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RESUMO

Lima, Aloizio Lemos. Alimentos de origem suina como fonte para veiculacio de
Salmonella spp. resistentes aos antimicrobianos. 2011. 56p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de
Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Sabe-se que a principal via de transmissdo de Salmonella zoonoética esta na cadeia alimentar, e
os altos indices relatados, sobretudo associados a produtos de origem animal, apontam este
microrganismo como um dos mais incidentes e relevantes agentes etioldgicos de
enteroinfecgdes. Aliado a isto, o surgimento acelerado de bactérias antibiotico-resistentes
emerge como um dos principais problemas a Saude Publica, sendo considerado um dos
maiores desafios da medicina na atualidade. Esta situagdo ¢ ainda mais complexa, sobretudo
porque os genes que codificam a resisténcia aos antibidticos se encontram frequentemente em
pequenos segmentos de DNA extra cromossomicos, que podem ser transferidos diretamente
entre bactérias, mesmo de espécies e géneros diferentes. Considerando a relevancia da
suinocultura e seu implemento, os suinos em seu sistema de criacdo merecem relevante
atencdo. Assim o presente estudo teve por objetivo analisar a ocorréncia e distribuicdo dos
sorovares circulantes de Salmonella em produtos de origem suina, de diferentes regidoes do
pais, apontando tendéncias quanto a emergéncia destes na veiculacdo de resisténcia aos
antimicrobianos, informagdes que em seu conjunto visam ofertar subsidios que podem ser
empregados nas atividades para o seu controle em nosso meio. Foram analisadas 1824 cepas
de Salmonella spp. isoladas de alimentos de origem suina, recebidas pelo Laboratério de
Enterobactérias — IOC / FIOCRUZ para caracterizag¢ao antigé€nica conclusiva, provenientes de
diversas regioes do pais. Apds confirmacdo bioquimica e antigénica, a susceptibilidade aos
antimicrobianos foi determinada por disco difusdo, seguindo as recomendacdes preconizadas
pelo CLSI. No computo geral, entre as 1824 cepas foram identificados 41 sorovares
pertencentes a Salmonella enterica subespecie enterica (1822 cepas) e 2 cepas de Salmonella
enterica subespécie houtenae. Entre os 13 sorovares mais freqlientes destacam-se S.
Typhimurium (26,48%), Derby (15,84%), Enteritidis (8,83%), Panama (6,96%), Infantis
(6,80%) e Anatum (6,14%), por sua freqii€éncia nos cinco anos de estudo. A variedade de
sorovares identificados nos alimentos de origem suina evidenciou que esta espécie animal ¢
mais uma fonte de infec¢do e veiculador, através de seus produtos, de salmonelas zoondticas.
O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizado em 357 (19,57%) amostras, 257
(71,99%) foram resistentes a uma ou mais drogas, destas 59,53% multirresistentes.
Considerando-se unicamente as cepas resistentes, observou-se que a maior taxa recaiu sobre
TCY (42,82%), seguido de NIT (39,50%), NAL (25,21%), AMP (17,70%), SXT (11,55%),
CHL (9,58%), GEN (6,44%) e CEP (2,82%). Os elevados percentuais de resisténcia aos
antimicrobianos obtidos na presente avaliagdo conduzem para uma reflexdo sobre o uso
indiscriminado de antimicrobianos na medicina humana e veterinaria, reforcando a
necessidade de monitoramento continuo para que sejam planejadas agdes preventivas e
reguladoras junto aos Orgdos competentes.

Palavras-chaves: Salmonella, resisténcia antimicrobiana, suinos.



ABSTRACT

Lima, Aloizio Lemos. Food as a source of pork for delivery of antimicrobial resistant
Salmonella spp. 2011. 56p. Dissertation (Master of Science and Food Technology). Instituto
de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

It is known that main route of zoonotic Sa/monella transmission has been present on the food
chain; reported high rates, especially those ones from animal products have pointed out this
sort of microorganism as one of the most relevant and occasional etiological agents on enteric
infections. Additionally, accelerated the emergence of antibiotic resistant bacteria emerges as
a major public health question, one of the great public health question, one of the greatest
challenges in Medicine, at the current days. This situation has been even more complex,
especially on account of the genes encoding resistance to antibiotics have often been in small
segments of extra chromossomic DNA, which ones can directly be transferred among
bacteria, even from different species and genera. Taking in to account the importance of
swine farming and its implement, pig raising might deserve meaningful attention, at all.
Therefore, this study aims to analyze the occurrence and distribution of Sa/monella serovars
on swine products from different regious of the country, pointing to the emergence of these
trends on the transmission of antimicrobial resistance, such information also offer subsidies
that could be employed on the activities for its management in our country. We analyzed 1824
Salmonella spp strains isolated from swine food, at the Laboratory of Enterobacteria — IOC /
FIOCRUZ for final antigenic characterization from several Brazilian regions. After
biochemical and antigenic corroborations, antimicrobial susceptibility by disc diffusion was
determined acoording CLSI recommendations. Overall, among 1824 strains, 41 Salmonella
enterica subspecies enterica (1822 strains) serovars and 2 Salmonella enterica subspecies
houtenae strains were identified. Among the 13 most common serotypes: S. typhimurium
(26,48%), Derby (15,84%), Enteritidis (8,83%), Panama (6,96%), Infantis (6,80%) and
Anatum (6,14%) have stand out for five years of survey. The variety of serovars identified on
swine food has showed that this species has been more a source of zoonotic salmonelas
infection and dissemination, throught its products. The antimicrobial susceptibility test was
performed in 357 (19,57%) samples, 257 (71,99%) were resistant to one or more drugs,
59,53% of these multiresistant. In view of just resistant strains, highest rates reverted to TCY
(42,82%) followed by NIT (39,50%), NAL (25,28%), AMP (17,70%), SXT (11,55%), CHL
(9,58%), GEN (6,44%) and CEP (2,82%) were observed. The high rates of antimicrobial
resistance obtained from this evaluation guides to a reflection over the indiscriminate use of
antimicrobial drugs as well as on medicine and veterinary reinforcing the demand for
continuous monitoring diming preventive and regulatory procedures by governmental
authorities.

Keywords: Salmonella, antimicrobial resistance, pigs.
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1 INTRODUCAO

Alimentos seguros tem sido um tema central de discussdes e pesquisas nas ultimas
décadas. Apesar dos progressos alcancados pela ciéncia e tecnologia de produgdo de
alimentos, as enfermidades causadas por patdégenos de origem alimentar continuam
apresentando problemas significativos para a satide e economia em nivel global.

Entre as diferentes etiologias o género Salmonella assume papel relevante tendo em
vista que a salmonelose ¢ uma zoonose de importancia mundial e uma das mais freqiientes
doencas de origem alimentar. Seus padrdes epidemioldgicos sao de extrema complexidade
variam de uma regido para outra; isto se deve entre outros, as diferencas nos habitos
alimentares, praticas na elaboracao de alimentos e diferencas quanto aos padrdes de higiene e
saneamento.

Considerando que a principal via de transmissao de Salmonella estd na cadeia
alimentar, os altos indices relatados, sobretudo associados a produtos de origem animal,
apontam este microorganismo como um dos mais incidentes e relevantes agentes etiologicos
de enteroinfecgoes.

Existem evidéncias de que produtos suinos sdo freqiientemente contaminados com
varios sorovares e, conseqiientemente, a presenga desse microorganismo tem sido motivo de
preocupacdo. A qualidade na producdo de alimentos como um sistema integrado, deve ser
observada ao longo de toda a cadeia, desde produgdo na granja a manipulacdo das carcacas,
até as implicagdes que este alimento possa trazer ao consumidor. S3o necessarias avaliagdes
em todos os pontos de modo que fornegam dados cuja analise permita um balizamento nas
medidas de controle sanitario e qualidade para esses produtos. Neste contexto, considerando
os riscos que Salmonella pode causar a Saude Publica, a Legislacdo brasileira através da
Resolugdo RDC 12 de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001) estabelece padrdes
microbiologicos com auséncia de Salmonella em 25 gramas de carne suina assim como de
seus produtos e subprodutos.

Aliado a isto, o surgimento de bactérias antibidtico-resistentes vem emergindo como
um dos principais problemas a Satide Publica, sendo considerado um dos maiores desafios
da medicina na atualidade. Esta situagdo ¢ ainda mais complexa, sobretudo porque os genes
que codificam a resisténcia aos antibioticos se encontram freqiientemente em pequenos
segmentos de DNA extra cromossomicos, que podem ser transferidos diretamente entre
bactérias, mesmo de espécies e géneros diferentes.

A problematica questdo da resisténcia antimicrobiana se amplifica porque, se de um
lado temos a natureza contribuindo com mecanismos de resisténcia e transferéncia de genes
extremamente eficientes, do outro o homem tem um papel relevante, por incompreensao ou
cobica econdmica, ao utilizar estas drogas de forma inapropriada. Um exemplo disso pode ser
observado na pratica agropecuaria: a descoberta de que os antibioticos promovem de forma
eficiente e barata o crescimento animal, levaram a sua utilizacdo de forma indiscriminada.

Considerando a relevancia da suinocultura e seu implemento, os suinos em seu sistema
de criagdo merecem relevante atencdo. Assim o presente estudo teve por objetivo analisar a
ocorréncia e distribuicdo dos sorovares circulantes de Sal/monella em produtos de origem
suina, de diferentes regides do pais, apontando tendéncias quanto a emergéncia destes na
veiculacdo de resisténcia aos antimicrobianos, informagdes que em seu conjunto visam ofertar
subsidios que podem ser empregados nas atividades para o seu controle em nosso meio.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Salmonella

Entre os patdégenos que sdo reconhecidos pela Organizagao Mundial da Satde - OMS
como os mais significativos por seu impacto a saide das populagdes e que podem ser
utilizados como indicador da qualidade dos alimentos estd incluido o género Salmonella
(OMS, 1988).

A historia de Salmonella remonta de 1643 quando Thomas Willis descreveu, de uma
forma primitiva, a febre tiféide. Em 1718, Junker comecou a clarear alguns aspectos sobre a
etiologia das febres tiféides e, em 1856, William Budd acreditava que o agente causal era
excretado pela urina e fezes e que o leite e a 4gua eram importantes veiculos de infecgao.
Porém, foi em 1880 que Carl Joseph Eberth conseguiu esclarecer a etiologia da febre tifoide
observando o bacilo tifico em 6rgdos de vitimas da Febre Tiféide e pondo fim a todas as
outras teorias. Em 1884, Gaftky, isolou o germe em cultura pura. Entdo a Sa/monella ficou
por muito tempo conhecida como “bacilo de Eberth” (LEDERMANN, 2003, apud BIER,
1985).

O segundo membro do grupo foi isolado por Salmon & Smith (1885) e denominado
Bacillus cholerae suis, por acreditarem ser o agente causal da Peste Suina. Somente em 1903,
Schweintz & Dorset atribuiram a um virus filtrdvel a real etiologia da doenga,
desempenhando a Sal/monella, o papel de um invasor secundario.

Em 1888, Gartner identificou uma Salmonella nio tiféide como patdégeno humano
responsavel por um surto de gastrenterite na Alemanha, com um caso fatal, em conseqiiéncia
da ingestdo de carne bovina crua; a ele foi dado o nome de Bacillus enteritidis.

A designagao do género Salmonella foi adotada em 1900, por Lignieres, em
homenagem a Daniel Elmer Salmon, médico veterinario e bacteriologista americano do
século XIX, que isolou o microrganismo atualmente conhecido como Salmonella enterica
sorovar Choleraesuis de suinos (KORSAK; CLINQUART; DAUBE, 2004). Desde entdo,
numerosos outros sorovares foram isolados do homem, animais, alimentos, ragdes, agua e
outras fontes.

Paralelamente, e acompanhando a evolu¢do econdmica, industrial e social da
humanidade, as infeccdes causadas por algumas salmonelas foram caindo de freqiiéncia,
enquanto por outras, aumentando.

2.1.1 Caracteristicas gerais, nomenclatura e classificacio

O género Salmonella consiste de bastonetes Gram-negativos medindo em geral 1 a
2um, sao oxidase negativa e catalase positiva, anaerobios facultativos, apresentando
metabolismo fermentativo. Sdo geralmente modveis por meio de flagelos peritriquios, com
excecdo dos sorovares Pullorum e Gallinarum que sdo imoveis (FRANCO; LANDGRAF,
2008; D’AOUST; MAURER; BAILEY, 2001). Suas propriedades bioquimicas bem definidas
permitem inclui-lo na tribo Sa/monelleae, familia Enterobacteriaceae.

