxacina, cloranfenicol, enrofloxacina, gentamicina e tetraciclina), per-
tencentes a quatro classes distintas de farmacos, utilizando a técnica de Concentragdo
Inibitéria Minima (MIC), a fim de identificar uma possivel progressdo da resisténcia ao
passar dos anos e a presenca de isolados multirresistentes.



13

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O género Salmonella

O género Salmonella pertence & familia Enterobacteriaceae e foi descrito pela
primeira vez em 1885 por Daniel Elmer Salmo, microbiologista veterinario do Departa-
mento de Agricultura dos EUA (GAST, 2008). Séo classificadas como bacilos Gram-
negativos curtos (1 a 2 um), aerobicos ou anaerdbicos facultativos, sem capsula, moveis
(exceto Salmonella Gallinarum e Salmonella Pullorum), com flagelos peritriquios, ndo
formadoras de esporos e capazes de causar doencas tanto em humanos quanto em animais
(FORSYTHE, 2002; GAST, 2008; RICHARDSON et al., 2011). A temperatura de cres-
cimento pode variar entre 5 e 45°C, porém 37°C é considerado o ideal para seu desenvol-
vimento. Ja o pH varia entre 4 e 9, sendo 7 o ideal (D’AOUST; MAURER, 2007; GAST,
2008). A destruicdo do microrganismo pode ocorrer por aquecimento a 60°C por 15 a 20
minutos (FORSYTHE, 2013), enquanto que o processo de congelamento apenas reduz o
nimero de células viaveis, ndo sendo capaz de provocar sua destruicdo completa
(D’AOUST; MAURER, 2007).

As caracteristicas bioquimicas do género Salmonella incluem a fermentacéo da
glicose, resultando na producdo de acido e gas, utilizacdo do citrato como fonte de car-
bono, descarboxilacdo da lisina e ornitina, reducdo do nitrato a nitrito, além de serem
catalase positivas. Por outro lado, séo incapazes de metabolizar a lactose e a sacarose, hdo
produzem indol e ndo hidrolisam ureia (D’AOUST; MAURER, 2007; MARKEY et al.,
2013; TORTORA et al., 2012).

Atualmente, duas espécies de Salmonella sdo reconhecidas: S. bongori e S. ente-
rica, sendo subdivididas em subespécies. S. enterica possui seis subespécies: enterica (1),
salamae (I1), arizonae (111a), diarizonae (111b), houtenae (1V) e indica (V1), enquanto que
S. bongori possui apenas uma subespécie: bongori (V) (GRIMONT; WEILL, 2007).

Além da divisdo em espécies e subespécies, as bactérias do género Salmonella
também podem ser classificadas em sorovares através do esquema Kauffmann-White,
tendo por base sua composi¢do antigénica com relagdo aos seus antigenos somatico (O),
flagelar (H) e capsular (Vi) (GRIMONT; WEILL, 2007; FORSYTHE, 2013; CAMPOS,
2015; PAIXAO et al., 2016). Os antigenos O sdo distinguidos por sua composicdo quimica
variada e os antigenos H distinguem-se pela composigéo proteica dos flagelos (CDC,

2015). Quanto ao antigeno Vi, existe apenas um tipo soroldgico, o qual é encontrado em
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apenas trés sorotipos de Salmonella (S. Typhi, S. Paratyphi e S. Dublin) (CAMPOS,
2015). Portanto, os sorotipos sdo determinados baseados na combinag&o entre os antige-
nos, uma vez que cada antigeno O e H possui um codigo numérico unico (CDC, 2015).

Segundo dados publicados pelo Instituto Pasteur, sdo reconhecidos 2.659 sorova-
res do género Salmonella, sendo 1.586 pertencentes a Salmonella enterica subesp. ente-
rica (ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014). Também é dentro dessa espécie que estdo
contidos cerca de 99,5% dos sorovares mais comumente isolados, 0s quais sdo capazes
de causar infeccGes em varias espécies animais e no homem e, apesar de sua estreita re-
lacdo genética, demonstram uma variacdo quanto a sua especificidade frente a diferentes
hospedeiros (CAMPOS, 2015).

O habitat natural da Salmonella pode ser dividido em trés categorias de acordo
com a especificidade do hospedeiro e o padrdo clinico por ele determinado: altamente
adaptadas ao homem (S. Typhy e S. Paratyphi A, B e C), agentes da febre entérica; alta-
mente adaptadas aos animais: bovinos (S. Dublin), suinos (S. Cholerasuis e S. Typhisuis)
e aves (S. Pullorum e S. Gallinarum), responsaveis pelo paratifo animal; por fim, Salmo-
nellas zoonoticas, as quais atingem o homem e 0s animais, e Sao responsaveis por doencas
transmitidas por alimentos (DTA), sendo encontradas na maioria das espécies animais
utilizadas como fonte de alimento pelos seres humanos, além de outros animais domésti-
cos e silvestres (RODRIGUES, 2011).

Levando em conta que a principal via de transmissdo da Salmonella esta na cadeia
alimentar, sua presenca em animais de producdo a classifica como um dos agentes etio-
I6gicos de maior incidéncia e relevancia em enteroinfec¢cdes. Fato este que resulta na
perda de milhdes de dblares para a agroindustria (bovinos, suinos e aves), tanto para o
mercado interno quanto para a exportacdo, uma vez que grande parte dos paises importa-
dores exige rigidez na inspecdo e necessidade constante de qualidade (RODRIGUES,
2011).

2.2 Importancia da Salmonella em saude publica

Salmonella spp. é comumente encontrada no ambiente de producéo animal e, con-
sequentemente, pode ser isolada de alimentos de origem animal, tornando estreita sua
relagcdo com problemas de saude publica. Dentre os alimentos com maior incidéncia de
salmoneloses encontram-se 0s ovos, as carnes bovina e de aves e o leite (EFSA, 2014;
WHO, 2016).
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Em humanos, a salmonelose é uma das doencas zoondticas mais comuns e econo-
micamente importantes. Segundo o Centers for Disease Control and Prevention (CDC,
2013), estima-se que mais de 1,2 milhdes de casos de salmonelose ocorram a todo ano
nos Estados Unidos, levando a mais de 23.000 hospitalizacdes e 450 mortes. A ingestao
de 10* a 108 células viaveis € o suficiente para o desenvolvimento da doenca clinica em
individuos sadios (RODRIGUES, 2013).

O periodo de incubacdo pode variar em funcéo da quantidade de células ingeridas
e do sorotipo envolvido na infecgdo. As primeiras manifestacdes clinicas aparecem em
torno 12 a 36 horas apos a ingestao e incluem dor abdominal, diarreia (que pode durar até
7 dias), nduseas e vomito. Em alguns casos, a doenca pode evoluir para uma infecgdo
extra-intestinal, ocasionando quadros de septicemia, otite, osteomielite, artrite, hepatite,
pneumonia, meningite entre outros (SCVPH, 2000; RODRIGUES, 2013). Um grande
problema encontra-se no fato de que alguns individuos podem tornar-se portadores cro-
nicos e carrear Salmonella por varias semanas ou até anos sem apresentar qualquer sinto-
matologia e, diante de situacGes estressantes, sofrer a reativacdo da multiplicacédo e ex-
crecdo do agente (BARROW et al., 2010).

Inimeros programas nacionais e internacionais de vigilancia epidemiolégica fo-
ram criados a fim de estudar a epidemiologia da Salmonella e identificar padrdes de re-
sisténcia a antimicrobianos dos isolados ao longo do tempo, contribuindo assim para a
identificacdo de fatores de risco e suas implicacdes em saude publica (YAN et al., 2003).
Ainda que no Brasil os programas de controle e vigilancia epidemiol6gica de DTAS sejam
deficientes pois muitos casos ndo sdo notificados, Salmonella spp. € considerada o prin-
cipal agente etioldgico de surtos no pais (BRASIL, 2014).

No que diz respeito a seguranca microbioldgica da carne de frango relacionada a
Salmonella spp., deve-se ressaltar que no periodo de 2007 até 2016, foram notificados
pela Secretaria de Vigilancia em Salde (SVS) 6.848 casos de surtos transmitidos por ali-
mentos. Destes, 24,6% ocorreram na regido sul do Brasil e apenas 1,4% foram relaciona-
dos a carne de aves in natura, processados e miudos. Porém, aproximadamente 70% dos
surtos séo oriundos de fonte de alimentos néo identificados. Caso semelhante ocorre em
relacdo aos agentes etiologicos envolvidos, onde 70,3% deles ndo séo identificados, e
apenas 7,3% sdo Salmonella spp. (BRASIL, 2016).

2.3  Salmonella Heidelberg



16

A Salmonella enterica subesp. enterica sorovar Heidelberg pertence ao grupo de
salmonelas paratificas, podendo causar doenca em animais ou em humanos, quando do
consumo de carne crua ou ovos contaminados. Um dos fatores que mais contribuem para
a alta incidéncia de salmonelas paratificas é o alto grau de diversidade antigénica que o
género possuli, facilitando sua adaptacéo a diversos hospedeiros (BERNDT et al., 2007).
Além disso, S. Heidelberg é uma das cinco principais salmonelas associadas a toxinfec-
¢des em humanos e uma das mais comumente isoladas em galinhas, perus e suinos
(FOLEY; LYNNE, 2008).

No Brasil, S. Heidelberg foi relatada pela primeira vez através de um estudo re-
trospectivo de 30 anos, entre 1962 e 1991, onde foi isolada de aves e produtos derivados
provenientes de diversas regides do pais (HOFER et al., 1997).

Em estudo realizado por Nascimento et al. (1996), foi observada a prevaléncia de
Salmonella em carcagas e partes de frango. Dentre os sorovares mais isolados encontra-
vam-se S. Enteritidis (51%), S. Hadar (26%) e S. Heidelberg (11%). Outro estudo, avali-
ando o processo higiénico sanitario de abate de frangos em trés matadouros no Sul do
Brasil, relatou que carcacas apresentaram positividade para Salmonella, sendo identifica-
dos os sorovares Heidelberg (63,9%), Enteritidis (31,9%), Worthington (2,1%) e Tennes-
see (2,1%) (DICKEL, 2004).