A maioria das cepas produz acido e gas a partir da fermentacdo da glicose, com
exce¢do de S. sor. Typhi, S. sor. Pullorum e S. sor. Gallinarum (< 5% produzem gas).
Também fermentam arabinose, maltose, manitol, manose, ramnose, sorbitol, trealose, xilose ¢
dulcitol (EWING, 1986; COSTA; HOFER, 1972). A maioria das salmonelas de interesse
clinico ndo fermenta lactose, contudo, muitas cepas podem adquirir essa caracteristica por
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meio de transferéncia plasmidial (FERREIRA; CAMPOS, 2008). Sao oxidase negativas,
catalase positivo, indol, Voges-Proskauer — (VP), Vermelho de Metila — (VM), malonato e
ureia negativos. Produzem gas sulfidrico a partir da redug¢do do enxofre por agdo da enzima
cisteina desulfidrase. Apresentam ainda como caracteristicas metabolicas a capacidade de
descarboxilagao dos aminoacidos lisina e ornitina, redu¢ao de nitrato a nitrito ¢ utilizagao do
citrato como Unica fonte de carbono, podendo ocorrer variagdes em func¢do do sorovar e/ou da
subespécie (EWING, 1986; COSTA; HOFER, 1972).

As salmonelas se adaptam facilmente a condi¢des ambientais extremas; sdo resistentes
a dessecagdo e ao congelamento podendo sobreviver no ambiente por anos (GRIFFITH et al.,
2006 apud SILVA, 2008). Sao sensiveis a luz solar e desinfetantes como fendis, clorados,
quartenario de amonio e iodados (BOROWSKY et al., 2006).

Crescem dentro de uma ampla faixa de temperatura (2° a 54°C), com temperatura
Otima de 37°C e também exibem propriedades psicrotroficas, como refletido em sua
habilidade para crescer em alimentos estocados a 2 a 4°C. Na maioria das vezes quando sdo
submetidas continuamente a baixas temperaturas, podem aumentar marcadamente seu
crescimento e sobrevida em produtos alimenticios refrigerados. Tais caracteristicas resultam
em questionamento acerca da eficacia no uso de temperaturas frias garantindo a seguranca de
alimentos através da bacteriostase (LAZARO et al. 2008; FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Por nao formarem esporos sdo relativamente termo sensiveis, podendo ser destruidas a
60°C, por 15 a 20 minutos. Multiplicam-se em atividade de agua acima de 0,93 ¢ em uma
faixa de pH entre 4.5 e 9.5, tendo 7.0 como o pH o6timo de multiplicacdo e apresentam
sensibilidade a pH inferiores a 4.1. Nao toleram bem o sal, sendo eliminadas de ambientes
com teores acima de 9%. (LAZARO et al. 2008; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

As salmonelas possuem antigenos (antigenos somadticos “O”, de parede celular;
antigeno Vi (capsular) e antigenos “H” (flagelos) que permitem sua discriminacdo em
sorovares, com a ajuda de soros aglutinantes monoespecificos (EWING, 1986; COSTA;
HOFER,1972).

Foram os trabalhos pioneiros de Schiitze em 1920, depois seguidos por White em
1929, que mostraram serem estes germes possuidores de antigenos comuns e passiveis de
identificacdao desde que fossem feitas absor¢des apropriadas nos antissoros produzidos (BIER,
1985).

O antigeno somatico (O) localiza-se na fracao lipopolissacaridica da parede celular
bacteriana. A fragdo lipopolissacaridica ¢ formada por um lipidio (lipidio A - que contém
endotoxinas que produzem febre no hospedeiro quando atingem a corrente sangiiinea) ligado a
uma por¢do polissacaridica (cerne - comum a todas as salmonelas), de onde partem cadeias
laterais monossacaridicas. As cadeias laterais monossacaridicas sdo bastante especificas,
determinando o antigeno (O) de cada sorovar. Em alguns casos, as salmonelas podem nao
apresentar o antigeno (O) quando cultivadas, formando colonias irregulares (colonias rugosas),
nio sendo possivel sorotipa-las (ndo tipaveis). E termoestavel (1hora/100°C), nio sendo
destruido pelo alcool etilico a 50°GL (CDC, 2006; COSTA; HOFER, 1972).

O antigeno flagelar ou antigeno H (Hauch) ¢ de composicdo protéica, designada
flagelina. As diferengas antigénicas surgem devido a variagdes na seqiliéncia de aminoacidos
das diferentes moléculas de flagelina (EWING, 1986).

Os antigenos H podem se apresentar sob duas formas genotipicamente diferentes na
mesma célula bacteriana. Esse fenomeno ¢ denominado de varia¢do de fase, denominadas fase
1, designada por letra mintscula e fase 2, designada por algarismos arabicos. Algumas
salmonelas ndo possuem flagelos (imdveis), outras sdo monofasicas (possuem flagelos de uma
so fase), mas a grande maioria ¢ bifasica (possuem dois tipos de flagelos designados fase 1 e
fase 2). A mudanga entre as duas fases se baseia no mecanismo de funcionamento dos genes



responsaveis pela sintese dos flagelos (gene HI, fase 1 e gene H2 fase 2) (FERREIRA;
CAMPOS, 2008; FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Esta capacidade de alterar suas propriedades antigénicas traz vantagens obvias para as
células bacterianas, uma vez que aqueles individuos da populacdo que mudaram de fase
poderdo sobreviver mediante resposta imune do hospedeiro. Se o hospedeiro produz
anticorpos contra H1, as bactérias que transitaram para H2 ainda serdo capazes de sobreviver
e multiplicarem-se (CDC, 2006).

A estrutura flagelar possui como caracteristica importante a termolabilidade, podendo
ser destruido a 100°C por uma hora, bem como apds acdo lenta do alcool 50°GL, sendo
resistente a solug¢ao de formol a 0,5% (CDC, 2006; EWING, 1986; COSTA ,HOFER, 1972).

O antigeno capsular “Vi” ¢ termolabil, podendo ser destruido pelo aquecimento da
suspensdo a 100°C/10 a 15 minutos é comumente encontrado em Salmonella ser. Typhi sendo
util para a identificagdo desse sorovar. Também pode ser ocasionalmente detectado em
Salmonella ser. Dublin e Salmonella ser. Paratyphi C (CDC, 2006; EWING, 1986; COSTA,
HOFER, 1972).

Kauffmann, tomando como ponto de partida os estudos de Bruce White, elaborou uma
tabela diagnodstica (Esquema de Kauffmann-White), na qual a tipificacao soroldgica se baseia
na identificagdo dos antigenos (“O”, “Vi” e “H”). Esta tabela ¢ progressivamente ampliada a
medida que novos sorovares sao identificados (BRENNER, 2000).

A atual classificagdo ¢ baseada em estudos fenotipicos e genotipicos e dividem o
género em apenas duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella bongori, sendo a primeira
subdividida em seis subespécies: S. enterica subspécie enterica (1), S. enterica subespécie
salamae (1), S. enterica subspécie arizonae (I1lla), S. enterica subspécie diarizonae (I1Ib), S.
enterica subspécie houtenae (IV) e S. enterica subspécie indica (VI) (LOUREIRO et al., 2010;
GRIMONT; WEILL, 2007).

Em 2004, uma nova espécie foi proposta, Salmonella subterranea, isolada em
sedimento subterraneo de solo com baixo pH na Oak Ridge, Tennessee. Essa amostra
apresentou forte inter-relacdo com S. bongori, por meio de sequenciamento 16S rRNA, além
de algumas caracteristicas metabolicas, como indol positivo, H,S e lisina descarboxilase
negativa, pigmento amarelo e um flagelo lateral. A amostra-tipo proposta ¢ ATCC BAA-86
(SHELOBOLINA et al., 2004).

Em cada subespécie sao reconhecidos diferentes numeros de sorovares tendo por base
a caracterizacdo de seus antigenos somadticos (O) e flagelares (H). Atualmente foram
identificados mais de 2500 sorovares incluidos em duas espécies S. enterica e S.bongori, cuja
distribuicdo editada por Grimont e Weill (2007) ¢ apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Distribui¢do dos 2579 sorovares de Salmonella de acordo com espécie e subespécie.

Espécies/Subespécies Sorovares
Salmonella enterica subsp. enterica 1490
Salmonella enterica subsp salamae 500
Salmonella enterica subsp arizonae 94
Salmonella enterica subsp diarizonae 320
Salmonella enterica subsp houtenae 72
Salmonella enterica subsp. indica 12
Salmonella bongori 22

Grimont; Weill, 2007



Antes da taxonomia do género Salmonella ser estabelecida com base cientifica, as
subespécies de S.enterica eram consideradas como subgéneros e os sorovares como espécies.
Sua nomenclatura que indevidamente considerava como nomes de espécies, tinha sua grafia
em italico. Esta se pautava na designagdo com base em sindromes clinicas, tipos de
hospedeiros ou mesmo baseada na regido geografica onde foi primariamente isolado um
sorotipo.

Na atualidade a taxonomia empregada foi estabelecida durante o “International
Congress of Microbiology — Moscou” e publicada no International Journal of Systematic
Bacteriology (GRIMONT; WEILL, 2007). Esta toma por base a distingdo de espécies e
subespécies com base em caracteristicas metabolicas.

Entretanto seria complexo tentar alterar sua nomenclatura original bem como sua
formula antigénica, especialmente para os sorotipos da subespécie enterica, que representam
> 99,5% das cepas de Salmonella circulantes no mundo, tendo sido estabelecido para o
sorovar ter como primeira letra do nome uma letra mailscula. Sorovares de outras
subespécies de S.enterica e de S. bongori sao designados apenas por sua formula antigénica.

Deste modo, os seguintes exemplos estdo corretos: S.enterica subsp. enterica sorovar
Typhimurium ou S. enterica sorovar Typhimurium, Salmonella ser. Typhimurium.
Denominagdes, tais como Salmonella ser. Typhimurium ou S.I, S. II, etc. devem ser limitadas
a anotagdes de laboratdrio, uma vez que a abreviagdo (S.) do género (Salmonella) nao deve
ficar sem ser seguido por epiteto especifico (S. enterica).

Os sorovares pertencentes as demais subespécies e a Salmonella bongori, de baixa
incidéncia em patologia humana ou animal, se designam com o nome da subespécie seguido
da formula antigénica, por exemplo, Salmonella subesp. IV 50: b: - (Salmonella enterica
subesp. houtenae 50:b:-). Aqueles incluidos na subespécie enterica sao designados com o
nome da sindrome clinica (Salmonella ser. Typhi), fonte de isolamento (Sal/monella ser.
Typhimurium) ou origem geografica (Salmonella ser. Panama). Esta nomenclatura ¢ utilizada
pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) e pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) (GRIMONT; WEILL, 2007; CDC, 2006).

O conhecimento da epidemiologia da salmonelose ¢ a principal ferramenta de controle
sanitario da doenca. O marcador epidemiologico de eleigdo deste género ¢ o sorotipo. A
caracterizagdo antigénica ¢ uma técnica estavel, simples e por sua ampla utilizacdo permite o
monitoramento dos principais sorotipos constituindo-se uma importante ferramenta
epidemiologica (MASLOW; MULLIGAN; ARBIT, 1993).

2.1.2 Patogénese, tratamento e controle

Embora todos os sorovares de Salmonella devam ser considerados como patogénicos,
apenas um numero limitado deles ¢ responsavel por infec¢des no homem e animais.

Entre as espécies, aquelas de maior freqiiéncia em infeccdes humanas pertencentes a
S.enterica subspecie enterica, tem como habitat os animais de sangue quente e apresenta
maior nimero de sorovares. S. enterica subsp. salamae, subsp. arizonae e subsp. diarizonae
sdo frequentemente isoladas de animais de sangue frio e raramente do homem ou animais de
sangue quente. S. enterica subsp. houtenae ¢ S. bongori sao predominantes de isolados do
ambiente e raramente patogé€nicas para o homem (GRIMONT; WEILL, 2007; CDC, 2006).

O grau de adaptagdo ao hospedeiro varia entre as espécies e pode afetar o homem de
trés maneiras: a) os sorovares adaptados ao homem, como a Salmonella ser. Typhi, a
Salmonella ser. Paratyphi A e a Salmonella ser. Sendai, que geralmente causam doencas
graves como a febre entérica ou tiféide, em geral ndo sdo patogénicas aos animais; b) os
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sorovares altamente adaptados aos animais, tais como a S. Gallinarum em aves, usualmente
ndo produzem sintomas no homem ou quando ocorrem s3o brandos; os sorovares
Choleraesuis e Typhisuis (suinos) e Dublin, em bovinos, entre outros. Salmonella ser.
Choleraesuis e Salmonella ser. Dublin, em determinadas situagdes, tais como individuos
portadores de doengas cronicas, idosos, imunocomprometidos, podem ocasionar quadro
septicémico. Este ¢ mais grave do que aquele determinado por Salmonella ser. Typhi; e c) os
sorovares ubiquos ou zoondticos, tais como a Salmonella ser.Typhimurium e Salmonella ser.
Enteritidis, que podem afetar o homem e animais, determinando principalmente infec¢des
sub clinicas sendo os principais causadores de doengas transmitidas por alimentos (DTA)
(POPOFF; LE MINOR, 2005).

Geralmente as infecgdes resultam em uma gastrenterite, mas pode ocorrer a
disseminag¢do da bactéria além do trato intestinal, e causar uma infec¢do sistémica. Sua
viruléncia ¢ multifatorial, incluindo plasmideos, toxinas, fimbrias e flagelos conferindo a
bactéria a habilidade para penetrar e multiplicar nas células epiteliais, resisténcia a agdo do
complemento, producao de entero, cito e endotoxina. A luz do conhecimento atual sabe-se
que para provocar a doenga, Salmonella conta com multiplos fatores de viruléncia,
principalmente aqueles contidos nas Ilhas de Patogenicidade, denominados SPI (Salmonella
Pathogenicity Islands) (HENSEL, 2004).