Borsoi et al. (2009) detectaram a presenca de S. Heidelberg em 9% dos isolados
de carcacas de frango comercializadas no Rio Grande do Sul. Kottwitz et al. (2010), iden-
tificaram S. Heidelberg como um dos sorovares envolvidos em surtos alimentares prove-
nientes do consumo de produtos a base de ovos, carnes e derivados.

Em estudo realizado por Pulido-Landinez et al. (2013) avaliando a diversidade de
Salmonella enterica na regido sul do Brasil, foi isolado o sorovar Heidelberg em 46% das
amostras, sendo o de maior predominancia.

Nos ultimos anos, perceberam-se alteracdes na predominancia de sorovares asso-
ciados a aves comerciais e infeccdes em humanos. Assim, S. Heidelberg e S. Kentucky
surgiram como 0s sorovares predominantes em frangos de corte comerciais (CDC, 2008;
FOLEY etal., 2011). De acordo com Souza (2015), S. Heidelberg ¢é atualmente o sorotipo
mais prevalente em andlises oficiais de controle realizadas no sul do Brasil. Somente no
periodo de 2012 a 2014, a prevaléncia deste sorotipo foi de 20 a 33% do total de amostras
positivas de Salmonella spp., fato este que justifica a escolha do assunto que trata este
trabalho.
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2.4 Salmonella na cadeia avicola

Como ja citado anteriormente, a carne de aves e seus derivados sdo considerados
um dos principais alimentos envolvidos em surtos de infeccdes alimentares por Salmo-
nella spp. A contaminacéo das carcacas de frango pode acontecer pela presenca do mi-
crorganismo no ambiente e instalagGes de criagdo das aves e, consequentemente, pela
disseminacéo as carcacas durante as operacoes de abate no frigorifico, ainda que as boas
praticas de higienizacéo e processamento sejam adotadas. Geralmente, 0s surtos humanos
ocorrem em decorréncia do preparo inadequado e da contaminacéo cruzada em cozinhas
domiciliares e industriais (COLLA, 2012a).

Estudos epidemioldgicos apontam que as principais fontes de contaminacédo de
lotes de aves de producédo por Salmonella spp. sdo a aquisicdo de aves ja contaminadas
por matrizes infectadas, infec¢do cruzada no incubatério e contaminacdo ambiental nos
galpdes de criacdo. Desta forma, a prevencdo e o controle deste patégeno envolvem pra-
ticas higiénico-sanitarias e monitoramento de fontes de contaminacéo, principalmente em
granjas reprodutoras e incubatérios (SOUZA et al., 2002).

A contaminacdo por Salmonella também é preocupacéo frequente nos frigorificos
avicolas do Brasil. Como consequéncia, no ano de 2003 o0 MAPA estabeleceu o “Pro-
grama de Reducdo de Patdgenos - Monitoramento Microbiolégico e Controle de Salmo-
nella spp. em carcagas de frangos e perus”. O programa tem por objetivos Vverificar a
prevaléncia de Salmonella spp. nos produtos avicolas, formar um banco de dados para
analise dos indices de contaminacdo, estabelecer padrbes quantitativos de aceitabilidade
da contaminacdo, monitorar constantemente o nivel de contaminagéo por este patdgeno
em estabelecimentos de abate de aves e aumentar as garantias de inocuidade dos produtos
avicolas no mercado interno e externo (BRASIL, 2003b).

Entretanto, a forma mais efetiva para a prevencgéo e controle de Salmonella em
aves e, consequentemente, em seus derivados consumidos pelo ser humano, continua
sendo através da realizacdo de um criterioso programa de biosseguridade envolvendo to-
dos os elos da cadeia avicola. Aditivos alimentares de natureza medicamentosa para o
controle do patdgeno incluem antimicrobianos de uso profilatico e curativo (0s quais a
utilizacdo como aditivos seja permitida), acidos organicos, 6leos essenciais, prebidticos,
probiéticos e simbioticos (VAN IMMERSEEL et al., 2003).

2.5  Higienizagdo nas instalagdes e industria avicolas
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O ndmero cada vez mais crescente de surtos de infeccdo alimentar e 0s custos
relacionados para o individuo para a inddstria e para a economia de um pais, colocam a
seguranca na producéo dos alimentos como um ponto critico a ser analisado (BAS, 2006;
EGAN, 2007). O atual sistema de producdo e o estilo de vida saudavel do consumidor
destacam a necessidade de préaticas sanitérias eficientes, principalmente nas industrias de
processamento de alimentos (LANGSRUD et al., 2003).

Na industria avicola, os procedimentos de higienizacdo realizados ap06s o término
do processo produtivo compreendem as etapas: 1) remocdo de residuos sélidos; 2) pré-
enxague com agua quente (45°C); 3) aplicacdo de detergente; 4) enxague com agua; 5)
aplicacdo de sanitizantes e 6) enxague com agua. O processo € realizado em 12 ou 24
horas, ao final do turno de abate, e é definido como higiene pré-operacional. Entretanto,
durante as operacdes, em tempos de 4 horas é realizada a higiene operacional, que con-
siste em um processo rapido de higienizacdo nos intervalos na producdo e que envolve
etapas de remocdo de residuos solidos e enxague (CONTRERAS et al., 2003;
ANDRADE, 2008).

Segundo a Portaria 210 de 1998 (BRASIL, 1999), para que os procedimentos de
higienizacdo garantam que as instalacdes e equipamentos, assim como seus produtos car-
neos processados estejam de acordo com as condi¢des higiénico-sanitarias exigidas, fica
estabelecido que estabelecimentos que realizarem cortes e/ou desossa de aves devem ga-
rantir temperatura ambiente neste setor ndo superior a 15°C, onde a temperatura das car-
nes manipuladas ndo podera exceder 7°C. Desta forma, justifica-se o uso, neste trabalho,
da temperatura de contato do sanitizante a 12°C (sala de cortes) e, ainda a 25°C (tempe-
ratura ambiente).

Normalmente, ou em condigdes ideais, os equipamentos devem ser fabricados vi-
sando a preven¢ao do acimulo de sujidades, permitindo uma maior qualidade do processo
de limpeza e desinfec¢do, para que ndao ocorra a formacdo de biofilmes
(CHMIELEWSKI; FRANK, 2003; FORSYTHE, 2013). E sabido que células em bio-
filme sdo muito mais resistentes a desinfec¢ao do que quando comparadas as células plan-
ctonicas, tornando muitos métodos convencionais de desinfecc¢ao ineficientes contra bio-
filmes, sendo necessaria a utilizacdo de doses mais elevadas dos sanitizantes (PEREIRA,
2001; SIMOES et al., 2010; FORSYTHE, 2013). Portanto, a estratégia que se deve adotar
para evitar a formacao de biofilmes e a consequente contaminagao de produtos alimenta-

res € a prevengdo através da limpeza e desinfec¢do de forma regular, ndo permitindo que
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as células se fixem firmemente e entrem em contato com superficies (MIDELET;
CARPENTIER, 2004; SIMOES et al., 2006; SIMOES et al., 2010). Sdo comuns estudos
que avaliem a concentracgao inibitoria minima (CIM) de agentes antimicrobianos, relaci-
onando-a com a MIC necessaria para impedir a adesao bacteriana e formagao de biofilme
ou até mesmo, a a¢ao sobre microrganismos em biofilme ja consolidado (PAGANO et
al.,2004).

Na avicultura atual, o uso dos sanitizantes tornou-se imprescindivel, mesmo ado-
tando-se medidas rigorosas de higiene. Devido a grande diversidade no sistema de pro-
ducdo avicola e as diferentes regides geograficas onde estdo instaladas, um plano Unico
de limpeza e desinfeccéo seria inviavel. Portanto, para que o processo seja efetivo deve-
se estabelecer um programa com objetivos claros, tais como susceptibilidade do agente
patogénico, popula¢fes mistas de microrganismos, tipo de superficie e construcdo, con-
dicbes ambientais (umidade e temperatura), quantidade de matéria organica e presenca
de recursos e equipamentos (MORGULLIS, 2005; KUANA, 2009).

2.6 Sanitizantes

Os antissépticos e sanitizantes sdo usados extensivamente na producdo animal,
sendo uma parte essencial das préaticas de controle de infec¢do e auxiliando na prevencéao
de doencas clinicas e subclinicas (MCDONNELL; RUSSELL, 1999). Por defini¢do, um
sanitizante € um composto capaz de reduzir as contagens microbianas a niveis seguros de
salde pablica e minimizar as chances de transmissdo da doenca entre um organismo e
outro (BRASIL, 1993; TORTORA et al., 2012).

O sanitizante é uma substancia normalmente quimica, que inativa as formas ve-
getativas, mas ndo necessariamente as formas esporuladas de microrganismos patogéni-
cos (PELCZAR, 1990). Como caracteristicas basicas, um bom sanitizante deve possuir
alta eficacia germicida, apresentar estabilidade quimica, ser inodoro ou com odor agrada-
vel, incolor, ndo produzir manchas, apresentar alta capacidade de penetracdo nas camadas
de matéria orgénica sem perder sua acdo, além de ndo possuir agdo corrosiva
(ALTERTHUM, 2015).

Na industria de alimentos, a desinfeccao correta das superficies de contato € uma
importante barreira sanitaria para evitar a contaminagao por microrganismos deterioran-
tes ou potencialmente patogénicos (MOLINA, 2010). A sanitiza¢do tem como objetivo a

reducdo do numero destes microrganismos presentes nas superficies onde o alimento tera
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contato, de forma a tornar o produto mais seguro e propiciar um tempo maior de prate-
leira. Esse processo pode ser falho quando pardmetros importantes sdo desconsiderados,
como uma limpeza eficiente anterior a aplicacdo do produto, concentragdo do sanitizante,
temperatura e tempo de exposi¢cdo. Quando esses fatores sao rotineiramente ignorados, a
baixa concentracdo do sanitizante em contato com o patdgeno pode levar a sele¢éo de
microrganismos resistentes (LANGSRUD et al., 2003). Inimeros compostos quimicos
ativos estdo disponiveis no mercado, sendo 0s mais utilizados na avicultura os compostos
de amdnia quaternaria, glutaraldeido e hipoclorito de sédio (JAENISCH et al., 2004;
GREZZI, 2007).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e 0 MAPA, séo
0s Orgdos responsaveis pela regulamentacdo do uso de saneantes. Antes da comercializa-
¢do, os dois 6rgdos atuam no registro e notificacdo desses produtos, observando critérios
de qualidade para garantir a eficécia e seguranca dos produtos. A Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 14 de 2007 aprova o Regulamento Técnico para Produtos Saneantes
com acao antimicrobiana destinados ao uso em objetos, superficies inanimadas e ambi-
entes (domiciliar, industrial, hospitalar e outros estabelecimentos publicos e privados de
atendimento a satde) (BRASIL, 2007). Além disso, a Instrucdo Normativa (IN) n°
26/2009 do MAPA regulamenta a fabricagéo, controle de qualidade e comercializacdo de
produtos antimicrobianos de uso veterinario (BRASIL, 2009).