Estas sao formadas por seqiiéncias especificas de DNA bacteriano, que codificam
determinantes de viruléncia responsaveis por interacdes especificas com o hospedeiro,
algumas sdo conservadas no género Salmonella enquanto outras sao especificas para
determinado sorovar (VAN ASTEN & VAN DIJK, 2005; HENSEL, 2004). Estas ilhas sdo
geralmente caracterizadas como tendo conteido G + C menor do que o resto do genoma,
estando localizadas perto de elementos de insercdo ou genes tRNA e conferem caracteristicas
unicas de viruléncia de patogenos.

Entretanto, sabe-se que varios patdgenos contem material genético adquirido através
da transferéncia horizontal, geralmente mediado por fagos que aumentam sua viruléncia no
hospedeiro. Em Salmonella, muitos desses eventos de transferéncia horizontal podem
culminar na aquisi¢do de ilhas de patogenicidade, muitas descobertas até hoje, porem seu
papel na infec¢dao ainda ¢ desconhecido (THOMPSON et al., 2006; HAUTEFORT et al.,
2008).

Entre aquelas cujo contetdo vem sendo bem estabelecido, podemos citar cinco Ilhas
para Salmonella enterica: SPI-1, onde os genes inv, spa e hil sdo necessarios para auxiliar na
invasao da bactéria em células ndo fagociticas, como aquelas do epitélio da mucosa intestinal.
SPI-2, SPI-3 e SPI-4 tém seus genes primariamente requeridos para o crescimento e
sobrevivéncia da bactéria na fase sistémica da doenca; ja SPI-5 codifica fatores de viruléncia
envolvidos na inflamacao e secre¢do de cloretos, caracterizando a fase entérica da doenga.

SPI-1 e SPI-2 codificam reguladores estrutural e funcionalmente diferentes para o
sistema de secrecdo do tipo III (T3SS), o qual é responsavel pela liberagdo de proteinas
efetoras dentro da célula do hospedeiro que levam a uma reorganizagao do citoesqueleto de
actina celular. SPI-3 ¢ necessaria para a sobrevivéncia dentro de macrofagos e o crescimento
em ambientes com baixa concentracdo de fons magnésio (Mg ), durante a fase sistémica da
doenca. SPI-4 parece ter importante papel na sobrevivéncia no interior dos macréfagos, e
pode ser que contribua na secrecdo de toxinas. Semelhante a SPI-1, a SPI-5 aparece
principalmente associada com a enteropatogénese, estando envolvida na inflamacdo e na
secrecdo de cloretos (THOMPSON et al., 2006; HAUTEFORT et al., 2008).

Alguns dos genes ndo residentes nas SPI que também apresentam um papel na doenga
sdo: slyA, phoPIQ, agfA e stn, codificando, respectivamente, regulador de transcricao de
genes de viruléncia requerido para a sobrevivéncia nos macréfagos (inicialmente identificados
como salmolisina), dois componentes reguladores da transcri¢ao da viruléncia da Salmonella,
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finas fimbrias de agregacao e uma enterotoxina (THOMPSON et al., 2006; HAUTEFORT et
al., 2008).

Entretanto muitos sorovares de Salmonella abrigam plasmidios de viruléncia com
tamanhos varidveis, dependendo do sorovar. Todos estes compartilham uma regido altamente
conservada, com cinco genes designados spvRABCD (Plasmidio de Viruléncia de
Salmonella), a qual parece promover rapido crescimento e sobrevivéncia do microorganismo
nas cé€lulas de hospedeiros, sendo importante para a infec¢do sist€émica em animais
experimentais (SOTO et al., 2006).

A capacidade das salmonelas para causar infec¢cdes depende de varios fatores, como o
sorotipo envolvido, a viruléncia da cepa, a dose infectante e a imunocompeténcia do
individuo exposto. O hospedeiro conta com fatores de defesa, como a acidez gastrica, a
acdo da bile, peristaltismo, mucosa intestinal, lisozimas, lactoferrinas e ainda a interferéncia
da microbiota, que pode dificultar a colonizacdo pelo patdogeno. Alteragdes destes fatores
tornam o individuo mais susceptivel a contrair infec¢des. (TORTORA; FUNKE; CASE,
2005).

De um modo geral, as doengas causadas por Sa/monella costumam ser categorizadas
em trés grupos: Febre Tifoide ocasionada por Salmonella ser.Typhi; Febres Entéricas por
Salmonella ser.Paratyphi A, B e C) e enterocolite ou salmoneloses, causadas pelas demais
salmonelas (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

A febre tifoide s6 acomete o homem e devido a Salmonella Typhi ndo ser encontrada
em animais, sua disseminagao ¢ atribuida a contaminagdo da agua e alimentos por material
fecal humano. Sua endemicidade ¢ maior em areas sem saneamento ou com saneamento
basico precario (FERREIRA; CAMPOS, 2008; CDC — Salmonella, 2011).

A infecgdo € sistémica, iniciando-se com a penetracao nas células epiteliais intestinais,
passando a lamina propria (camada logo abaixo da epitelial), e entrando na corrente linfatica.
As bactérias sdo entdo englobadas por células de defesa (macrofagos), s6 que, ao invés de
serem destruidas, passam a se multiplicar. Esta multiplicacdo leva a lise das células
fagociticas liberando o microorganismo na corrente sanguinea. Uma vez atingindo a corrente
circulatdria, o patdogeno pode atingir diversos 0rgdos, especialmente o bago, figado e vesicula
biliar. O tempo para que isso ocorra, explica o tempo de incubacao da febre tifoéide que ¢ de 2
a 3 semanas. Os sintomas clinicos podem durar até 8 semanas, entretanto, o paciente pode a
vir a se tornar um portador cronico, principalmente quando o microorganismo se aloja na
vesicula biliar. Neste caso o hospedeiro passa a disseminar a bactéria por tempo
indeterminado. Um dado importante sobre a doencga, e que, uma vez dentro dos macrofagos, a
Salmonella ser.Typhi ndo sofre acdo dos antibidticos, razao pela qual a antibioticoterapia nem
sempre ¢ eficiente em um unico tratamento. Normalmente as cefalosporinas de terceira
geracdo, como a ceftriaxona sdo comumente indicadas no tratamento (FRANCO;
LANDGRAF, 2008; FERREIRA; CAMPOS, 2008; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).
Estima-se ainda que estes agentes possam causar cerca de 22.000 milhdes de casos e 200.000
mortes a cada ano, principalmente em regides onde o saneamento basico ¢ deficiente e agua
limpa ¢ inacessivel (CRUMP; LUBY; MINTZ, 2004).

O periodo de incubagdo apds a ingestdo de alimentos ou agua contaminados com
salmonelas varia entre oito e 72 horas. A ingestio de 10° a 10° células viaveis é o
suficiente para o desenvolvimento da doenca. O quadro clinico inicia com nauseas e
vomitos seguidos de dor abdominal e fezes amolecidas, geralmente de tamanho moderado e
geralmente contém PMN. A febre ocorre em mais da metade dos casos, temperaturas pode ser
alcangada mesmo de 38-39°C. Muitas vezes ocorrem colicas abdominais (CDC — Salmonella,
2011).

Menos freqiientemente, os sintomas tém sido descritos como cefaléia, mialgia e outras
do tipo sistémico (MILLER; PEGUES, 2000). Este quadro ¢ geralmente auto-limitado e os
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sintomas desaparecem em um periodo de 2-5 dias no caso de gastroenterite, ou 2-3 semanas,
no caso de enterocolite mais debilitante. Remissdo dos sintomas coincide com o aumento da
resposta imune especifica do hospedeiro, que consegue controlar a infecgdo pela ativacdo de
macrofagos e grande parte dos pacientes se recupera apenas com o tratamento de reposi¢ao de
fluidos por via oral.

Ap6s a infec¢do (principalmente infecgdes intestinais, febre tiféide ou infecgdo do
trato urindrio), a eliminagdo de bactérias nas fezes persiste por diferentes periodos
(geralmente varias semanas), especialmente em convalescentes. Existe também um estado de
portador cronico assintomatico, que ¢ a forma mais comum e pode ser devido ao contato com
baixa dose infectante. Portadores cronicos sdo considerados igualmente aqueles que
continuam a eliminacao da bactéria nas fezes por periodos superiores a um ano, que ocorre
em cerca de 1% a 3% dos pacientes com febre tifdide, que chegam a excretar quantidades da
ordem de 10° - 10° bactérias por grama de fezes. Estado de portador para outras salmonelas
ocorre em 1% dos pacientes com mais de quinze anos e 5,4% das criancas menores de dois
anos (JONES; FALKOW, 1996, MILLER; PEGUES, 2000).

Em casos de diarréia severa, os pacientes podem necessitar de hospitalizagao e receber
rehidratagdo intravenosa. Registros de hospitalizacdes e letalidade normalmente estdo
relacionados a populacdes de risco (criancas, idosos € imunodeprimidos) (CDC — Salmonella,
2011).

Devido a natureza auto-limitante, o emprego de terapia antimicrobiana normalmente
nao ¢ requerido. Antibidticos como ampicilina, sulfametoxazol-trimetoprim e ciprofloxacina,
geralmente ndo sdo necessarios, a menos que a infeccdo assuma carater invasivo. Todavia, a
utilizacdo de antimicrobianos ¢ essencial em pacientes imunodeprimidos, idosos ou criancas,
ou ainda em casos de bacteremia, meningite ou outras infec¢des extra-intestinais (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

Um pequeno numero de pessoas com Salmonella pode desenvolver dor nas
articulagdes, irritagdo nos olhos e dor ao urinar. E a chamada Sindrome de Reiter, que pode
durar de meses a anos, ¢ levar a artrite cronica, que ¢ de dificil tratamento. (CDC, 2011;
SOUZA; MAGNANTI; OLIVEIRA, 2010).

Os animais também sdao acometidos por salmoneloses. No gado bovino, a patologia
caracteriza-se por febres, diarréias, anorexia, depressdo e redu¢do na producdo de leite. Nos
suinos, os sintomas nem sempre se limitam a enterocolites, evoluindo em alguns casos para
septicemia, com elevados indices de mortalidade. Nas aves a infeccdo normalmente ¢
atribuida a animais jovens, representando grande perdas nas granjas (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2005).

Uma grande variedade de sorovares de Salmonella pode infectar os suinos, mas a
doenga clinica ¢ freqlientemente causada por Salmonella ser. Choleraesuis e Salmonella ser.
Typhimurium (OLIVEIRA e CARVALHO, 2003). A salmonelose ocorre principalmente em
porcos desmamados, sendo que, em adultos e lactantes, a doenca clinica dificilmente
acontece. No entanto, nesses animais ¢ comum a infec¢do sub clinica constituindo-se
portadores assintomaticos que contribuem para a manutengdo do agente nos rebanhos e,
conseqiientemente, o risco de contaminacao da cadeia produtiva (BERENDS; URLINGS;
SNIDJERS, 1996; SCHWARTZ, 2000).

Nesta espécie animal a forma clinica pode se manifestar como septicemia ou
enterocolite aguda ou cronica.

A forma septicémica ocorre principalmente em suinos menores de cinco meses de
idade e cursa com uma elevada letalidade. As manifestagdes clinicas podem variar, porém
com freqiiéncia se observa febre elevada, cianose das orelhas e dificuldade respiratéria. Em
face da natureza sistémica da infeccdo a manifestacdo predominante sdo as hemorragias
disseminadas. Os animais que sobrevivem a esta forma clinica ficam como portadores e
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podem eliminar a bactéria pelas fezes durante cerca de 12 meses. Salmonella ser.
Choleraesuis ¢ o principal agente responsavel pela forma septicémica ou generalizada da
doenca, sendo isolada de porcos clinicamente doentes (CARDOSO, 2009; SCHWARZ,
2009).

Habitualmente, esta forma ¢ causada por Sa/monella ser. Choleraesuis, no entanto vem
sendo descrito o envolvimento de Salmonella ser. Typhimurium em septicemia (FEDORKA -
CRAY et al., 1994).

A forma entérica ¢ mais freqliente em suinos de 6-8 semanas de idade, causada
principalmente pelo sorovar Typhimurium, o qual também vem sendo encontrado em muitos
casos de salmonelose em outras espécies animais. Outros sorovares como Salmonella ser.
Derby e Salmonella ser. Agona vem sendo notificados por seu envolvimento em salmonelose
suina (OLIVEIRA e CARVALHO, 2003).

A doenga pode apresentar-se sob a forma aguda ou cronica, sendo porém mais comum
a forma aguda caracterizando-se por febre elevada e diarréia profusa.

Na forma cronica inicia-se com a elevagdo da temperatura corporal e diarréia
intermitente podendo durar varias semanas resultando em perda progressiva de peso. Os
sobreviventes refugam e a mortalidade varia de 20% a 40% (SOBESTIANSKY et al., 1998).