2.6.1 Hipoclorito de Sodio

Os sanitizantes clorados, do grupo dos halogénios, sio amplamente utilizados na
atividade avicola pois tém poder residual pobre e sdo germicidas, tendo agdo fungicida,
algicida e protozoocida, viricida e contra formas vegetativas de bactérias, porém pouco
efetivos contra esporos bacterianos. Tem sua atividade aumentada na presenga de dgua
quente (PAULINO, 2006) e acdo bactericida assegurada em faixas de pH neutro e acido
(pH de 5 a 7) (KUANA, 2009).

A solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO), com 10 a 12% de cloro ativo, € um
dos principais compostos clorados inorgénicos utilizados para desinfeccdo no Brasil
(ANDRADE, 2008; MACEDO; OLIVEIRA, 2010). A guantidade de cloro livre que es-
tara presente na solucdo dependera do pH. Em pH igual a 8,0, cerca de 22% do cloro
estara na forma ativa, enquanto que, em pH igual a 6,0, havera cerca de 96% do cloro na
forma ativa (SOUZA; DANIEL, 2005). A adicéo de cloro, hipoclorito de so6dio e outros
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compostos clorados na dgua formam o acido hipocloroso (HOCI), considerado a forma
mais efetiva do cloro, pois tem carga neutra e se difunde tdo rapidamente quanto a agua
através da célula (ANDRADE, 2008; VERMELHO et al., 2011). O acido hipocloroso
age através da inibicao de certos sistemas enzimaticos vitais para o metabolismo bacteri-
ano, fazendo a oxidagdo dos grupos sulfidricos dos aminoacidos sulfurados presentes nas
enzimas bacterianas. Isso explica o fato de que os teores residuais de cloro na dgua de
bebida sdo suficientes para eliminar formas vegetativas bacterianas (PAULINO, 2006;
ANDRADE, 2008).

O hipoclorito de s6dio possui inimeras vantagens em relacao a outros sanitizantes
quimicos: custo baixo, de facil preparagdo e aplicagdo, agdo rapida, ndo afetados pela
dureza da agua, efetivos contra grande variedade de microrganismos e em baixas concen-
tragdes, relativamente nao-toxicos, sendo que os equipamentos ndo necessitam de enxa-
gue apos a sanitizacdo. Apesar de todas as vantagens, o sanitizante também apresenta
algumas desvantagens: instabilidade ao armazenamento, inativagdo pela matéria orga-
nica, corrosao, irritagdo da pele, baixa eficiéncia em pH mais elevado e oxidagao da bor-
racha, que muitas vezes ¢ componente de equipamentos (ANDRADE, 2008).

Dentro da industria de alimentos, o hipoclorito de sédio pode ser utilizado desde
a sanitizacdo de superficies de paredes, pisos, tetos, equipamentos e utensilios, até para a
reducdo do nimero de microrganismos em carcacas (bovinas, suinas e de aves), frutas,

vegetais e agua de resfriamento de alimentos enlatados esterilizados (ANDRADE, 2008).

2.6.2 Amonia quaternaria

Os compostos de amonia quaterndria, do grupo dos detergentes catidnicos € onde
se inclui o cloreto de benzalconio, também sao sanitizantes muito utilizados na avicultura,
porém tém atuacao limitada na presenca de matéria organica e em superficies com restos
de sabdes e detergentes anionicos (CONY; ZOCCHE, 2004). Atuam em uma ampla faixa
de pH e sdo considerados muito eficientes sobre bactérias Gram-positivas € microrganis-
mos termoduricos. No entanto, apresentam baixa a¢ao sobre bactérias Gram-negativas,
além de ser pouco eficientes contra coliformes e psicrotroficos e ineficientes contra es-
poros. Ainda, sd3o incompativeis com agentes tensoativos anidnicos, ndo corrosivos € nem
toxicos. Normalmente, sdo utilizados para a sanitizagao de pisos, paredes e equipamentos
e no controle microbiologico do ar de ambientes de processamento (ANDRADE, 2008).

O mecanismo de acdo desse grupo se dé4 através da desnaturagdo e precipitagao
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das proteinas da membrana celular e do citoplasma bacteriano, liberando nitrogénio e
potassio das células. Também agem quebrando os complexos lipoprotéicos da célula bac-
teriana liberando enzimas autoliticas. Geralmente, os compostos de amonia quaternaria
combinam-se com proteinas, gorduras e alguns fosfatos e t€ém alto poder de adsor¢ao na

parede celular, onde exercem sua acao antibacteriana (PAULINO, 2006).

2.7 Resisténcia aos sanitizantes

A resisténcia bacteriana aos sanitizantes pode ser uma caracteristica intrinseca
ao microrganismo ou pode ser adquirida (MCDONNELL; RUSSELL, 1999;
BOROWSKY et al., 2006). A resisténcia intrinseca pode ser uma caracteristica propria,
como por exemplo a composicdo da membrana e parede, a expresséo de bombas de efluxo
e a producdo de enzimas de neutralizacdo; e geralmente apresentada por bactérias Gram-
negativas, esporuladas, micobactérias e por vezes estafilococos (BOROWSKY et al.,
2006). Por outro lado, a resisténcia adquirida pode surgir por mutacdo celular ou pela
aquisicdo de elementos genéticos moveis (plasmideos, transposons e/ou integrons)
(RUSSELL, 1998; BRAGG et al., 2014).

Assim como acontece com 0s antibidticos, concentracdes residuais de sanitizan-
tes podem levar a sobrevivéncia de microrganismos tolerantes ou ainda a sele¢éo de bac-
térias tolerantes a biocidas (AASE et al., 2000; RUSSELL, 2002a). Porém, até pouco
tempo atras, a resisténcia aos sanitizantes ndo era considerada tdo importante quanto a
resisténcia aos antimicrobianos. S6 mais recentemente € que estudos indicaram a ligacao
com a resisténcia e a resisténcia cruzada com antimicrobianos (RUSSELL, 2002b;
RUSSELL, 2004; HUET et al., 2008; MAILLARD; MCDONNELL, 2012).

Colla et al. (2012b) estudaram o perfil de resisténcia a clorexidina, amonia qua-
ternaria e acido peracético em isolados de S. Heidelberg de abatedouros. Os resultados
encontrados indicaram que amostras isoladas no ano de 2005 apresentavam 100% de sen-
sibilidade a aménia quaternéaria, enquanto que amostras do ano de 2009 apresentaram
33% de resisténcia ao mesmo sanitizante, ocorrendo uma progressao na resisténcia as
substancias.

Considerando a constante expanséo da atividade avicola no Brasil, 0s programas
sanitarios das granjas e industrias devem acompanhar tal desenvolvimento a fim de se

evitar a disseminacdo de patdgenos e principalmente a resisténcia de microrganismos.
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Uma alternativa ao uso continuo do sanitizante de escolha do programa de biosseguri-
dade, seria a adocdo de um sistema de rodizio de sanitizantes de diferentes principios
ativos e mecanismos de acdo com o objetivo de protelar a selecdo de microrganismos

resistentes, assim como aumentar o periodo de eficacia destes (SCUR et al., 2016).

2.8 Antimicrobianos

Ha varias décadas, os antimicrobianos tém sido utilizados na producéo animal,
tanto com objetivo preventivo quanto terapéutico. Além disso, os antimicrobianos, podem
ser utilizados como promotores de crescimento, a fim de melhorar o desempenho de cres-
cimento das aves e, assim, aumentar a produtividade (ROSTAGNO, 2010; MELO, 2014).
Os antimicrobianos mais utilizados ao longo do tempo para este propdsito foram as tetra-
ciclinas, os macrolideos e as penicilinas. Porém, desde 1975, a Unido Européia baniu o
uso de tetraciclinas e B-lactamicos como promotores de crescimento (SCHWARZ;
CHASLUS-DANCLA, 2001). Hoje, no Brasil, sdo autorizadas como promotores de cres-
cimento apenas as seguintes substancias: avilamicina, bacitracina, bacitracina de zinco,
colistina, clorexidina, enramicina, flavomicina, halquinol, lasalocida, lincomicina, mo-
nensina, narasina, ractopamina, salinomicina, tiamulina, tilosina, virginiamicina e zilpa-
terol (BRASIL, 2015).

Uma consequéncia indesejavel do uso de antimicrobianos como melhoradores de
desempenho é o potencial desenvolvimento de resisténcia em patdégenos de origem ali-
mentar e subsequente transmissdo ao homem, através dos alimentos (RIBEIRO et al.,
2008; MELO, 2014). Essa preocupacdo fez com que a Comunidade Europeia banisse a
utilizacdo ndo terapéutica de antimicrobianos, excluindo o uso de agentes promotores de
crescimento na producdo animal, fazendo com que paises como o Brasil e Estados Unidos
reduzissem drasticamente a utilizacdo destas drogas (SANTANA et al., 2011). No en-
tanto, segundo um relatério do The Danish Integrated Antimicrobial Resistance Monito-
ring and Research Programme (DANMAP), o uso de drogas antimicrobianas na produ-
cao avicola aumentou em 184% em 2015, devido aos varios surtos de graves doengas que
acometeram os plantéis (DANMAP, 2015).

Inimeras organizagdes internacionais como Food and Agriculture Organization
of the United Nations (FAO), World Health Organization (WHO), World Organization
for Animal Health (OIE) e Codex Alimentarius vém discutindo, hé alguns anos, o impacto

a saude publica resultante do uso de agentes antimicrobianos em animais de producdo.
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Desta forma, com o objetivo de minimizar e conter a resisténcia antimicrobiana, foi apro-
vado pela comissdo do Codex Alimentarius um cddigo internacional dispondo de diretri-
zes sobre o uso responsavel e prudente dessas substancias, bem como recomendacdes aos
governos, encorajando-os a implantar seus proprios programas de monitoramento e vigi-
lancia perante a relevancia do problema (BRASIL, 2012a).

A preocupacédo global e a implementacéo de sistemas de vigilancia e monitora-
mento da resisténcia microbiana levaram a criacdo de diversos testes laboratoriais que
tem por objetivo verificar a sensibilidade antimicrobiana in vitro de diversas espécies
bacterianas. Todos os testes se limitam a dois procedimentos bésicos: gradiente de con-
centracdo (difusdo ou disco) e diluicdo (4gar ou caldo). A decisdo sobre a utilizacdo de
um dos métodos é baseada no custo, facilidade de uso e na flexibilidade (GUIGUERE,
2010). Entretanto, para qualquer que seja a escolha, deve-se levar em conta que 0s testes
devem ser realizados seguindo os métodos aceitos mundialmente e definidos por algum
6rgdo competente, como o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), British Society for Anti-
microbial Chemotherapy (BSAC) (SCHWARZ et al., 2010) e mais recentemente o Bra-
zilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST) (MARTINO, 2015).

Normalmente, os resultados para testes de susceptibilidade antimicrobiana in vitro
s&o apresentados através de forma quantitativa ou qualitativa (GUIGUERE, 2010). O re-
sultado qualitativo é relatado apenas como sensivel (isolado inibido/sucesso terapéutico),
intermediario (efeito terapéutico indeterminado ou incerto) ou resistente (isolado nédo-
inibido/risco elevado de insucesso na terapéutica). J& o resultado quantitativo, além de
fazer a mesma classificacdo, € também expresso como MIC, em pg/mL ou mg/L
(KAHLMETER et al., 2003; GUIGUERE, 2010).

Existem dois critérios interpretativos para avaliar um teste de MIC, como o reali-
zado neste trabalho: valores de breakpoint clinicos e valores de cut-off epidemiolégicos
(ECOFFs) (KAHLMETER et al., 2003; BYWATER et al., 2006; SCHWARZ et al.,
2010). Os breakpoints podem servir como guia para a terapéutica, classificando o isolado
em clinicamente sensivel, intermediario ou resistente ao antimicrobiano testado
(SILLEY, 2012), enquanto que os valores de ECOFF séo utilizados em estudos para de-
tectar mecanismos de resisténcia e inspecionar o desenvolvimento da resisténcia em po-
pulagcdes microbianas definidas (KAHLMETER et al., 2003; EFSA, 2012).
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Os valores de ECOFF sdo formulados pelo EUCAST a partir da distribuicdo dos
valores de MIC em populagdes de microrganismos sem mecanismo de resisténcia adqui-
rida fenotipicamente detectavel, as chamadas popula¢des-selvagens ou wild type (WT).
Por outro lado, existem também as populacdes que possuem um mecanismo de resisténcia
detectavel fenotipicamente e sdo conhecidas como ndo-selvagens ou non-wild type (N\WT)
(KAHLMETER et al., 2003; SILLEY, 2012; EFSA, 2015). Para definir os ECOFFs, é
necessaria a coleta e analise de dados do microrganismo em quest&o e sua relagdo com o
antimicrobiano. Em seguida, os dados séo adicionados a um banco de dados disponibili-

zado gratuitamente na internet (http://mic.eucast.org/Eucast2/).

29 Resisténcia aos antimicrobianos

Ainda que grande parte das infecgdes por Salmonella sejam auto limitantes em
seres humanos e resolvam-se dentro de alguns dias, as toxinfecgOes por S. Heidelberg
tendem a causar uma porcentagem desproporcionalmente alta de infecgdes invasivas, tor-
nando a terapia antimicrobiana justificavel e fazendo da resisténcia aos antimicrobianos
uma preocupacdo. Muitos dos sorovares de S. Heidelberg resistentes tém sido isolados
tanto de seres humanos quanto de carnes e ra¢des para animais (HAN et al., 2010). Por-
tanto, a utilizagdo indiscriminada de substancias antimicrobianas tanto para o tratamento
de doencas na medicina humana quanto na veterinaria, além do uso para a melhoria dos
indices zootécnicos dos animais de producdo deve ser repensada pois contribui larga-
mente para o surgimento de bactérias multirresistentes (HUR et al., 2012).

O modo de agéo de cada antimicrobiano deve ser conhecido para que se torne
possivel compreender 0s mecanismos envolvidos na resisténcia antimicrobiana
(FIGURA 1). De forma resumida, sdo cinco os modos de a¢do: (1) inibi¢do da sintese de
acidos nucléicos — quinolonas; (2) inibicdo da sintese de metabdlitos essenciais — sulfo-
namidas; (3) danos a membrana plasmaética — polimixina B; (4) inibicdo da sintese pro-
teica — tetraciclinas, aminoglicosideos e cloranfenicol; e (5) inibi¢do da sintese da parede

celular — penicilinas e cefalosporinas (TORTORA et al., 2012).
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FIGURA 1 — Principais modos de acdo de antimicrobianos sobre bactérias. (Fonte:
Adaptado de CANTO, 2009).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos pode exibir dois fenotipos: resistén-
cia intrinseca e resisténcia adquirida. A resisténcia intrinseca é natural a todos os mem-
bros de um grupo taxondmico e resulta de caracteristicas estruturais ou bioquimicas ine-
rentes aos microrganismos selvagens (GUIGUERE, 2010), independendo da exposi¢ao
anterior ao agente antimicrobiano e ndo podendo ser transferida horizontalmente
(FAJARDO et al., 2008). Exemplos de mecanismo intrinseco sdo as bombas de efluxo na
Pseudomonas aeruginosa, que expulsam diversas classes de antimicrobianos que conse-
guem adentrar a célula bacteriana (LI et al., 1994; KOHLER et al., 1997); e ainda, a
membrana externa de bactérias Gram-negativas que funciona como uma barreira para
compostos hidrofébicos e hidrofilicos (ALEKSHUN; LEVY, 2007).

Por outro lado, a resisténcia adquirida pode ser em decorréncia da mutacdo de
genes envolvidos nos mecanismos fisioldgicos e de estruturas celulares normais, da aqui-
sicdo de genes de resisténcia estranhos ou da combinacio destes (GIGUERE, 2010). As
mutacdes que causam as diferencas genéticas podem se espalhar horizontalmente entre
as bactérias por processos conhecidos como conjugacao, transformagé&o e transducao. De-
vido a alta taxa de reproducdo das bactérias, apenas um curto espaco de tempo é necessa-
rio para que quase toda a populagéo torne-se resistente ao antimicrobiano (TORTORA et
al., 2012).

As alteracOes genéticas podem ser causadas por mutagdes cromossémicas ou pela
aquisicdo de plasmideos de resisténcia, transposons ou integrons (FRYE; JACKSON,

2013; ALTERTHUM, 2015). A resisténcia mediada por mutacdes geralmente € simples,
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atingindo apenas uma substancia antimicrobiana, ja que dificilmente uma célula bacteri-
ana sofre mutacgdo simultanea para mais de um antimicrobiano (ALTERTHUM, 2015).

Os plasmideos séo elementos moveis capazes de coexistirem, na mesma célula,
com outros elementos moveis e, por isso, sua resisténcia pode ser multipla, ou seja, genes
de resisténcia para diferentes antimicrobianos podem estar envolvidos, levando ao apare-
cimento de isolados com resisténcia multipla. Considerados elementos extracromosso-
mais de replicacdo autbnoma, os plasmideos transportam genes que néo sdo necessarios
para o crescimento e multiplicacdo celular, mas que podem codificar fenotipos funda-
mentais a sobrevivéncia em condicGes adversas, como resisténcia aos antimicrobianos e
fatores de patogenicidade (SCHWARZ; CHASLUS-DANCLA, 2001).

Os transposons sdo segmentos de DNA também capazes de carrear genes de re-
sisténcia. Porém, ao contrario dos plasmideos, ndo possuem sistemas de replicacao e pre-
cisam estar integrados no DNA cromossomal destes (SCHWARZ; CHASLUS-
DANCLA, 2001). S&o capazes de se mover de um ponto a outro de um cromossomo,
mudar de cromossomo e também mover-se do genoma de uma espécie para o de outra
(LORETO; FERREIRA, 2012).

Os integrons de classe 1 sdo elementos genéticos inseridos em plasmideos e trans-
posons, que possuem em cada uma de suas extremidades sequéncias conservadas (CS)
(FIGURA 2). A extremidade 5°, ou 5°- CS, é composta por trés partes: um gene intl1, que
codifica uma integrase de classe 1, responsavel pela integracdo e excisdo de genes casse-
tes; um sitio de recombinacéo attl1, onde os genes cassetes sdo preferencialmente inte-
grados; e um promotor, que regula a expressao dos genes cassetes que estdo localizados
entre as duas CS. A extremidade 3’ (3’°- CS) é geralmente composta de um gene gacEA1
conjugado a um gene sull. Estes genes codificam resisténcia para compostos de aménia
quaternaria e sulfonamidas, respectivamente. Portanto, os integrons de classe 1 sdo capa-
zes de inserir e excluir genes cassetes, 0s quais em sua grande maioria conferem resistén-
cia bacteriana a diferentes classes de antimicrobianos, demonstrando assim como pode
existir a resisténcia cruzada entre sanitizantes e antimicrobianos (PAULSEN et al., 1993;
HALL etal., 1994; GAZE et al., 2005; CHUANCHUEN et al., 2008a). Muitos dos genes
de resisténcia aos antimicrobianos encontrados em bactérias Gram-negativas estdo conti-
dos em cassetes de genes, varios dos quais integrados numa posicdo especifica de um
integron (PADILLA; COSTA, 2015).
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FIGURA 2 — Estrutura geral de um integron classe 1. Genes: intll, integrase; gacEAI,
resisténcia aos compostos de amonia quaternaria; sull: resisténcia as sulfonamidas; orf5:
funcdo desconhecida. (Fonte: Adaptado de DROUIN et al., 2002).

A multipla resisténcia aos antimicrobianos € um problema de saude publica ob-
servado a nivel mundial. A presenca de bactérias multirresistentes se deve a presenca de
genes de resisténcia, para diferentes antimicrobianos, em um s6 plasmideo ou, ainda,
amostras com resisténcia multipla diante da presenca de dois ou mais plasmideos dife-
rentes em uma mesma bactéria (ALTERTHUM, 2015). Essa capacidade de adaptacdo dos
microrganismos para escapar da acao de farmacos antimicrobianos tem levado a inimeras
tentativas de elucidar a possivel existéncia de mecanismos de resisténcia compartilhados
entre os antimicrobianos e sanitizantes (CABRERA et al., 2007).