Os animais que se recuperam tornam-se portadores e excretores intermitentes destes
sorotipos, contribuindo para a manutengdo do agente no rebanho. Por outro lado, sdo os
sorovares que nao causam doencga clinica no suino os que tém maior importancia para a
seguranca alimentar, uma vez que o animal portador ndo apresenta sintomas, mas ¢ uma fonte
permanente de contaminagdo desde a granja até o processamento industrial (SCHWARTZ,
2000).

2.1.3 Ecologia e Epidemiologia

O conhecimento da epidemiologia da salmonelose ¢ a principal ferramenta para o
controle sanitario da doenga. O marcador epidemiolédgico de elei¢ao deste género € o sorotipo.
A sorotipagem ¢ uma técnica estavel simples e por sua ampla utilizacdo permite o
monitoramento dos principais sorotipos constituindo-se uma importante ferramenta
epidemiologica.

Na atualidade, o género Salmonella vem ocupando uma das posi¢cdes mais destacadas
no campo da saude publica mundial devido as suas caracteristicas de endemicidade,
morbidade, ampla e variada ocorréncia no homem e animais (mamiferos, répteis, aves), pela
existéncia de portadores assintomaticos e em particular pela dificuldade em seu controle. Esse
quadro decorre de diferentes parametros epidemioldgicos, destacando-se as inimeras fontes
de infecc¢do e vias de transmissao presentes no ciclo (CDC, 2011).

As salmonelas sdo amplamente distribuidas na natureza, sendo o trato intestinal do
homem e de animais, domésticos e selvagens (mamiferos, aves e répteis), os principais
reservatorios naturais (FERREIRA; CAMPOS, 2008).

Com excec¢ao dos sorovares adaptados a um hospedeiro em particular, os sorovares
que sdo capazes de infectar indiferentemente o homem e uma grande variedade de animais,
sorovares zoonoticos, como Salmonella ser. Enteritidis e Salmonella ser. Typhimurium, sao
considerados os maiores responsaveis pelas infeccdes de origem alimentar (FERREIRA;
CAMPOS, 2008; CDC, 2011).

A transmissdo de Sa/monella também pode ocorrer via contato com animais infectados
(principalmente entre veterinarios e trabalhadores de granjas e fazendas). A contaminagao
pode ocorrer ainda através do contato com animais de estimagdo, tais como, caes, lagartos,
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cobras, iguanas, tartarugas, ou ainda através de artropodes atraidos por grandes quantidades
de animas domésticos ou de dejetos (FERREIRA; CAMPOS, 2008; KICH, 2002; CDC -
Salmonella, 2011; OMS, 1988).

Outros animais como 0s mariscos € sapos, podem servir também de veiculos de
contaminac¢do. Este fato reveste-se de particular importancia quando se capturam esses
animais aquaticos em areas contaminadas. Uma vez sacrificados, seus produtos ajudam a
propagar a infeccdo se as condigdes permitem a sobrevivéncia e proliferacdo da bactéria
(OMS, 1988).

Pode-se isolar também salmonelas do meio ambiente, incluindo as aguas de superficie,
os efluentes do sistema de esgoto, a lama cloacal e os produtos agricolas contaminados com
agua poluida. O homem pode infectar-se também com alguma dessas fontes (OMS, 1988).

A transmissdo de pessoa a pessoa se dd principalmente em ambientes hospitalares
onde temos uma selecdo de cepas mais resistentes as drogas associadas a potenciais
hospedeiros com o sistema imune debilitado, entretanto a principal via de transmissdo de
Salmonella para o homem estd na cadeia alimentar (FERREIRA; CAMPOS, 2008; KICH,
2002; CDC, 2011).

A salmonelose ¢ uma zoonose que acomete milhares de pessoas ao redor do mundo
todos os anos. Apesar da altissima incidéncia de surtos de salmonelose relatados, a magnitude
do problema ainda ¢ subestimada, pois a maioria dos casos ndo ¢ notificada. Como a
salmonelose ¢ uma doenga auto-limitante, muitas vezes ela ndo ¢ diagnosticada corretamente.
Além disso, como a maioria das pessoas infectadas nao procura atendimento médico,
amostras clinicas nem sempre sdo obtidas para testes laboratoriais e muitas vezes o0s
resultados encontrados ndo sao comunicados aos 6rgaos de saude responsaveis (RABSCH;
TSCHAPE; BAUMLER, 2001).

Segundo dados do Center for Diseases Control and Prevention (CDC-USA),
Salmonella spp. representa o patdogeno de maior prevaléncia em paises da América do Norte e
Europa. Entre 1993-1997 de 655 surtos envolvendo 32.610 individuos das quais 74,4%, foram
devidos a Salmonella spp. (MEAD et al., 1999). A prevaléncia deste patdgeno embora tenha
sido reduzida em face as normas adotadas, em 2005, entre surtos de transmissao alimentar nos
EUA ¢ apontada como responsavel por 6.471 (38,9%) casos humanos (CDC, 2006),
destacando-se os sorovares S.Typhimurium (19%), S.Enteritidis (18%), S.Newport (10%),
S.Heidelberg (6%) e S.Javiana (5%). Na Nova Zelandia o percentual de surtos envolvendo
este microrganismo variou de 10-15% entre 1997 e 2002, mantendo-se dentro deste
percentual nos ultimos quatro anos, enquanto na Europa representou na década de 90, o
agente etiologico em 54,6% dos casos. Em 2007, Salmonella e Campylobacter representaram
os dois agentes mais comumente isolados de infecgdes de DTA com mais de 350.000 casos
reportados.

Dados mais recentes apontam que aproximadamente 40.000 casos de salmonelose sao
relatados nos Estados Unidos, dos quais cerca de 400 sdo fatais. Entretanto, como muitos
casos mais leves nao sdo diagnosticados ou notificados, o numero real de infec¢des pode ser
mais de trinta vezes maior, estimando-se algo em torno de 1,4 milhdes de casos (CDC 2011).

No Brasil, a prevaléncia de Salmonella ¢ reconhecidamente elevada, a semelhanca de
outros enteropatégenos como E.coli, Shigella spp. e Campylobacter spp., onde falhas no
saneamento ¢ oferta de 4gua propiciam sua manutengdo em indices significativos.
Adicionalmente, o perfil de incidéncia deste microrganismo encontra-se em processo
ascendente de disseminacdo, devido ao surgimento de sorovares com caracteristicas
pandémicas como S. Enteritidis e S.Typhimurium DTI104, sendo este ultimo foco de
preocupacao em diferentes regides da Europa e América do Norte, pois além da elevada
incidéncia apresenta perfil de multirresisténcia antimicrobiana, o que tem comprometido seu
tratamento e prevencdo (THRELFALL, 2000).

10



Relatorios encaminhados pelo Laboratério de Referencia Nacional/IOC a
CGLAB/DEVEP/SVS/MS, nos ultimos cinco anos, apontam progressdo geométrica na
incidéncia de Salmonella spp. entre isolados de origem humana, com percentuais mais
elevados nas regides nordeste e sudeste. Apesar da subnotificagdo, tem ocorrido aumento
acentuado e continuo do nimero de casos vinculados a determinados sorovares no Brasil, os
quais variam geograficamente, contudo vem sendo observada uma inter-relacdo entre os
sorovares incidentes em alimentos de origem animal, a partir de animais criados para
consumo e nos isolados de origem humana (CARDOSO; TESSARI, 2008; RODRIGUES,
2005-2010). Apesar de ocorrerem surtos associados ao consumo dos mais variados
alimentos, sem duvida os produtos de origem animal t€ém um papel de destaque como via de
transmissao para o consumidor (CARDOSO, 2006).

O fator epidemioldgico mais destacado ¢ o estado de portador comum nos animais. A
falta de sintomas na maioria dos animais infectados e as dificuldades técnicas para detectar
esses portadores antes da inspe¢do da carne ou durante a mesma os convertem em fonte
continua de contaminagdo do meio ambiente e, portanto, dos produtos de origem animal
(CARDOSO, 2009).

Praticamente qualquer produto pode veicular Salmonella spp. destacando-se a carne
de frango, de suinos, bovinos e ovos. A carne suina participa em frequéncia variavel como
causadora de surtos; em paises com elevado consumo desse tipo de carne estima-se que até
25% dos casos sejam relacionados com seu consumo (CARDOSO, 2009; CDC, 2011).

2.1.4 O suino como fonte de salmonelas zoonodticas

A suinocultura vem crescendo na ultima década numa propor¢ao de 2,78% ao ano.
Este crescimento foi muito mais acentuado nos paises em desenvolvimento (média de 4,45%
de aumento ao ano), contra (0,83% de aumento ao ano) nos paises desenvolvidos. No Brasil, a
suinocultura também vem apresentando um desempenho crescente nos ultimos anos, tanto em
volume de produ¢do como na qualidade dos produtos. Para se ter uma idéia a cadeia suina
brasileira conta com mais de 30 milhdes de cabecas, uma producdo de 3 milhdes de toneladas
de carne, gerando cerca de 630 mil empregos diretos e indiretos, movimentado investimentos
no campo e na industria na ordem de R$ 9 bilhdes, receita de RS 84 bilhdes, sendo R$ 30,4
bilhdes no mercado interno, R$ 2,6 bilhdes no mercado externo, R$ 51,6 bilhdes na
distribuicao e no varejo, sendo uma importantissima atividade econdmica, principalmente no
Sul e Sudeste do Pais (NETO, 2009; MONTEIRO, 2007; EMBRAPA, 2011; ABIPECS,
2008).

Dados do relatério anual da Associagdo Brasileira da Industria Produtora e
Exportadora de Carne Suina / ABIPECS referente ao ano de 2009 apontam a carne suina
como a proteina mais consumida no mundo, com uma producdo de 115 milhdes de toneladas,
sendo quase a metade produzida na China e outro ter¢o na Unido Européia (UE) e nos Estados
Unidos da América (EUA). A participacdo do Brasil tem crescido em importancia no mercado
mundial. O Pais ¢ o quarto maior produtor, com 3% da producdo e 11% das exportacdes.

Ao contrario do perfil mundial, o consumo de carne suina no Brasil ¢ inferior ao das
carnes de frango e bovina. O consumidor nacional prefere os produtos processados (frescais,
cortes temperados, curados e cozidos etc.). Mesmo assim, a carne suina “in natura”
representa mais de um ter¢co do consumo.

O comércio internacional de carne suina estd concentrado em cinco paises
importadores (Japdo, Federacdo Russa, México, Coreia do Sul e Hong Kong) enquanto os
Estados Unidos, a Unido Europeia, o Canad4, o Brasil e a China sdo responsaveis por 96%
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das exportagdes mundiais. O principal destaque dos tltimos anos ¢ o desempenho das vendas
externas brasileiras, que em dez anos ampliaram sua participagdo nas exportacdes mundiais de
4% em 2000 para 11% em 2009.

De acordo com a ABIPECS, em 2010, mesmo com as barreiras sanitarias, com o
aumento dos subsidios europeus e o crescimento da concorréncia internacional, as
exportagdes brasileiras cresceram acima da média dos competidores (Suinocultura Industrial,
2010).

Diante do exposto verifica-se que a cadeia produtiva da suinocultura atingiu um alto
patamar de tecnificagdo e de credibilidade de seus produtos, onde se busca atender as rigidas
exigéncias do mercado, além de ser a carne mais consumida no mundo fornecendo cerca de
38% da ingestdo protéica diaria mundial (EMBRAPA, 2011; CARNE SUINA BRASILEIRA
— Padrdes de Consumo, 2011; SILVA, 2008).

Porém, problemas associados a intensificagdo produtiva persistem, e precisam ser
enfrentados considerando as diversas realidades de producdo. A infec¢iao por Salmonella dos
rebanhos suinos e, conseqiientemente, a presenca desse microrganismo nos produtos de
origem suina, tem sido motivo de preocupacdo, tendo em vista que pode representar um
importante risco para o consumidor (SILVA, 2008; CARDOSO, 2006).

Estudos epidemiologicos demonstraram a alta prevaléncia, ainda que com
variabilidade entre diferentes regides, desse microrganismo na suinocultura brasileira.
Prevaléncia de até 77% de contaminagdo por Salmonella spp. em suinos abatidos ja foi
encontrada na suinocultura brasileira (SCHWARZ et al. 2006).

A epidemiologia da infec¢ao por Salmonella spp. em suinos € complexa, apresentando
multiplos fatores determinantes da transmissao do microrganismo. Ao longo da cadeia de
producdo ¢ possivel observar a amplificagdo do problema, geralmente pela rapida transmissao
da bactéria a animais nao infectados, apds o contato com ambientes € animais positivos para
Salmonella. Consequentemente, os suinos tem sido implicados como importantes fontes de
disseminagdo de Salmonella para os seres humanos via cadeia alimentar, pois apesar destes
animais poderem se contaminar por um grande nimero de sorovares, 0s sintomas clinicos sao
associados a poucos sorotipos, ao passo que a maioria dos sorovares isolados nesta espécie
animal ndo costumam causar sintomas ¢ passam despercebidos por todas as fases zootécnicas.