Estando a resisténcia antibacteriana amplamente difundida, algumas medidas de
controle em determinado pais podem ser ineficazes devido a importacédo de produtos ali-
menticios contaminados com bactérias resistentes, por exemplo, ou presentes na micro-
biota normal de animais ou humanos de paises com controle menos rigoroso. Portanto,
para evitar o aparecimento de isolados bacterianos resistentes aos antimicrobianos é ne-
cessaria a realizacdo correta de testes de sensibilidade seguida de prescri¢cdo de medica-

mentos aos quais as cepas apresentam maior sensibilidade (QUINN et al., 2005).
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Local de estudo

Os experimentos foram realizados junto ao Centro de Diagndstico e Pesquisa em
Patologia Aviaria (CDPA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). To-

dos os equipamentos necessarios para o estudo pertencem ao laboratorio da universidade.

3.2 Isolados de S. Heidelberg

Os isolados de S. Heidelberg analisados séo de fontes avicolas, procedentes da
regido sul do Brasil e seus dados encontram-se disponiveis no Apéndice A. Dentre os 40
isolados pesquisados, 20 foram coletados, isolados e sorotipificados no ano de 2006
(BORSOI, 2009). Os demais (20) foram isolados e sorotipificados no ano de 2016 por
um laboratorio de diagnostico veterinario particular credenciado ao MAPA e gentilmente
cedidas para este experimento.

Todos os isolados encontravam-se armazenados em eppendorfs contendo caldo
Brain-Heart Infusion (BHI - Oxo0id®) com glicerol (3:1) e mantidos sob a temperatura de
-80°C. Para a reativagdo dos mesmo, foi utilizado primeiramente agar Xylose Lysine
Deoxycholate (XLD - Merck®). As placas foram incubadas a 36 + 1°C e ap0s 24 horas,
foi observada a presenca de colénias compativeis com Salmonella spp. Assim, uma colé-
nia caracteristica foi selecionada e semeada em caldo BHI sob as mesmas condicGes de

incubagdo anteriormente descritas.
3.3  Avaliacdo da eficacia dos sanitizantes

O método para avaliacdo da eficiéncia dos sanitizantes foi o de diluicdo, com teste
de suspensdo em células planctonicas, conforme descrito pelo MAPA - Portaria n°® 101
(BRASIL, 1993).

3.3.1 Sanitizantes e o preparo das dilui¢cbes

Avaliou-se a susceptibilidade dos isolados de S. Heidelberg em suspenséo frente

a dois sanitizantes de uso comercial: hipoclorito de sddio (MediQuimica®) e cloreto de
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benzalconio (Exodo Cientifica®). As concentracdes de teste fazem referéncia aquelas in-
dicadas em produtos comercias e rotineiramente utilizadas nas instalagdes e industrias
avicolas. Para o hipoclorito de sédio foram testadas concentracfes de 0,5% e 1,0%, en-
quanto que para o cloreto de benzalcénio as concentracdes foram de 100 ppm e 200 ppm.

Os sanitizantes foram diluidos em agua destilada estéril. A seguir, foram distribui-
dos, em tubos de ensaio, 9 mL de cada concentracdo a ser testada. A adi¢do de 1% de
Soro Fetal Bovino (Gibco®), indicando a presenca de matéria organica, foi realizada ime-

diatamente antes do inicio do ensaio.

3.3.2 Determinacgéo da suspenséo teste

Apbs a reativacdo dos isolados de S. Heidelberg, uma aliquota do caldo BHI ino-
culado foi retirada e adicionada a um tubo contendo Agua Peptonada Tamponada (APT -
Himedia®) 0,1%, a fim de obter turbidez compativel com escala 0,5 de MacFarland
(aproximadamente 108 UFC/mL). Para confirmagao da concentragio bacteriana desejada,
foi determinada a densidade 6ptica (DO) por espectrofotémetro (SP 22, Biospectro, Bra-
sil) no comprimento de onda 625 nm. Ap6s, 1 mL da suspenséo foi diluido em 9 mL de
APT 0,1%, por duas vezes, gerando ao final um inéculo com aproximadamente 10°
UFC/mL.

3.3.3 Teste da atividade antimicrobiana do hipoclorito de sodio e cloreto de benzalconio

Todos o0s tubos de ensaio contendo as dilui¢es dos sanitizantes com a matéria
organica foram submetidos a diferentes condi¢cfes de temperatura (12 + 1°C e 25 £ 1°C).
A cada tubo foram adicionados 100 pL do inéculo e imediatamente o tempo de contato
foi cronometrado. Apos 5 € 15 minutos de exposi¢ao, aliquotas de 10 pL das suspensoes
foram retiradas e transferidas em triplicata para tubos contendo caldo BHI acrescidos de
solucdo neutralizante (polissorbato 80, lecitina de soja e tiossulfato de sodio), para que o
efeito do sanitizante fosse inibido. Os tubos foram incubados a 36 + 1°C por 96 horas.
Aqueles com turvacdo, formacéo de pelicula na superficie ou de precipitado no fundo
foram considerados positivos (crescimento bacteriano) e confirmados atraves do repique
de uma aliquota em placas contendo agar seletivo XLD, a fim de confirmar a viabilidade

bacteriana e excluir a possibilidade de presenca de microrganismos contaminantes. As
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placas foram incubadas a 36 + 1°C por 24 horas. Ao final, os isolados testados foram

classificados como resistentes ou sensiveis perante a a¢cdo dos sanitizantes.

3.4  Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) de antimicrobianos

Os testes de concentracdo inibitéria minima (MIC) foram realizados como deter-

minado pelo CLSI (2013a; 2013b), através do método de microdiluicdo em caldo.

3.4.1 Antimicrobianos e o preparo das solucGes-estoque

Os antimicrobianos testados pertencem a quatro classes distintas: aminoglicosi-
deos (gentamicina (Sigma-Aldrich®)), fenicois (cloranfenicol (Sigma-Aldrich®)), qui-
nolonas (&cido nalidixico (Sigma-Aldrich®), ciprofloxacina (Sigma-Aldrich®) e enro-
floxacina (Sigma-Aldrich®)) e tetraciclinas (tetraciclina (Sigma-Aldrich®)). As concen-
tracOes adotadas para o ensaio, bem como os valores de ECOFF utilizados para a inter-
pretacdo dos resultados sdo recomendacfes do EUCAST (EFSA, 2012). Os valores de
breakpoint sdo critérios adotados pelo CLSI (2013b). Na auséncia dos parametros inter-
pretativos para enrofloxacina no EUCAST e CLSI, os valores de ECOFF e breakpoint
foram os indicados em estudo prévio (HAO et al., 2013) (TABELA 1).

TABELA 1 - Antimicrobianos testados, intervalo das concentracoes e valores de ECOFF
e de breakpoint.

Antimicrobianos Concentracdes ECOFF Breakpoint
) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Acido nalidixico 1-128 > 162 >320
Ciprofloxacina 0,008 - 16 > 0,064 2 >40b
Cloranfenicol 2-128 > 162 >32b
Enrofloxacina 0,008 - 8 >2¢ >0,5°
Gentamicina 0,25 - 64 >22 >16°
Tetraciclina 0,5-64 >82 >16°
aFonte: https://mic.eucast.org/Eucast2/

b CLSI, 2013b
®HAO et al., 2013

O preparo das solugdes-estoque dos antimicrobianos testados seguiu o recomen-
dado pelo CLSI (CLSI, 2013a). Desta forma, as concentra¢es foram equivalentes a dez

vezes a maior concentragdo a ser testada ou apresentavam, no minimo, 1.000 pg/mL.
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Apos a diluicdo dos antimicrobianos, os mesmos foram aliquotados em eppendorfs, pro-
tegidos da luz e estocados a -20°C até 0 momento do uso.

3.4.2 Determinacdo da suspensdo teste

Apos a reativacdo dos isolados de S. Heidelberg em caldo BHI, uma algada foi
inoculada em placa contendo Trypticase Soy Agar (TSA - Oxoid®) e entdo incubada a 36
+ 1°C por 18 horas. A seguir, algumas coldnias foram colocadas em solucdo salina 0,85%
(NaCL - Synth®) a fim de obter turbidez compativel com escala 0,5 de MacFarland —
correspondente a 1 x 10 UFC/mL. Para confirmacéo da concentragio bacteriana dese-
jada, foi determinada a densidade dptica (DO) por espectrofotdmetro (SP 22, Biospectro,
Brasil) no comprimento de onda 625 nm.

Por fim, a suspensdo foi diluida em 9 mL de caldo Cation Adjusted Muller Hinton
(CAMBH - Fluka®), correspondendo a uma concentragéo de 10’ UFC/mL.

3.4.3 Teste da concentracao inibitéria minima

DiluicOes seriadas de base 2 das soluces estoque de antimicrobianos com
CAMBH foram realizadas e, a cada po¢o de uma placa de microdiluicdo de 96 pocos
(Kasvi®), foram adicionados 100 puL em ordem decrescente de concentragcdo. Apos, 0S
pocos receberam 5 pul da suspensdo teste, resultando em uma concentracéo final de apro-
ximadamente 5 x 10° UFC/mL ou 5 x 10* UFC/poco.

Para cada fileira da microplaca contendo o isolado testado nas diferentes concen-
tracGes do antimicrobiano, também havia um pog¢o contendo apenas CAMBH sem anti-
microbiano (controle negativo) e um poco contendo CAMBH sem antimicrobiano e com
inéculo (controle positivo), para que fosse comprovado o crescimento bacteriano. Além
disso, uma cepa de Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada como controle de quali-
dade em todas as placas de teste e, periodicamente, era realizada a contagem em placa
para avaliar a correta diluicdo dos microrganismos. Para tanto, uma aliquota de 10 puL do
poco controle positivo era inoculada em 10 mL de solugdo salina. Desta, 100 pLL foram
espalhados pela técnica de spread plate em agar TSA e incubado a 36 + 1°C por 18-24
horas. A contagem esperada era de 20 a 80 colonias, correspondendo a 2 a 8 x 10°

UFC/mL (concentracdo final do indculo na placa de microdiluicéo).
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As placas de microdilui¢do foram seladas com parafilme e incubadas a 36 £ 1°C
por 16-20 horas. Apos anélise sob um fundo escuro, a concentracdo inibitéria minima do
antimicrobiano para o isolado testado foi estabelecida pela menor concentragdo onde nédo

foi observado crescimento bacteriano.