Dessa forma, a maioria dos casos de infec¢do ndo serdo notados, € o
microrganismo podera contaminar a carcaca ¢ os produtos derivados, tanto do animal
portador como de outros abatidos no mesmo lote. Sendo assim, a garantia de um produto
livre de Salmonella deve passar por medidas de controle implementadas na granja, no
transporte, na espera pré-abate e na linha de processamento. Somente a acdo integrada em
todas as fases garantira o sucesso dos programas de controle (SILVA, 2008; CARDOSO,
2009; KICH, 2005).

Devido ao fato da Salmonella spp. ser eliminada nas fezes dos animais infectados, a
via fecal-oral ¢ considerada a base da transmissdo do patogeno (FEDORKA-CRAY et al.,
2000).

O frequente isolamento de Salmonella em particulas de poeira em granjas suinas
(RAIJIC et al., 2005), e sua capacidade de manter-se viavel por longos periodos em aerossois
sugerem a possibilidade de transmissdo aerdgena entre suinos. Embora a principal via de
transmissao seja a fecal-oral, trabalhos experimentais tem evidenciado a transmissao aerogena
de Salmonella enterica nesta espécie animal (OLIVEIRA et al., 2006).

Algumas fontes de introducao de Salmonella spp. em granjas sdo bem conhecidas e
envolvem, principalmente, aquisicdo do animais infectados excretando o microrganismo;
agua, racdes e ingredientes contaminados; vetores; roedores e passaros, veiculos e mesmo
funciondrios ou visitantes que circulam na mesma.
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Outro fator a ser considerado sdo as situagdes de estresse vividas pelos animais no
periodo de pré-abate e transporte, onde ha uma queda no sistema imunologico.

Devido aos suinos poderem ser infectados por Salmonella em até 30 minutos de uma
exposicdo minima ao agente (HURD et al., 2004), a alta prevaléncia de isolamento de
Salmonella spp. poderia ser atribuida a infeccdo dos animais nas baias de espera, ao efeito do
estresse de manejo e ao transporte no periodo pré-abate (KORSAC et al., 2003; ROSTAGNO,
2002, 2003). Lazaro; Tibana; Hofer (1997) encontraram 20% de amostras positivas para
Salmonella spp. em baias de espera em frigorificos no Rio de Janeiro. No entanto, estudos
conduzidos por FUNK et al. (2001), identificaram as granjas produtoras de suinos como a
origem mais freqiiente de rebanhos que chegam infectados ao abate.

E sabido que o tempo necessario para que Salmonella spp. alcance o trato intestinal e
os linfonodos mesentéricos dura em torno de duas horas, portanto a mistura de lotes
portadores e suscetiveis, mesmo que algumas horas antes do abate pode amplificar o
problema, fazendo com que um niimero maior de portadores seja introduzido nas linhas de
processamento, aumentando o risco de contaminacdo de carcacas e produto final
(CARDOSO, 2009; SCHWARZ et al., 2009; MULLER et al., 2009; CASTAGNA et al.,
2004; KICH, 2002).

Kich et al. (2005) obtiveram indice de 23,85% de prevaléncia de carcagas
contaminadas enquanto que, em linhas de abate com alta prevaléncia de suinos portadores, em
média 90% das amostras de massa para fabricagdo de embutidos foram positivas
(CASTAGNA et al., 2004).

O produto contaminado, por sua vez, pode ser fonte de contaminag¢do cruzada para
outros alimentos nos estabelecimentos comerciais, restaurantes ou casa do consumidor. Da
mesma forma, o armazenamento e a manipulagdo inadequados desses alimentos podem vir
a permitir a multiplica¢ao da bactéria até um nimero capaz de causar doenga no individuo
exposto. A ocorréncia de casos da doenga em humanos dependera de diversos fatores:
presenca e quantidade da bactéria no produto, armazenamento e manipulagdo do alimento,
forma de preparo do alimento (cozido ou nao) e suscetibilidade do individuo. (KICH,
2002).

A reunido de todos esses fatores resulta em uma enorme capacidade de amplificagdo
do processo de disseminagdo do patégeno ao longo de toda a cadeia produtiva, tornando o
controle dessa zoonose extremamente complexo.

Nos suinos uma grande variedade de sorovares causam infeccdo assintomatica,
entretanto S. Typhimurium costuma ser um dos mais freqiientemente isolados. Além da
Salmonella ser. Typhimurium, os sorovares Derby, Bredeney, Anatum, Enteritidis e Agona
tem sido identificados com elevada freqiiéncia em suinos portadores no Brasil € no mundo
(WILKINS et al., 2010; MULLER et al., 2009, FOLEY; LYNNE; NAYAK, 2008;
BAHNSON et al., 2006; BESSA et al., 2004). Portanto ¢ possivel identificar que, em termos
de seguranca dos alimentos, o sorovar Choleraesuis adaptado ao suino ndo tem importancia.
Assim, os animais infectados passam despercebidos por todas as fases zootécnicas e o
momento da infeccdo ndo pode ser identificado clinicamente, chegando infectados ao abate
(MULLER et al., 2009, FOLEY; LYNNE; NAYAK, 2008).

As boas praticas de fabricacdo adotadas no abate e na linha de processamento serdao de
crucial importancia para a contaminagdo da carcaga ¢ do produto final. Entretanto, ndo se
pode esquecer que o principal fator critico na linha de abate ¢ o indice de animais portadores e
que em prevaléncias elevadas de animais positivos as boas praticas de fabricagdo, por si so,
ndo poderdo evitar a contamina¢do (CARDOSO, 2006; SWANENBURG et al., 2001).

De acordo com varios autores, Salmonella ¢ transmitida ao animal principalmente
através do alimento e os linfonodos mesentéricos agem como uma barreira, tornando-se, mais
tarde, fonte de contaminagio para a carcaca e para o produto final (MULLER et al. 2009;
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SPOLAORE, 2007; BAHNSON et al., 2006; SCHWARTZ, 2000; DAMMAN; BAHNSON;
WEIGEL, 1999; LAZARO; TIBANA; HOFER, 1997; COSTA et al., 1972).

2.2 Antimicrobianos versus Resisténcia

“A compulsao para ingerir medicamentos talvez seja a grande
caracteristica que distingue as pessoas dos outros animais”.
Sir William Osler — Médico e Educador (1849-1919).

Os antimicrobianos sdo substancias quimicas utilizadas no combate a microrganismos.
Estes agentes podem ser inespecificos, quando atuam sobre microrganismos em geral (anti-
sépticos e desinfetantes), e especificos, quando atuam sobre microrganismos que causam
doencas infecciosas no homem e animais (antibidticos e quimioterapicos) (SPINOSA;
GORNIAK; BERNARDI, 2006).

Foi a partir da descoberta do bacteriologista escocés, Alexander Fleming (1928), de
um composto capaz de inibir o crescimento microbiano (penicilina), e seu posterior uso, com
notéria diminui¢do dos indices de mortalidade nos soldados feridos durante a segunda guerra
mundial, que tiveram inicio, de forma acelerada, os grandes avangos e descobertas no campo
destas substancias “milagrosas” (BURTON; ENGELKIRK, 2005).

Nos dias de hoje, mais de cinco mil antibidticos sdo conhecidos pela ciéncia, cerca de
mil foram estudados, entretanto apenas uma centena ¢ utilizada na pratica terapéutica. A
descoberta destes agentes pode ser considerada como um dos mais importantes avangos em
saude na histéria da humanidade, diminuindo o sofrimento causado por doenca e salvando
vidas. Doencgas que no passado eram consideradas incuraveis e letais, nos dias de hoje sdo
passiveis de serem tratadas com apenas alguns comprimidos (KATZUNG, 2005).

“A promessa dos antibioticos parece estar desvanecendo-se.
Hoje nos estamos diante de uma maré crescente de microrganismos
antibidtico- resistentes, que causam doenca grave.
Em alguns casos raros, os microrganismos sdo intocaveis pela
medicina moderna, resistentes a todos os antibidticos a nossa
disposi¢do.”
(De Needham C. et al.: Intimate Strangers: Unseen Life on
Earth.Washington, DC, ASM Press, 2000)

Na natureza, nos alimentos, no homem e nos animais, 0os microrganismos sao
submetidos a uma variada gama de fatores injuriantes (antibioticos, temperaturas extremas,
mudangas de pH, desidrata¢do, uso de conservadores, atmosferas modificadas, etc.) e, para
sobreviver, devem ser capazes de desenvolver mecanismos que possibilitem a manutencao de
sua viabilidade e capacidade de multiplicagdo. E neste contexto, merece destaque a resisténcia
a farmacos antibioticos (BERTOLONI, 2002).

Bactérias resistentes a antibidticos existem naturalmente em qualquer populagdo,
entretanto o que preocupa € a velocidade e a maneira como essa resisténcia esta avancando.
Neste contexto a pressdo seletiva imposta pelo uso irracional destes farmacos merece
destaque. O uso de um antimicrobiano para tratar uma infec¢cdo, ou como melhorador de
desempenho animal, causa impactos ndo s6 nos patdégenos especificos, mas também dizima as
populagdes suscetiveis naturais do organismo. Estirpes resistentes tendem a prosperar e
expandir-se, colocando o paciente em maior risco no futuro, sem contar na possibilidade de
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transmissao para outros individuos. Pelo exposto, afirma-se que a resisténcia antimicrobiana ¢
um problema global de satde publica, que ¢ afetada pela utilizacdo de antibioticos humanos e
nao humanos. O aumento descontrolado de microorganismos resistentes, ameacam a vida
humana e animal, além de serem dispendiosos para os servigos de saide, que por sua vez
apresentam recursos limitados na maioria das regides do mundo (FIORENTIN, 2005; WHO,
2011; BOGAARD; STOBBERINGH, 2000).

A resisténcia antimicrobiana ¢, portanto, a capacidade que alguns microrganismos
possuem de resistir aos “ataques” de farmacos antimicrobianos. De modo simples pode-se
entdo definir resisténcia antimicrobiana como sendo a nao eliminagdo de um determinado
microorganismo por um antibiético eleito, enquanto que esta acdo ou eliminag¢@o se denomina
sensibilidade (BORDIN; KICH, 2007).

Os agentes antimicrobianos, freqiientemente descritos como “drogas sociais", trazem
conseqiiéncias nao s para o paciente, mas também para a comunidade local, e potencialmente
para todo o mundo. Isto ocorre porque nos microrganismos os genes que codificam resisténcia
freqiientemente estdo localizados em elementos transferiveis (plasmideos), o que facilita sua
disseminag@o. O uso de antimicrobianos perturba o equilibrio das populagdes microbianas,
levando a um aumento de microrganismos resistentes e mudancas nos padroes de infecgdes. A
resisténcia antimicrobiana ¢é, portanto impulsionada pelas decisdes dos pacientes,
profissionais de saude, agricultores e veterinarios (PALERMO-NETO, 2007).

Pelo exposto pode-se dizer que os efeitos da resisténcia a antimicrobianos sdo de
longo alcance. No homem, quando a droga de escolha para tratar a infeccao ndo funciona,
exige-se tratamento com medicamentos de segunda ou terceira escolha que podem ser menos
eficazes, mais toxicos e mais caros, ou seja, 0s pacientes vao sofrer mais e pagar mais pelo
tratamento. Nos animais, cita-se o recrudescimento da doenca, a disseminagdo do agente
infeccioso por todo o plantel, a redugdo do desempenho e do ganho de peso, o aumento da
morbidade e da mortalidade dos animais, as dificuldades no manejo da criagcdo, maiores
gastos com profilaxia, desinfec¢do e tratamento dos animais e diminui¢do do rendimento
financeiro (PALERMO-NETO, 2007; CDC, 2011).

2.2.1 Mecanismos de resisténcia

“Quando a ciéncia constroi uma ratoeira melhor,
a natureza cria um melhor rato.”
AnoOnimo.

Os microorganismos, através de uma variedade de mecanismos eficazes, tém a
capacidade de se adaptar as pressdes ambientais, € sua resposta as pressdoes impostas pelo
contato com antibioticos nao ¢ diferente. (KATZUNG, 2005).

Durante bilhdes de anos, bactérias e fungos tém produzido substancias quimicas para
protegé-los contra o ataque de outros microorganismos. Aqueles usados na medicina clinica,
hoje sdo chamados de antibidticos ou agentes antimicrobianos. Como forma de sobrevivéncia,
outros microbios desenvolveram mecanismos para resistir ao efeito toxico de agentes
antimicrobianos. A resisténcia antimicrobiana €, portanto, um fendmeno antigo codificado
em genes de resisténcia transmitida através de linhagens microbianas. Cepas sensiveis podem
se tornar resistentes através de mutagdes em genes ja existentes ou através da aquisicao de um
gene de resisténcia a partir de outro organismo que ja ¢ resistente. Essa resisténcia pode ser
natural, como por exemplo, a sua propria constituicao fisica ou ainda adquirida, envolvendo
fatores genéticos (plasmideos, transposons), que teriam a possibilidade de disseminar
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informacdes para outras bactérias, incluindo de outras espécies, géneros e nichos ecologicos
diferentes (WHO, 2011; VAZ, 2009; BORDIN; KICH, 2007).

Hé quatro principais mecanismos pelos quais as bactérias sdo capazes de iludir a agao
de agentes antimicrobianos: presenga de enzimas especificas que modificam ou inativam o
antibidtico antes ou depois da entrada da bactéria; modificagdo da membrana bacteriana,
tornando-se menos permeavel aos antimicrobianos; efluxo ativo de antibidticos; sintese de
uma molécula ou a modificacdo da célula-alvo (DAMASCENO, 2010 apud TENOVER,
2006).

Estes mecanismos ndo precisa ocorrer de forma isolada, mas duas ou mais podem
interagir para determinar o nivel final de resisténcia de um microorganismo. Ususalmente os
genes selecionados e mecanismos bioquimicos mais freqlientemente em S. enterica
(MICHAEL et al., 2006), basicamente afetam tanto as "familias" ou tipos de antimicrobianos
usados na terapia de salmonelose (como beta-lactdmicos, aminoglicosideos, fenicois,
quinolonas, trimetoprim) bem como outros (tetraciclina e sulfonamidas) ndo usados
especificamente para o seu controle (TENOVER, 2006 apud DAMASCENO, 2010).

2.2.2 Uso de antibioticos na producio agropecuaria

Os antimicrobianos apresentam grande importancia tanto na medicina humana quanto
veterinaria, entretanto nos animais, estas substancias vém sendo utilizadas ndo somente no
tratamento curativo, mas também de modo preventivo, de maneira estratégica ou ainda como
(promotor de crescimento. Esta utilizacdo reflete resultados positivos em ganho de peso,
melhoria na conversao alimentar, uniformidade dos lotes ¢ ainda auxilia na manutencao da
saude intestinal, impedindo a exacerbacdo de agentes patogé€nicos causadores de diarréias
(BORDIN; KICH, 2007).

Em suinos, a percepcdo de desempenho, avaliada sobre o ponto de vista da producao
animal, consiste em melhora na eficiéncia reprodutiva e maior direcionamento de nutrientes
para a deposi¢do muscular. Nesse sentido, para se obter melhores resultados vérias praticas
zootécnicas foram desenvolvidas e adotadas, das quais, muitas delas foram movidas por
for¢as de cunho econdmico. Entre essas cita-se o aumento da produtividade das matrizes
suinas associado a um desmame precoce dos leitdes. Entretanto o desmame precoce expde os
leitdes a uma carga maior de estresse, principalmente de origem nutricional (VAZ, 2009;
RUTZ; LIMA, 2001).

Freqiientemente o estresse ¢ acompanhado por queda no consumo de alimentos,
seguido por uma deficiéncia energética e mobilizacao das reservas corporais. A ma digestao e
a ma absor¢do associadas ao estresse podem ainda resultar em perturbagdes digestivas,
principalmente devido a alteragdo da microbiota natural do trato gastrintestinal. A esse quadro
associam-se patologias digestivas, que em suinos, ¢ causada principalmente por bactérias
Gram-negativas, em especial a Escherichia coli e salmonelas, que se encontram normalmente
presentes no intestino dos animais. Para evitar os sintomas (perda de peso, desidratagdo e
mortalidade), tem sido pratica comum adicionar doses preventivas ou terapéuticas de
antibioticos (VAZ, 2009; RUTZ; LIMA, 2001).

Os mecanismos de acdo dos APCs (antimicrobianos como promotores de crescimento)
ainda ndo foram totalmente desvendados, todavia atribui-se seus resultados ao papel
desempenhado por estes farmacos na microbiota do trato digestivo. Sua utilizagdo resulta em
uma reducdo no nimero de bactérias patogénicas, conseqiientemente a parede intestinal tem
um crescimento reduzido, tornando-se mais fina. Ocorre reducao no “turnover” de enterocitos
¢ diminui¢do da umidade fecal, facilitando a absorcdo de nutrientes. Soma-se a isto a
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diminui¢do de ocorréncias de infecgdes subclinicas. A jun¢do destes fatores tornam os
antimicrobianos extremamente eficientes, na medida que, propiciando ao animal expressar o
maximo do seu potencial genético (FIORENTIN, 2005; RUTZ; LIMA, 2001).

Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (WHO, 2011), mundialmente, a maior parte
dos antimicrobianos administrados, ndo sdo utilizados no tratamento de enfermidades
humanas, mas sdo dados aos animais (bovinos, suinos, ovinos, frangos, peixe, etc.) para fins
de producao de alimentos. Entretanto, estes firmacos nao estdo sendo utilizados apenas para
tratar animais doentes, ressalta-se seu uso na profilaxia de patogenias de alta incidéncia e
como promotores de crescimento. Além de seu uso na criacdo de animais destinados a
alimentagdo humana, drogas antimicrobianas sdo também utilizadas em animais de
companhia (pets), na agricultura de plantas (frutas, legumes, orquideas, etc.), e aplicacdes
industriais (dutos de 6leo, tintas industriais).

Algumas cepas de Salmonella se tornaram resistentes aos antibioticos, em grande parte
como resultado do seu uso para promover o crescimento de animais destinados a alimentagao.
(CDC — Salmonella, 2011).

Pereira et al. (2007) salienta sobre a importancia da utilizagdo prudente de agentes
antimicrobianos na agricultura, e no tratamento de pacientes veterinarios, a fim de contribuir
para minimizar o surgimento de multirresisténcia. Em seus estudos avaliando diferentes
fontes no Brasil de 1999-2004 (humana, animal, alimento e ambiente), foi encontrado alta
prevaléncia de S . Typhimurium (54%), em especial o fagotipo DT 193 (64,3%)
(multirresistente), que estd se tornando importante para a saude publica e, muitas vezes
associada a produtos suinos. Palermo-Neto (2007) reforca a importancia de que o tratamento
de suinos com antimicrobianos deve ser sensato, prudente, e de acordo com as boas praticas
clinicas para uso de antimicrobianos em animais de produc¢ao.

2.2.3 Politicas publicas

Adicionalmente aos animais de producdo, o comércio internacional de produtos
agricolas e as conseqiientes mudangas nos padrdes de consumo, tem facilitado a propagacao
da infeccdo por Salmonella associada com frutas e legumes. A superficie dos vegetais podem
ser contaminados com fezes humanas ou animais. Da mesma forma, salmonelose associada
com animais exoticos também vem aumentando progressivamente, resultando em alguns
paises, entre 3-5% dos casos. Esta esta associada principalmente com répteis dos quais cerca
de 90% sdo portadores de Salmonella particularmente em paises do hemisfério norte. De
modo semelhante o contato com outras espécies animais, como passaros, roedores, caes e
gatos, representam fontes potenciais de salmonelose.

Os agentes antimicrobianos sdao medicamentos essenciais para a saide humana e
animal. Considerados por muitos como "drogas milagrosas", seu uso se constitui numa
poderosa arma de combate a infecgdes e, ainda hoje, sdo descritos como a principal via no
tratamento de doencas infecciosas (KATZUNG, 2005). No entanto, o uso inadequado destes
farmacos, tem acelerado o desenvolvimento de bactérias antibiotico-resistentes, acarretando
em um encurtamento da vida util da droga. As B-lactamases de espectro estendido (ESBL),
que hidrolisam a maioria dos compostos B-lactamicos, sio um bom exemplo disto (DROPA,
2006).

Neste contexto pode-se dizer que o surgimento acelerado de bactérias antibidtico-
resistentes emerge como um dos principais problemas a Saude Publica, e ¢ considerado um
dos maiores desafios da medicina na atualidade. Na tentativa de contornar a problematica
do surgimento destas bactérias resistentes, muitos programas de controle e monitoramento,
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nacionais e internacionais, foram lancados, principalmente a partir da década de 1990
(WHO, 2011).

De maneira geral, estes programas visavam a conscientizagdo sobre o uso racional de
antimicrobianos, o controle da disseminagdo de cepas resistentes e/ou de seus genes, além da
pesquisa sobre os mecanismos de transmissdo da resisténcia e novos métodos de deteccao da
mesma (DROPA, 2006).

Dropa (2006) cita alguns exemplos internacionais desses programas: Projeto Intensive
Care Antimicrobial Resistance Epidemiology (ICARE), da Escola Rollins de Satde Publica da
Universidade de Emory (Atlanta, Geodrgia), desde 1995; SENTRY Antimicrobial Surveillance
Program, desde 1997; Meropenem Yearly Susceptibility Test Information (MYSTIC),
desde 1997; European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS), desde
1998; Preventing Emerging Infectious Diseases: a Strategy for de 21* Century, do Center
for Diseases Control (CDC), em 1998; Paul-Ehrlich-Gesellschaft (PEG), desde 1998
(Alemanha); Task Force on Antimicrobial Resistance (TFAR), da Food and Drug
Administration (FDA), desde 1999; e Pan-European Antimicrobial Resistance using
Local Surveillance (PEARLS), desde 2001.

Em outubro de 2010, a diretoria colegiada da ANVISA - Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2010), por meio da RDC n° 44, dispde o regulamento para o
controle de medicamentos a base de substancias classificadas como antimicrobianos. Entre as
principais determinagdes, cita-se: 1) A venda de farmacos a base de substincias
antimicrobianas somente podera ser efetuada mediante receita de controle especial, sendo que,
a 1* via devera ser retida no estabelecimento farmacéutico, € a 2* via devolvida ao cliente,
atestada, como comprovante do atendimento; 2) As receitas deverdo ser apresentadas de
forma legivel e sem rasuras, por profissionais devidamente habilitados; 3) As receitas deverao
obrigatoriamente conter as seguintes informagdes: a) nome do medicamento ou da substancia
prescrita; b) dosagem ou concentragdo, quantidade (em algarismos ardbicos e por extenso) e
posologia; ¢) identificagdo do emitente: nome do profissional com sua inscri¢do no conselho
regional ou nome da instituicao, enderegco completo, telefone, assinatura e marcagdo grafica
(carimbo); d) identificacdo do usuario (nome completo); e) identificagdo do comprador: nome
completo, nimero do documento oficial de identificacdo, endereco completo e telefone (se
houver); f) data da emissdo; 4) Na embalagem do medicamento deverd constar, em tarja
vermelha e destaque a expressdao: Venda Sob Prescrigdo Médica - S6 Pode ser Vendido com
Retencdo da Receita. A mesma expressdo devera ser contida na bula, em destaque e em letras
de corpo maior de que o texto; 5) Os estabelecimentos deverdo manter a disposicao das
autoridades sanitarias a documentagdo fiscal referente a compra, venda, transferéncia ou
devolucao das substancias antimicrobianas bem como dos medicamentos que as contenham
por um periodo minimo de 5 (cinco) anos ap6s sua dispensagdo ou aviamento; 6) As receitas
de antimicrobianos terdo validade de 10 (dez) dias a contar da data de sua emissao.

O governo dinamarqués baniu o uso de antimicrobianos com fim exclusivo de
promogdo de crescimento em animais desde 1999. Os efeitos positivos sobre a resisténcia
antimicrobiana no pais serviram de exemplo para o restante da Europa. Em julho de 2003, o
parlamento europeu aprovou um regulamento sobre aditivos alimentares, que trazia a
proibicdo de antibidticos promotores de crescimento em animais destinados a alimentacdo
humana na Unido Européia (EUROSURVEILLANCE, 2003).

2.2.4 Salmonella e resisténcia aos antimicrobianos

Metade da produgdo mundial de antibidticos de uso veterinario ¢ destinado ao
tratamento e/ou preven¢do de doencas em animais, € até mesmo a ser utilizado no passado
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como promotores de crescimento. De fato, o surgimento de cepas resistentes a certos
antibioticos em bactérias de origem clinica foi precedido por seu uso em animais. Um
exemplo ¢ o aumento da resisténcia as quinolonas, observada apos a aprovacdo da
enrofloxacina para uso veterindrio. Nao obstante, o papel dos animais como reservatérios de
resisténcia a antibioticos em infec¢des humanas ¢ controverso, em contraste com a
reconhecimento generalizado de alimentos como o principal veiculo de transmissdo
Salmonella em humanos (BAGER; HELMUTH, 2001).

Um dos fatos por tras dessa polémica ¢ a falta de evidéncias claras a favor de bactérias
resistentes encontrados em animais também causar infecgoes humanas de dificil tratamento.
Além disso, nem todos os fenotipos de resisténcia sdo igualmente importantes, nem todos os
antimicrobianos para os quais as bactérias sdo resistentes sdo de escolha no tratamento da
infeccdo humana. Outro fato que contribui ¢ a necessidade de comprovar a associagdo entre o
consumo de fluoroquinolonas e o surgimento de resisténcia a este antibiotico, ja que muitas
vezes ndo existe correlagdo por outros agentes. A dindmica de transmissdo de bactérias
resistentes também ¢ muito complexa.