35 Analise estatistica

A analise estatistica descritiva foi usada para determinar o agrupamento dos iso-
lados conforme o perfil de susceptibilidade, tanto para os testes de avaliacdo da eficacia
dos sanitizantes quanto para os testes de concentracao inibitéria minima dos antimicrobi-
anos. O teste ndo-paramétrico de McNemar foi utilizado para avaliar a comparacao entre
0s periodos (2006 e 2016) para os isolados correlacionados. O programa PASW Statistics
18 foi utilizado para as analises, adotando-se como referéncia o nivel de significancia de
5%.
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4 RESULTADOS

4.1  Avaliacdo da eficacia dos sanitizantes

Dentre os 20 isolados de S. Heidelberg de 2006, todos apresentaram-se sensiveis
as duas concentragdes de hipoclorito de sddio a 12 + 1°C e apenas 2 (10%) isolados foram
resistentes a temperatura de 25 + 1°C, concentracdo 0,5% e tempo de contato de 5 minu-
tos. Todos os isolados do ano de 2016 demonstraram sensibilidade ao sanitizante hipo-
clorito de sédio, independente de temperatura, concentracdo de uso ou tempo de contato
(TABELA 2).

TABELA 2 — Numero de isolados de S. Heidelberg resistentes ao hipoclorito de sddio
por concentracao, temperatura e tempo de contato.

Condicdes Tempo de N° de isolados N° de isolados
(Cone G+ N conEt)ato resistentes (%) resistentes (%)
' Ano 2006 Ano 2016
5’ 0 0
0,5%el12+1°C
’ 15’ 0 0
5’ 0 0
1,0%el12+1°C
’ 15’ 0 0
0,5% e 25 + 1°C > 2 (10%) 0
15° 0 0
5’ 0 0
1,0%e25x1°C
15° 0 0

Legenda: Conc.: concentragdo testada do sanitizante, T: temperatura de uso do sanitizante durante
0S ensaios.

Nos 20 isolados de 2006 testados frente ao sanitizante cloreto de benzalcénio, a
uma concentracdo de 100 ppm e 12 + 1°C, 14 (70%) e 8 (40%) foram resistentes nos
tempos de contato de 5 e 15 minutos, respectivamente. Quando utilizada a mesma tem-
peratura, porém com concentracdo de 200 ppm, os isolados resistentes foram 5 (25%) e
1 (5%), para 5 e 15 minutos de contato (TABELA 3). Quando a temperatura adotada foi
de 25 £ 1°C, a uma concentracédo do sanitizante de 100 ppm, 14 (70%) e 6 (30%) isolados
demonstraram resisténcia aos 5 e 15 minutos de contato, enquanto que para as mesmas
condicBes, somente com concentracao alterada para 200 ppm, a resisténcia foi observada
em apenas 4 (20%) e 2 (10%) isolados, aos 5 e 15 minutos, respectivamente (TABELA
4).
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Os isolados de 2006 ainda apresentaram diferenca significativa (p<0,05) no perfil
de susceptibilidade ao cloreto de benzalcénio considerando-se a concentragéo de uso, in-
dependentemente do tempo de contato e da temperatura. Assim, houve uma maior fre-
quéncia de isolados sensiveis a concentracdo de 200 ppm. A excecdo foi o teste com o
sanitizante a 25 £ 1°C por 15 minutos, onde ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
entre as concentragdes de 100 e 200 ppm.

TABELA 3 - Numero de isolados de S. Heidelberg resistentes ao cloreto de benzalcénio
al2+1°C.

N° de isolados resistentes (%)  N° de isolados resistentes (%)

Tempo de contato Ano 2006 Ano 2016
100 ppm 200 ppm 100 ppm 200 ppm
5 14 (70%) a 5 (25%) a 17 (85%) a 7 (35%) a
15’ 8 (40%) b 1 (5%) a 7(35%) b 1 (5%) b

Legenda: o nimero de isolados resistentes seguido por letras minusculas diferentes nas colunas,
diferem entre si pelo teste de McNemar (p<0,05).

TABELA 4 — Numero de isolados de S. Heidelberg resistentes ao cloreto de benzalconio
a25+1°C.

N° de isolados resistentes (%)  N° de isolados resistentes (%)

Tempo de contato Ano 2006 Ano 2016
100 ppm 200 ppm 100 ppm 200 ppm
5 14 (70%) a 4 (20%) a 15 (75%) a 11 (55%) a
15 6 (30%) b 2 (10%) a 5(25%) b 1(5%) Db

Legenda: o nimero de isolados resistentes seguido por letras minudsculas diferentes nas colunas,
diferem entre si pelo teste de McNemar (p<0,05).

O ndmero de isolados resistentes do ano de 2016 testados frente ao cloreto de
benzalconio a uma concentracdo de 100 ppm e 12 + 1°C foi de 17 (85%) e 7 (35%), nos
tempos de contato de 5 e 15 minutos, respectivamente. Quando utilizada a mesma tem-
peratura, porém com concentracdo de 200 ppm, os isolados resistentes foram 7 (35%) e
1 (5%), para 5 e 15 minutos de contato (TABELA 3). Quando a temperatura adotada foi
de 25 £ 1°C, a uma concentragédo de cloreto de benzalconio de 100 ppm, 15 (75%) e 5
(25%) isolados demonstraram resisténcia aos 5 e 15 minutos de contato, enquanto que
para as mesmas condic¢Ges, somente com concentracao alterada para 200 ppm, a resistén-
cia foi observada em 11 (55%) e 1 (5%) isolados, aos 5 e 15 minutos, respectivamente
(TABELA 4).
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Os isolados de 2016 também apresentaram diferenca significativa (p<0,05) no
perfil de susceptibilidade ao cloreto de benzalconio considerando-se a concentragdo de
uso, independentemente do tempo de contato e a 12 + 1°C. Neste caso, houve uma maior
frequéncia de isolados sensiveis com a concentracdo de 200 ppm. No entanto, ndo houve
diferenca (p>0,05) no perfil conforme a concentracdo quando se avaliou o sanitizante a
25 + 1°C e nos dois tempos de contato.

Quando comparados os dois periodos de tempo estudados, 2006 e 2016, houve
diferenca significativa (p<0,05) apenas quando se avaliou o sanitizante cloreto de ben-
zalcbnio na concentracgdo de 200 ppm a 25 + 1°C e por um tempo de contato de 5 minutos.
Neste caso, a frequéncia de isolados resistentes foi maior em 2016. Ainda, os testes de
susceptibilidade aos sanitizantes revelaram que apenas 2 isolados de 2006 e outros 2 iso-
lados de 2016 foram sensiveis aos dois sanitizantes testados frente a todas as condi¢bes

impostas.

4.2  Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) de antimicrobianos

Os valores de breakpoint clinico foram utilizados para estabelecer os perfis feno-
tipicos dos isolados analisados. Nos isolados de 2006, ndo foi detectada resisténcia ao
cloranfenicol e a ciprofloxacina. Para o antimicrobiano &cido nalidixico, foi detectada
resisténcia em 10 (50%) isolados, enquanto que para enrofloxacina, gentamicina e tetra-
ciclina a resisténcia foi observada em apenas 1 (5%) isolado cada (TABELA 5). Dentre
os isolados, 8 (40%) foram susceptiveis a todos os antimicrobianos testados (TABELA
7).

Os isolados do ano de 2016 também néo apresentaram resisténcia ao cloranfenicol
e a ciprofloxacina. Para os antimicrobianos acido nalidixico, enrofloxacina, gentamicina
e tetraciclina foi observada resisténcia em 13 (65%), 4 (20%), 6 (30%) e 15 (75%) isola-
dos, respectivamente (TABELA 6). Entre os isolados, 4 (20%) foram susceptiveis a todos
0s antimicrobianos testados e 5 (25%) foram resistentes a trés ou mais classes de antimi-

crobianos, sendo assim considerados multirresistentes (TABELA 7).
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TABELA 5 — Resultado da Concentracéo Inibitéria Minima (MIC) dos isolados de S. Heidelberg do ano de 2006 frente aos diferentes antimicro-
bianos avaliados.

Frequéncia (%) de isolados com MIC (ug/mL) igual a:

ATM @ AWT (%) R ¢ (%)
0,008 0015 003 006 0125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128
NAL - - - - - - _ 200 300 O 0 o ] 0 ¢ 0o 500 50,0 50,0
CIP 500 O o 450l o 0 0 50 0 0 f o0 0 . - , 5,0 0
cL ; ; ; ; ; ; ; . 100 o0 0 ol o i o 0 0 0
ENO 50 450 50 0 150 250 0 : 0 50 | O 0 0 . , , 0 5,0
GEN - - - - - 50 60 200 0 ] 0o 50 0 is50 o0 0 10,0 5,0
TET - - - - ; ~ 800 150 O 0 o o fs0 o ; 5,0 5,0

2 Antimicrobianos (ATM) avaliados: acido nalidixico (NAL), ciprofloxacina (CIP), cloranfenicol (CL), enrofloxacina (ENO), gentamicina (GEN) e tetraciclina
(TET).

b 1solados non-wild type ("WT), conforme valores ECOFF.

¢ Isolados resistentes (R), conforme valores de breakpoint clinicos.

As linhas verticais sélidas indicam os valores ECOFF, enquanto que as pontilhadas indicam os valores de breakpoint clinicos, quando diferem dos valores
ECOFF correspondentes.
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TABELA 6 — Resultado da Concentracéo Inibitéria Minima (MIC) dos isolados de S. Heidelberg do ano de 2016 frente aos diferentes antimicro-
bianos avaliados.