Mas para se ter uma idéia do impacto sobre o uso da satide publica veterinaria de
fluoroquinolonas pode comparar a situagdo de resisténcia a estes agentes em amostras de
Salmonella nos EUA e no Reino Unido. Nos EUA entre 1994-1995, o total de 4.008 isolados
de S. enterica resistentes as fluoroquinolonas e acido nalidixico. Neste pais desde meados dos
anos 80 eram empregadas fluoroquinolonas em medicina humana (+ 7% de todos os
antimicrobianos utilizados), mas seu uso havia sido aprovado em alimentos para animais. No
Reino Unido, onde o uso de fluoroquinolonas em animais de produ¢ao foi aprovado em 1993
e a proporcao de cepas resistentes de S.Typhimurium em humanos aumentou de 1% em 1994
para 12% em 1996. Isto sugere que o uso de fluoroquinolonas em medicina humana, tem
muito pouco impacto sobre o aparecimento de estirpes resistentes, enquanto em uso
veterinario desempenha papel significativamente maior. Atualmente, flluoroquinolonas estao
na lista da OMS de antibioticos devem ser reservados para uso em seres humanos (BAGER;
HELMUTH, 2001).

Relatorio da FAO/WHO/OIE (2008), aponta que a disseminagdo da resisténcia
antimicrobiana ¢ um problema de satide publica global o que remete para a expectativa que os
paises produtores de carne implementem e ampliem os programas de vigilancia sanitaria para
reduzir ou impedir a emergéncia e disseminacdo de cepas bacterianas resistentes
(PALERMO-NETO, 2008).

O aumento da resisténcia antimicrobiana em Salmonella ndo tiféide tem implicagdes
importantes da satde publica. A alta taxa de resisténcia ocorre devido ao uso convencional de
antibioticos, principalmente em criagdes extensivas, que embora seja a maneira mais rapida
de responder a uma doenca, podem causar um aumento na viruléncia dos patégenos. Embora
a cadeia de transmissao da bactéria seja complexa, estudos epidemioldgicos e laboratoriais
tornam possivel tracar a resisténcia antimicrobiana de Salmonella na sua fonte primaria, ou
seja, alimentos de origem animal (CARVALHO et al.2006).

O primeiro informe de resisténcia em Sa/monella remonta aos anos 60 e descreve casos
de cepas monorresistentes. A partir da década de 70 ocorreu um aumento da resisténcia de
Salmonella spp. aos antimicrobianos, com o percentual elevando-se de 17% para 31% ao final
dos anos 80 (WHO, 1997; NETO, 2001), incluindo-se drogas de ultima geracdo, como por
exemplo, as quinolonas (NARMS, 2006).

Como abordagem da evolugdo histérica da resisténcia aos antimicrobianos (LAZARO
et al.,, 2008), em nivel de Brasil, inumeras avalia¢des individuais, relacionadas ao
monitoramento da resisténcia vém sendo efetuadas desde a década de 50, tendo Cisalpino
(1957, apud LAZARO et al., 2008) analisado a sensibilidade de salmonelas isoladas a partir
de 1947 e verificado o aumento progressivo de amostras resistentes. Entre as décadas de 60 e
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70 este percentual ascendeu, como apontado por Costa et al., (1967) e Hofer et al., (1974)
apud Lézaro et al., 2008.

Durante os anos 80, estudos realizados em diferentes regides do pais, em cepas de
origem humana, alimentar, animal e ambiental, revelam a resisténcia simples ou multipla em
Salmonella spp, bem como capacidade de transferéncia destes marcos (LAZARO et al. 2008;
LAZARO et al. 2004 PESSOA et al., 1980; apud LAZARO et al. 2008).

Na atualidade, tal condigdo vem apontando perspectivas sombrias no tratamento de
infeccdes por diferentes espécies bacterianas, incluindo Salmonella spp. resistentes as
fluoroquinolonas e cefalosporinas de 3 geracdo, drogas utilizadas no tratamento da
salmonelose invasiva (RODRIGUES et al., 2010).

Dentro dessa tematica, um dos principais problemas ¢ a emergéncia de salmonelas
resistentes a multiplos antibidticos isoladas de casos de doengas de transmissdo alimentar
tornando esses patogenos ainda mais perigosos (TASSIOS et al., 2000).

Diante dessas circunstancias, a vigilancia da resisténcia antimicrobiana ¢ essencial para
disponibilizar informagdes sobre sua magnitude e tendéncias, e para monitorar o efeito das
intervengoes, pois a prevaléncia de resisténcia pode variar nas diferentes regides ou épocas
(WHO, 2006).

O presente estudo teve por objetivo analisar a ocorréncia e distribuicdo dos sorovares
circulantes de Salmonella em produtos de origem suina, de diferentes regides do pais,
apontando tendéncias quanto a emergéncia destes na veiculagdo de resisténcia aos
antimicrobianos, informagdes que em seu conjunto visam ofertar subsidios que podem ser
empregados nas atividades para o seu controle em nosso meio.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e Infra-estrutura de Desenvolvimento do Projeto

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Enterobactérias - LABENT
Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, RI.

3.2 Amostragem de Estudo

A amostragem de estudo, foi composta de dois grupos de cepas: o primeiro obtido a
partir da selegdo no banco de dados do Laboratorio de Enterobactérias -
LABENT/IOC/FIOCRUZ, de cepas de Salmonella isoladas de produtos de origem suina,
relacionadas a alimentos envolvidos em surtos de transmissdo alimentar (prato pronto),
produtos de venda (industrializados), bem como produtos apreendidos durante inspec¢do, em
diferentes regioes do pais.

Estas foram recebidas no periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2009, tendo sido
previamente caracterizadas como Salmonella spp pelos Laboratorios pertencentes ao Sistema
Nacional de Laboratérios de Satide Publica, Universidades Publicas, Institui¢des publicas e
privadas, e encaminhadas para caracterizagdo antigénica conclusiva, ao Laboratério de
Enterobactérias, Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ-RJ.

O segundo grupo tomou por base o mesmo critério de selecao acima apontado tendo
incluido as cepas recebidas e analisadas no periodo janeiro a junho de 2010. No Quadro 1 sao
discriminados os produtos de origem suina, distribuidos de acordo com as categorias, segundo
informagdes das instituigdes remetentes.

Quadro 1 - Discriminagdo dos produtos de origem suina de acordo com as categorias
analisadas.

Categorias Produtos analisados
Produtos de venda Cortes in natura, miudos, embutidos, bacon, toucinho,
(industrializados) hamburguer, carnes temperadas, carnes salgadas
Prato pronto (surtos) Carne assada, embutidos, bacon, lombo suino
Inspecao Embutidos, carne in natura, carne processada
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3.3 Procedimentos Laboratoriais

3.3.1 Confirmacio da Identificacio Bioquimica Sumaria

As cepas, mantidas em caldo BHI/glicerol a -70°C e/ou Agar Nutriente Fosfatado
(COSTA; HOFER, 1972), foram inoculadas em Caldo Nutriente (Difco®) e, posteriormente,
isoladas em Agar Entérico Hektoen (Oxo0id®). Em seqiiéncia, as colonias foram repicadas
simultaneamente em Agar Nutriente inclinado e nos meios de triagem Costa & Vérnin (CV) e
Agar Lisina Ferro (LIA) seguido de incubagao 37°C/18 a 24 horas (COSTA; HOFER, 1972).

Apo6s identificacdo presuntiva nos meios de triagem, a avaliacdo de seu perfil
bioquimico foi efetuada através da semeadura em meio de SIM, para comprovagdo da
mobilidade, produgdo de indol e gés sulfidrico, utilizagdo do citrato como fonte tinica de
carbono, descarboxilacdo da L-lisina, provas estas que definem presuntivamente o género
Salmonella de acordo com os critérios estabelecidos por Costa & Hofer (1972) (Quadro 2).

Quadro 2 - Perfil bioquimico de Salmonella enterica subsp. enterica

Provas Bioquimicas Reacdes

Meio inalterado, com certa alcalinidade no apice

) ~ (esverdeado). Presenga de H»S; auséncia de gas;
Meio de Costa & Vérnin  ,5vel ou imével

Reagoes idénticas as acima citadas, sem H,S

Base e apice alcalino (purpura), presenca de H,S.
Agar Lisina Ferro (LIA) Excegéo: S.Paratyphi A- base amarela/apice pirpura

Reacdes idénticas as acima citadas, sem H,S

Mobilidade
SIM Indol
H,S

Gas em Glicose

_|_

Citrato de Simmons

Lisina descarboxilase

ol I I R

Ornitina descarboxilase
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3.3.2 Caracterizacio antigénica conclusiva

Todas as cepas selecionadas no banco de dados tiveram seu perfil antigénico
confirmado através da técnica de soro aglutinacdo rapida, em lamina, com anti soros poli e
monovalentes, somaticos e flagelares, preparados no Laboratdrio de Enterobacterias, Instituto
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro.

A identificacdo do sorovar especifico foi realizada com base no esquema sorologico de
Kauffmann-White e representada de acordo com os critérios de Grimont; Weill (2007).

3.3.3 Determinacio da suscetibilidade aos antimicrobianos

O LABENT realiza, como procedimento de rotina, o monitoramento da suscetibilidade
aos antimicrobianos em aproximadamente 20% das cepas recebidas, tomadas aleatoriamente e
os resultados sdo inseridos no banco de dados. Tomando por base o perfil previamente obtido
nas cepas selecionadas do periodo de janeiro/2005 a dezembro/2009, o mesmo foi reavaliado
visando verificar a manutengao fenotipica de tais caracteristicas.

Deste modo a susceptibilidade aos antimicrobianos foi determinada por disco difusao,
seguindo as recomendacgdes preconizadas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
CLSI (atualizado anualmente) utilizando firmacos da marca OXOID®, representativos das
classes de beta-lactimicos (penicilinas, monobactdmicos, cefaloporinas de 3% geragdes);
fenicdis; tetraciclinas; quinolonas; aminoglicosideos; antifolatos e nitrofuranos cuja
distribuicao encontra-se apresentada no Quadro 3.

O critério de escolha tomou por base, os antimicrobianos eletivos no controle e
teraputica das enteroinfec¢des bacterianas, aqueles empregados como promotores de
crescimento animal, drogas de ultima geracdo e orientacio da OMS, quanto aos
antimicrobianos utilizados no monitoramento da resisténcia bacteriana.

Para o controle na qualidade de execucdo e confiabilidade dos resultados obtidos,
cepas padrao (Escherichia coli ATCC 25922, E.coli ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Staphylococcus aureus ATCC 25923)
sao testadas sob as mesmas condi¢des de cultivo e incubagao, de acordo com o CLSI.

Para a realizacdo da leitura foram considerados e anotados os didmetros dos halos de
inibicao do crescimento e interpretados de acordo com os critérios estabelecidos pelo CLSI,
conforme Quadro 4.
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Quadro 3 - Drogas utilizadas para Avaliacao da Suscetibilidade Antimicrobiana

Antimicrobianos Sigla
Aminoglicosideos Gentamicina GEN
Antifolatos Sulfametoxazol - Trimetoprim SXT
B-Lactamicos
Carbapenemas Imipenem IPM
Cefal . Cefalotina CEP
clalosporinas Ceftriaxona CRO
Penicilinas Ampicilina AMP
Fenicois Cloranfenicol CHL
Nitrofuranos Nitrofurantoina NIT
. Acido Nalidixico NAL
Quinolonas ) .
Ciprofloxacina CIP
Tetraciclinas Tetraciclina TCY

Quadro 4 - Padrao de interpretagdo do Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos (Difusao
por discos).

.. . . Disco Diametro do Halo (mm)
Antimicrobiano Sigla
ng. Sensivel Intermediario Resistente

Acido Nalidixico NAL 30 >19 14-18 <13
Ampicilina AMP 10 >17 14 -16 <13
Ceftriaxona CRO 30 >23 20-22 <19
Ciprofloxacina CIP 5 >21 16 -20 <15
Cloranfenicol CHL 30 > 18 13 -17 <12
Cefalotina CEP 30 > 18 15-17 <14
Gentamicina GEN 10 >15 13 -14 <12
Imipenem IPM 10 > 16 14 -15 <13
Nitrofurantoina NIT 300 >17 15-16 <14
Sulfametoxazol Trimetoprim SXT 1,25/23,75 >16 11-15 <10
Tetraciclina TCY 30 >15 12 -14 <11

24



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ocorréncia de Salmonella em produtos de origem suina

Nos ultimos anos, a suinocultura brasileira vem apresentando um desempenho
crescente, com uma cadeia produtiva tdo moderna quanto a dos paises desenvolvidos. Esse
incremento tecnoldgico se reflete também em maior participagdo no mercado internacional,
mais exigente em termos de qualidade e com barreiras sanitarias cada vez mais rigidas. Dessa
forma, a preocupacdo com o controle de microrganismos transmitidos por alimentos e suas
implicagdes a satide do consumidor passam a ser uma preocupacdo a ser compartilhada por
todos os elos da cadeia produtiva (EMBRAPA, 2011, NETO, 2009; SILVA, 2008;
MONTEIRO, 2007; CARDOSO, 2006).

No que concerne a Salmonella, apenas a analise classica exigida pela legislagdo onde ¢
pesquisada presenca ou auséncia em alimentos, embora adequada para a rotina do controle de
qualidade, deixa de ser parametro suficiente, pois continuam a emergir em todo o mundo
novos sorovares com mecanismos de viruléncia cada vez mais sofisticados, contornando os
controles de seguranca existentes e atingindo os consumidores (SPRICIGO et. al., 2008;
BERTOLONTI, 2002; BRASIL, 2001).