Frequéncia (%) de isolados com MIC (ug/mL) igual a:

ATM 2 NWT ® (%) R © (%)
0,008 0015 003 006 0125 025 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128

NAL - - - - - - - 200 50 o0 50 50] 0 0 @650 65,0 65,0
CIP 250 0 o 600] o 150 o 0 0 0 0 0 - - - 15,0 0
cL ; ; - - - - - - 90,0 100 0 o Il o i o 0 0 0
ENO 50 150 50 0 200 350 200 i O o | o 0 0 - - - 0 20,0
GEN - - - - - 0 50 150 o0 | o 0 50 :150 100 O 30,0 30,0
TET - - - - - - 250 0 0 0 o | o i350 400 - 75,0 75,0

2 Antimicrobianos (ATM) avaliados: acido nalidixico (NAL), ciprofloxacina (CIP), cloranfenicol (CL), enrofloxacina (ENO), gentamicina (GEN) e tetraciclina
(TET).

b 1solados non-wild type ("WT), conforme valores ECOFF.

¢ Isolados resistentes (R), conforme valores de breakpoint clinicos.

As linhas verticais sélidas indicam os valores ECOFF, enquanto que as pontilhadas indicam os valores de breakpoint clinicos, quando diferem dos valores
ECOFF correspondentes.
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TABELA 7 — Distribuicdo dos perfis fenotipicos de resisténcia aos antimicrobianos dos
isolados de S. Heidelberg nos anos de 2006 e 2016.

Perfil fenotipico de resistén-  N° de classes de Isolados (%) Isolados (%)
cia aos antimicrobianos antimicrobianos Ano 2006 Ano 2016

NAL, ENO, GEN, TET 3 - 2 (10%)
ENO, GEN, TET 3 - 1 (5%)
NAL, GEN, TET 3 - 2 (10%)
NAL, ENO, TET 2 - 1 (5%)
GEN, TET 2 1 (5%) 1 (5%)
NAL, TET 2 - 7 (35%)
NAL, ENO 1 1 (5%) -
TET 1 - 1 (5%)
NAL 1 9 (45%) 1 (5%)
Sensivel para todos ? 4 8 (40%) 4 (20%)
MIC - Intermediario - 1° (5%) -

NAL.: &cido nalidixico, CIP: ciprofloxacina, ENO: enrofloxacina, GEN: gentamicina, TET: tetra-
ciclina.

2 Sensivel para todos os antimicrobianos, incluindo cloranfenicol.

® 1 isolado classificado como Intermediario frente a gentamicina.

Os valores de ECOFF também foram utilizados para avaliar os isolados classifi-
cados como nWT (FIGURA 3). Para 0 ano de 2006, cloranfenicol e enrofloxacina foram
0s Unicos antimicrobianos que ndo apresentaram isolados NWT. As frequéncias para &cido
nalidixico e gentamicina foram de 50% e 10%, enquanto que para ciprofloxacina e tetra-
ciclina foram de 5% cada. Ja para os isolados do ano de 2016, cloranfenicol e enrofloxa-
cina também ndo apresentaram isolados NWT, enquanto que acido nalidixico, ciprofloxa-
cina, gentamicina e tetraciclina apresentaram frequéncias de 65%, 15%, 30% e 75% dos

isolados nNWT, respectivamente.
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FIGURA 3 — Porcentagem de isolados de S. Heidelberg nWT em 2006 e 2016.

nWT: non-wild type, NAL: &cido nalidixico, CIP: ciprofloxacina, CL: cloranfenicol, ENO: enro-
floxacina, GEN: gentacimina, TET: tetraciclina. * p<0,05: h& diferenca significativa entre os dois
periodos testados.

A cepa de Escherichia coli ATCC 25922 utilizada em todos os ensaios apresentou
valores de MIC dentro dos parametros estabelecidos pelo CLSI. A contagem das placas
inoculadas, realizada através de uma aliquota da suspensdo da cepa semeada em agar
TSA, confirmou a concentracdo estabelecida para o método que era de 2 a 8 x 10°

UFC/mL e, assim, garantiu que as diluicdes dos microrganismos foram realizadas de
forma correta.
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5 DISCUSSAO

O teste de eficiéncia dos sanitizantes hipoclorito de sédio e cloreto de benzalconio
foi realizado para avaliar a resisténcia dos isolados testados em fase planctdnica. Foram
utilizadas concentracdes e tempo recomendados pelo fabricante, além de concentragdes
inferiores em relacdo as concentrages recomendadas.

Os resultados de eficiéncia do sanitizante hipoclorito de s6dio encontrados no pre-
sente trabalho foram muito favoraveis. Apenas dois isolados do ano 2006 mostraram-se
resistentes aos 5 minutos de contato e concentracgao de 0,5%. Para todas as demais amos-
tras, independentemente da concentracdo utilizada, o sanitizante foi eficiente ja aos 5 mi-
nutos de contato. Os resultados obtidos vdo de encontro a outros estudos, em que houve
sensibilidade das amostras de Salmonella perante o hipoclorito de s6dio (JAENISCH et
al., 2010; RIAZI; MATTHEWS, 2011). Machado et al. (2010) encontraram 100% dos
isolados de Salmonella sensiveis ao hipoclorito de sédio na concentra¢do recomendada
pelo fabricante (2%), assim como Kich et al. (2004) que detectaram 100% de sensibili-
dade em isolados de S. Typhimurium para hipoclorito de sddio a 1%, independentemente
do tempo de contato e temperatura testados. E importante destacar que mesmo na pre-
senca de matéria organica, o hipoclorito de sédio foi eficiente nas duas concentragdes
testadas. Devido a este motivo, além de possuir boa efetividade contra uma grande vari-
edade de microrganismos e por ser ativo mesmo em baixas concentracdes, os hipocloritos
tém sido amplamente utilizados na inddstria de alimentos (ANDRADE; MACEDO,
1996).

Os testes realizados com cloreto de benzalcénio néo resultaram em 100% de efi-
ciéncia, como o hipoclorito de so6dio. Em estudo realizado por Colla et al. (2012b), foi
encontrada eficiéncia de 100% da amonia quaternaria na concentracdo 0,5% com tempo
de contato de 10 minutos, sobre isolados de S. Heidelberg de origem aviaria, enquanto
que em estudo posterior, amdnia quaternaria em concentracdo maior (1%) demonstrou
efetividade diminuida em isolados de Salmonella — 89,2% com 10 minutos de contato e
97,3% ap0s 15 minutos de contato (COLLA et al., 2014). Cardoso et al. (2008) detecta-
ram sensibilidade em apenas 8,75% dos isolados de S. Enteritidis quando da realizacao
do teste com o sanitizante e 20 minutos de contato. Ainda, Machado et al. (2010) encon-
traram isolados de Salmonella resistentes a quaternario de amonia na concentragdo de 200
ppm e com tempo de exposic¢do de 20 minutos, corroborando com os resultados obtidos

no presente trabalho.
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A toleréncia dos isolados ao cloreto de benzalconio pode ocorrer devido a pre-
senga de matéria organica (MCDONELL; RUSSELL, 1999; RODGERS et al., 2001;
PINHEIRO et al., 2002; KICH et al., 2004; GREZZI, 2007), uma vez que ela é respon-
savel por proteger o microrganismo e impedir 0 contato necessario com o sanitizante ou
até mesmo inativar alguns produtos (FAVERO; BOND, 1991). Portanto, 0 mecanismo
de acdo do cloreto de benzalcénio pode estar mais relacionado as condicGes de utilizagao
do produto, principalmente na presenca de matéria organica, do que com um provavel
perfil de resisténcia de Salmonella spp. (KICH et al., 2004), ainda que a resisténcia aos
compostos de quaternario de aménio seja um problema potencial na industria de alimen-
tos (SUNDHEIM et al., 1998).

Uma explicacdo para a tolerancia ao cloreto de benzalconio é de que nas bactérias
Gram-negativas, como a Salmonella, derivados do quaternario de amonio tem eficacia
reduzida pois a membrana externa, com sua camada de lipopolissacarideos, atua como
uma barreira contra condic¢des externas prejudiciais (NIKAIDO et al., 2003; BRAGG et
al., 2014). Outro possivel mecanismo de resisténcia ao cloreto de benzalcdnio é devido
ao sistema de bombas de efluxo. Em Salmonella, existem pelo menos nove genes do sis-
tema de efluxo de drogas, dos quais trés (AcrAB, AcrEF e MdsABC) sdo conhecidos por
expulsar o cloreto de benzalcénio da célula (M@RETR@ et al., 2012). Randall et al.
(2007) verificaram a necessidade de um sistema de efluxo para a resisténcia de S.
Typhimurium a trés sanitizantes derivados de quaternario de aménio.

Outro ponto a ser observado nos resultados obtidos através do teste com cloreto
de benzalcénio foi a maior eficiéncia do sanitizante quando a temperatura utilizada foi a
de 25 °C. Alguns trabalhos ndo reportam diferenca entre as temperaturas utilizadas para
testes com Salmonella (KICH et al., 2004; STRINGFELLOW et al., 2009; JAENISCH
et al., 2010). No entanto, Camilotti et al. (2015) detectaram que o cloreto de benzalconio
teve sua atividade comprometida a 8°C, sendo mais eficiente em temperatura de 20°C
quando testado em isolados de S. Hadar. Outros estudos obtiveram os mesmos resultados
em temperaturas inferiores, corroborando com os resultados aqui apresentados
(TUNCAN, 1993; TAYLOR et al., 1999).

Os resultados dos testes de eficiéncia de sanitizantes demonstram a importancia
desta avaliagéo a fim de definir programas de sanitizagdo que visem a elei¢do de princi-
pios ativos adequados ao ambiente em questdo, juntamente com a adequacao do tempo

de agdo dos produtos. Discrepancias sdo observadas entre os estudos que avaliam a ativi-
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dade de sanitizantes, tais divergéncias podem ocorrer em virtude das diferencas metodo-
I6gicas, origens das cepas utilizadas, tempos de contato, formulagdes dos produtos e con-
centracOes testadas. Portanto, sugere-se a padronizacdo dos experimentos que utilizam
sanitizantes a fim de se obter resultados precisos e aplicaveis (BOROWSKY et al., 2006).

O teste de MIC também foi realizado com o intuito de avaliar a susceptibilidade
dos isolados frente a seis antimicrobianos: &cido nalidixico, ciprofloxacina, cloranfenicol,
enrofloxacina, gentamicina e tetraciclina. Como citado anteriormente, os valores de
ECOFF séo utilizados para detectar os mecanismos de resisténcia e monitorar o desen-
volvimento da resisténcia em determinada populagdo microbiana (KAHLMETER et al.,
2003; EFSA, 2012). Portanto, no presente trabalho, esses valores foram utilizados para
determinar populac6es nWT de 20 isolados de S. Heidelberg do ano de 2006 e outros 20
isolados de 2016, todos provenientes de fontes avicolas.

Através da determinacdo de MIC, realizada em microdiluicdo em caldo, foi pos-
sivel estabelecer que houve uma progressdo significativa nas taxas de populagdes nWT
para o farmaco tetraciclina, passando de 5% para 75% de um periodo para outro. Inime-
ros estudos tem encontrado altos niveis de resisténcia a tetraciclina em amostras de Sal-
monella isoladas de fontes avicolas (BUSANI et al., 2004; CARDOSO et al., 2006;
CHUANCHUEN et al.,, 2008b; RIBEIRO et al., 2008; THAI et al., 2012;
ASGHARPOUR et al., 2014; PANDINI et al., 2014; SARMIENTO, 2016). Outros estu-
dos revelam a resisténcia de S. Heidelberg a tetraciclina (ZHAO et al., 2008; HAN et al.,
2011; GIERALTOWSKI et al., 2016). Em pesquisa semelhante, Mion et al. (2014), ava-
liaram S. Heidelberg isoladas em 2005 e 2009, e detectaram um aumento de resisténcia a
doxiciclina (classe das tetraciclinas) de 7,6% para 33,3%.

Os antimicrobianos da classe das tetraciclinas foram amplamente utilizados de
maneira profilatica em racGes de frangos de corte no Brasil até 1998, quando seu uso foi
vetado em aditivos alimentares para animais (BRASIL, 1998). Entretanto, um levanta-
mento realizado em 2005 pela Secretaria de Estado da Saude do Parand em 28 cooperati-
vas integradas e abatedouros de frango de corte do Estado, detectou o uso das tetraciclinas
como promotores de crescimento (6%) e também na terapéutica (11%), ainda que no Bra-
sil seja proibido seu uso para estes fins na cadeia de frango de corte (SESA, 2005). Por-
tanto, a utilizacdo indevida deste farmaco pode estar levando a progresséo da resisténcia
de Salmonella e outros patdgenos e, consequentemente, limitando as opgdes terapéuticas.

Além disso, a resisténcia pode estar relacionada a difusdo dos diversos genes tet

que conferem resisténcia de Salmonella a tetraciclina (PEZZELLA et al., 2004). Séo
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descritos mais de 35 diferentes genes que estéo relacionados a bombas de efluxo associ-
adas a membrana. Os genes tetA, tetB, tetC, tetD e tetG tém sido encontrados em Salmo-
nella, sendo tetA e tetB os mais frequentes (FRECH; SCHWARZ, 2000; MICHAEL et
al., 2006; HAN et al., 2011).

Segundo Frye e Jackson (2013), patdgenos oportunistas e bactérias comensais,
como Escherichia coli e Enterococcus, isolados de alimentos de origem animal e onde
detectou-se resisténcia a determinado numero de antimicrobianos, podem servir como
reservatorio para genes de resisténcia e, através de elementos genéticos moveis, transferi-
los para Salmonella e outros patégenos. Desta forma, a progressao da resisténcia a tetra-
ciclina também pode estar relacionada a presenca de plasmideos ou transposons que, por
carrearem genes de resisténcia ao farmaco associados a genes de resisténcia de outras
classes antimicrobianas, continuam sofrendo presséo seletiva.

O percentual de isolados nWT para gentamicina foi relativamente baixo no pre-
sente estudo: 10% para os isolados de S. Heidelberg de 2006 e 30% para os isolados de
2016, porém sem diferenca significatia (p>0,05). Outros estudos também identificaram
baixos indices de isolados de Salmonella resistentes a gentamicina (RIBEIRO et al.,
2008; CUIl et al., 2009; PANDINI et al., 2014; MENDONCA, 2016; SAIFUDDIN et al.,
2016). Em trabalhos recentes, Gieraltowski et al. (2016) encontraram resisténcia de S.
Heidelberg a gentamicina e Mion et al. (2014) detectaram progressdo da resisténcia a
gentamicina em isolados de S. Heidelberg de 2005 e 2009. Os baixos niveis de isolados
resistentes a este farmaco podem ser explicados pela rara utilizacdo da gentamicina na
cadeia avicola (GIACOMELLI et al., 2014).

Os resultados obtidos neste estudo também demonstraram altos indices de isola-
dos nWT para &cido nalidixico, uma quinolona de primeira geragéo, tanto em 2006 (50%)
guanto em 2016 (65%), corroborando com outros trabalhos com Salmonella spp. dispo-
niveis na literatura (DUARTE et al., 2009; BRASIL, 2012b; NEVES, 2014; PANDINI et
al., 2014; SARMIENTO, 2016). A resisténcia detectada provavelmente deve-se ao fato
de que o &cido nalidixico foi utilizado por muitos anos na terapia avicola (NEVES, 2014).
Normalmente, a resisténcia as quinolonas esta ligada aos seguintes mecanismos: presenca
de bombas de efluxo ativo, muta¢Ges nos genes gyrA e gyrB e diminuicdo da permeabili-
dade da membrana. O modo de envolvimento de cada um n&o é totalmente elucidado e
sugere-se um processo cumulativo destes mecanismos no que diz respeito a resisténcia
de Salmonella as quinolonas (CLOECKAERT; CHASLUS-DANCLA, 2001;
PIDDOCK, 2002; GIRAUD et al., 2006).
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Ao contrario do que acontece com as quinolonas de primeira geracéo, 0s niveis de
resisténcia as fluoroquinolonas, como a enrofloxacina e ciprofloxacina, sdo baixos entre
isolados de Salmonella (DALLAL et al., 2010; DANMAP, 2013; PANZENHAGEN et
al., 2016; PROROGA et al., 2016). Zhao et al. (2008), verificaram que 100% de seus
isolados de S. Heidelberg eram sensiveis a ciprofloxacina, corroborando com o presente
estudo.

Embora o nimero de isolados nWT para enrofloxacina e ciprofloxacina tenha sido
baixo tanto para os isolados de 2006 quanto para os de 2016, é criterioso avaliar constan-
temente a susceptibilidade dos isolados frente a essas drogas e assim observar as caracte-
risticas de resisténcia de S. Heidelberg, com o intuito de verificar se os farmacos admi-
nistrados nas aves estdo sendo devidamente utilizados na producdo animal. A administra-
cdo cuidadosa de agentes antimicrobianos juntamente com a vigilancia continua séo ini-
ciativas importantes que ajudam a definir o melhor tratamento e inibem ou dificultam a
selecdo e propagacdo de isolados resistentes (VOSS-RECH et al., 2015). Além disso,
deve-se ter especial atencdo a resisténcia de isolados as fluoroquinolonas pois na medi-
cina humana séo consideradas os antibioticos de eleicdo para o tratamento de Salmonella
spp. (BERTRAND et al., 2006; POKHAREL et al., 2006; SOUZA et al., 2010).

O cloranfenicol apresentou 100% de isolados WT em ambos os periodos. Resul-
tados similares, onde houve grande sensibilidade ao antimicrobiano, foram relatados em
estudos anteriores com Salmonella (OKAMOTO et al., 2009; SARMIENTO, 2016).
Zhao et al. (2008), encontraram apenas 1% de isolados de S. Heidelberg resistentes ao
cloranfenicol e Mion et al. (2014) ndo detectaram resisténcia nos isolados de S. Heidel-
berg de 2005 e 2009, indicando a ndo progressao de resisténcia a droga através dos anos.
A sensibilidade ao cloranfenicol pode ser justificada devido ao impedimento do uso em
animais de producdo em diferentes paises. No Brasil, em especial, esta proibido desde
2003 (BRASIL, 2003a). Porém, seu anélogo sintético fluorado, o florfenicol, foi aprovado
para tratamento veterinario. Em um estudo avaliando a resisténcia antimicrobiana em ce-
pas de Salmonella isoladas de carcagas de frango no Brasil, detectou-se fendtipo de sen-
sibilidade ao cloranfenicol e resisténcia ao florfenicol, demonstrando assim a auséncia da
pressdo seletiva exercida pelo cloranfenicol tendo em vista a proibicdo de seu uso pelo
MAPA (BRASIL, 2012b).

A ocorréncia de isolados de S. Heidelberg do ano de 2016 com perfil multirresis-
tente indica grande preocupacdo pela ascensdo da multirresisténcia a antimicrobianos e

pode estar associada, aléem da utilizacao inadequada de farmacos na avicultura industrial,
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a disseminacdo de genes de resisténcia a essas substancias. O PREBAF enfatiza a impor-
tancia de caracterizar os clones multirresistentes quanto a sua capacidade de carrear e

disseminar genes de resisténcia a antimicrobianos (BRASIL, 2012a).
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho, foi reportada a presenca de resisténcia ao cloreto de ben-
zalcénio e aos antimicrobianos em S. Heidelberg isoladas de fontes avicolas. Portanto, é
importante considerar que a resisténcia encontrada ao sanitizante cloreto de benzalconio
indica a necessidade do cuidado na escolha da concentragdo utilizada, a fim de evitar que
patdgenos sejam expostos a concentragdes sub-inibitorias e, com isso, adquiriram meca-
nismos de resisténcia. Além disso, os resultados encontrados demonstram que ha progres-
sdo da resisténcia de S. Heidelberg aos antimicrobianos com o passar do tempo, 0 que
implica no aparecimento de isolados multirresistentes. Acdes devem ser tomadas com o
intuito de incentivar o uso prudente desses farmacos na medicina humana e, principal-

mente, em qualquer que seja a area de producdo animal.
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APENDICE A — Isolados de S. Heidelberg: ano de isolamento e origem
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Identificacdo

Ano de Isolamento

Origem

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
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37
38
39
40

2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016

Suabe de cloaca
Suabe de cloaca
Suabe de arrasto
Carcaca
Carcaca

Suabe de arrasto
Suabe de arrasto
Suabe de cloaca
Carcaca
Carcaca

Suabe de cloaca
Carcaca

Suabe de cloaca
Carcaca
Carcaca
Carcaca
Carcaca
Carcaca

Suabe de cloaca
Carcaca

Suabe de arrasto
Suabe de arrasto
Suabe de arrasto
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Suabe de arrasto
Suabe de arrasto
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Suabe de arrasto
Suabe de arrasto
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