Surge entdo a necessidade de melhorias no monitoramento deste patdogeno, como por
exemplo a avaliagdo dos sorovares emergentes, perfil de resisténcia a antimicrobianos, bem
como outros parametros que possam servir de subsidios para melhor caracterizar a
epidemiologia deste microrganismo (CDC, 2011; LOUREIRO et al., 2010; SILVA, 2008;
SPRICIGO et. al., 2008; MALORNY et al., 2008).

Com base nessa necessidade estudos sdo realizados em todo o pais, € em especial o
Laboratorio de Enterobactérias — LABENT / Laboratorio de Referéncia Nacional para
Diagnostico de Enteroinfecgdes Bacterianas — LRNDEB / IOC / FIOCRUZ se destaca por sua
estrutura (equipamentos e pessoal), confiabilidade, nimero de anélises e tratamento destes
dados.

Utilizando-se do banco de dados, no periodo de janeiro de 2005 a junho de 2010 foram
analisadas 1824 cepas de Salmonella spp. isoladas de alimentos de origem suina, recebidas
pelo Laboratorio de Enterobactérias — LRNDEB / IOC / FIOCRUZ para caracterizagao
antigénica conclusiva, provenientes de diversas regides do pais.

Na tabela 2 podemos observar que a grande maioria das cepas recebidas foram
provenientes da regido sul (94,35%), o que sugere um maior acompanhamento por parte dos
orgaos fiscalizadores e empresas no que confere a seguranca do consumidor nessa regiao,
entretanto fazendo uma analise ano a ano percebemos um aumento, ainda que modesto nas
regides centro-oeste e sudeste, provavelmente em virtude de medidas mais efetivas dos 6rgaos
publicos locais, além de pressdo dos consumidores por alimentos seguros.

Bertoloni (2002) ressalta o novo perfil destes consumidores, que estdo cada vez mais
preocupados com o que ingerem, e as novas tendéncias de exigéncia do mercado no que diz
respeito a seguranca ¢ qualidade dos alimentos. E neste contexto onde o mercado dita as
regras ter qualidade nao ¢ mais um diferencial e sim uma obrigacao, e isso nos leva a crer que
o Brasil continuard a crescer em demanda por analises mais elaboradas, bem como sera
balizado por medidas cada vez mais efetivas do poder publico, visto sua posi¢do no cenario de
producao e comercializagdo de produtos carneos.

Além das diferencas regionais em relagdo as medidas adotadas concernentes a
seguranca dos alimentos, soma-se ao fato da producdo de suinos situar-se em sua maior parte
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nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (57,5% da producdo nacional). Entretanto,

novos investimentos estdo sendo feitos, principalmente na regido Centro-Oeste, proximo as

areas com producdo excedente de graos e sementes oleaginosas, em especial nos estados de

Mato Grosso e Goids (SCHULTZ, 2005 apud SILVA, 2008).

TABELA 2 — Freqiiéncia de isolamento de Salmonella spp em alimentos de origem suina, por
regido geografica do Brasil, no periodo de janeiro de 2005 a junho de 2010.

Apesar dos esforcos dos orgdos publicos e empresas brasileiras para reduzir a
contaminagdo por Salmonella em produtos carneos (carne bovina, suina, de aves, etc. e
derivados), este patogeno ainda continua chegando a mesa do consumidor, € ndo raras vezes
causando surtos nas diversas regides do pais.

Correlacionando a freqiiéncia de isolamento de Salmonella no periodo de analise, com
as categorias analisadas (tabela 3), observou-se que 90,02% de espécimes positivos
consistiam de produtos industrializados (produtos de venda), indices que se mantiveram
constantes durante o periodo de estudo. Embora o percentual seja relativamente baixo (5,8%)
reveste-se de importancia o isolamento de Salmonella em produtos de origem suina
envolvidos com surtos de doencas de transmissdo alimentar vez que possivelmente esses
dados nao reflitam a realidade tendo em vista que a notificagao de doengas transmitidas por
alimentos, em nosso pais, ndo ¢ obrigatoria. Por outro lado, aqueles derivados de inspec¢ao
representaram apenas 4,5%.

A ocorréncia de Salmonella spp. em 90,2% das amostras oriundas de produtos de
venda (industrializados) € preocupante e ressalta a importancia do consumo de alimentos com
procedéncia sanitaria. Também demonstra a relevancia desse tipo de produto na veiculacao de
casos e/ou surtos de salmonelose, seja pelo seu consumo ou mediante contaminagdo cruzada
para outros alimentos (TESSMANN et al., 2008).

Segundo Botledoorn et al. (2004) mais de 70% das contaminacdes de carcagas por
Salmonella spp. sdo originadas de suinos portadores que entram na linha de abate,
principalmente pelo extravasamento de conteudo intestinal durante a evisceragdo. No entanto,
apesar das industrias aplicarem programas APPCC para o controle do problema, os resultados
sao influenciados pela pressao da contaminagdo inicial. Em um cenario de alta prevaléncia de
animais positivos chegando para o abate, o resultado serd de alto indice de carcagas e
produtos finais contaminados (CASTAGNA et al., 2004; KICH et al., 2005), mesmo em
industrias que apresentem programa de boas praticas de fabricagao.

Estes dados apontam para o risco a saude publica e alertam para a importancia do
controle do processo e/ou processamento dos alimentos de origem animal, bem como
necessidade de intensificacao da vigilancia sanitaria.
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TABELA 3 — Freqiiéncia de isolamento de Sa/monella spp. em alimentos de origem suina, de
acordo com a fonte e ano de avaliagdo.

No computo geral, entre as 1824 cepas foram identificados 41 sorovares pertencentes
a Salmonella enterica subespecie enterica (1822 cepas) e 2 cepas de Salmonella enterica
subespécie houtenae. Essa variedade de sorovares reforca ser o suino uma importante fonte de
infeccdo e veiculador, através de seus produtos, de salmonelas zoondticas (SCHWARZ,
2009).

Entre os 13 sorovares mais freqiientes (tabela 4, grafico 1) destacam-se S.
Typhimurium (26,48%), Derby (15,84%), Enteritidis (8,83%), Panama (6,96%), Infantis
(6,80%) e Anatum (6,14%), por sua freqiiéncia nos cinco anos de estudo. E interessante ainda
notar que os sorovares Typhimurium, Derby e Enteritidis somados representam mais da
metade (51,15%) das cepas analisadas.

TABELA 4 — Ocorréncia e distribui¢do dos sorovares mais frequentes de Salmonella
isolados de alimentos de origem suina, no periodo de janeiro de 2005 a junho de 2010.
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Grafico 1- Percentual (%) dos sorovares de Salmomnella oriundos de alimentos
origem suina, no periodo de janeiro de 2005 a junho de 2010.
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Entre os cinco sorovares mais freqilientes (Grafico 2) aponta-se um predominio

do

sorovar Typhimurium ao longo do periodo estudado, exceto no ano de 2006, onde o sorovar

Derby (22,96%) ocorreu em maior niimero.

Grafico 2 — Percentual de distribuicdo anual dos cinco sorovares mais frequentes de
Salmonella, oriundos de alimentos de origem suina no periodo de janeiro de 2005 a junho de

2010.
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Resultados semelhantes para um ou mais sorovares foram encontrados no Brasil por
Silva (2008) com maior freqiiéncia do sorovar Derby (16%), seguido de Salmonella ser.
Typhimurium (14%), Salmonella ser. Give e Salmonella ser. London (12%) em Mato Grosso;
Tessmann et al. (2008), Salmonella ser. Infantis (60,87%), Salmonella ser. Typhimurium
(30,43%), Salmonella ser. Panama (4,35%) e Salmonella ser. Derby (4,35%) em Pelotas, Rio
Grande do Sul.

Considerando o grande numero de isolamentos oriundos de embutidos, 639 (35%) das
1824 cepas estudadas, procurou-se fazer uma avaliagdio quanto aos sorovares que
apresentaram maior freqiiéncia nesse tipo de alimento em relacdo ao periodo analisado.

Foram identificados nesta categoria, 13 sorovares destacando-se Salmonella ser.
Typhimurium (21,1%), Salmonella ser. Derby (12,5%) e Salmonella ser. Panama (8,3%) por
sua maior freqiiéncia e distribuicdo em todo o periodo de avaliado. A estes seguiram-se os
sorovares Anatum (6,2%), Infantis (5,3%), Schwarzengrund (4,7%), Enteritidis (4,2%),
Brandenburg (3,9%), Rissen (0,8%), Minnesota (0,6%), London (0,5%), Bredeney e Give
(0,3%).

Carneiro et al., (2003), Almeida et al., (2003) e Bello-Pérez (1993), apontam os
embutidos como importantes fontes de Sal/monella, como salsicha e lingliicas, por serem
preparadas com carne fresca ou devido ao fato de que as mesmas ndo passam pelo processo
de coccdo. Ainda Bello-Perez (1993) obteve indice de 30% e de 33% de isolamento de
Salmonella a partir de lingiiigas e salsichdes no México. Escartin et al (1999), no mesmo pais,
encontraram 88,3% dos embutidos contaminados por Salmonella. Na Italia, Giovannini et al.,
(2004), de um total de 595 amostras de produtos suinos, 58 (9,7%) estavam contaminados
com Salmonella. 40 (17,6%) das 227 lingiiicas frescas, 9 (8,9%) das 101 lingiiicas secas ¢ 9
(5%) das 180 carnes frescas foram positivas para Salmonella sp. destacando-se Salmonella
ser. Typhimurium por sua frequencia (35,5%).

Percentuais inferiores foram obtidos por Chaves et al., (2000) no Rio de Janeiro, 10%
das amostras de lingiiica frescal; Tavechio et al., (2002) em Sao Paulo, 5% de isolamento a
partir de salsicha; Lobo et al., (2001) encontraram o mesmo indice em salames coloniais no
Rio Grande do Sul e Lirio et al., (1999) em Sao Paulo 10% em lingiiica crua. Trindade et al.,
(2004), que avaliaram 70 amostras de derivados carneos comercializados na cidade de Pelotas
(RS) isolaram Salmonella spp. em 7,14% com uma maior incidéncia em lingui¢a de carne
suina frescal. Ja Salvatori; Bessa e Cardoso, (2003) obtiveram resultados diferentes dos
encontrados neste estudo, verificaram auséncia de Salmonella spp. na avaliagdo
microbiologica de 93 amostras de embutidos frescais e maturados preparados com carne
suina, coletadas em estabelecimentos comerciais do mercado publico de Porto Alegre.

Salmonella ser. Typhimurium ¢ considerado um das principais sorovares envolvidos
em casos de salmonelose em animais e no homem. No Brasil apresenta-se como um dos
principais sorotipos em isolados de animais (especialmente suinos) e alimentos para consumo
humano (PEREIRA, et al., 2007).

De acordo com estudos realizados em 2008 nos E.U.A. (CDC, 2009), entre os 6750
casos de Salmonella isolados, identificados e sorotipados pelos laboratorios associados ao
FoodNet, 10 sorovares foram responsaveis por 73% das infecgdes de transmissdo alimentar
no homem, destacando-se em maior freqiiéncia o sorovar  Enteritidis, seguido de
Typhimurium, Newport; Javiana; Saintpaul; Salmonella 1 4, [5], 12: i: -; Muenchen,;
Heidelberg; Montevidéu e Braenderup. O estudo comparou ainda os resultados obtidos dos 10
sorovares mais incidentes, com os observados nos 3 anos anteriores, encontrando aumento
para incidéncia de Salmonella ser. Enteritidis de 19%, Salmonella ser. Saintpaul 182% e
diminuicdo para o sorotipo Heidelberg de 28%. A incidéncia dos outros sete sorovares nao se
alterou significativamente.

Nos paises desenvolvidos, Salmonella ser. Typhimurium e Salmonella ser.Enteritidis
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destacam-se como os mais freqliientes em casos de infec¢do alimentar (VELGE;
CLOECKAERT; BARROW, 2005; CDC, 2004; RIBOT et al., 2002; THRELFALL, 2000).
Particularmente no Brasil, estes sorovares encontram-se entre os mais freqlientemente
isolados nas duas ultimas décadas, sendo notoria sua participacdo em isolados de
fonte humana em surtos de origem alimentar (GEIMBA; TONDO; BRANDELLI, 2005;
GUIMARAES et al., 2001).

Segundo Weill et al. (2006), de um total de 168.034 isolados de Salmonella oriundos
de seres humanos relatados pelo NRC-Salm na Franga de 1993 a 2003 35% e 32,5%
pertenciam aos sorotipos Enteritidis e Typhimurium, respectivamente, sendo que, nos anos de
1995 e 1997, o sorovar Typhimurium foi o mais freqiiente. Resultados semelhantes foram
descritos por Fisher (2004).

Para Loureiro et al. (2010) o sorovar Enteritidis tem sido motivo de preocupagao para
as autoridades em satde, pois ¢ o sorovar mais comum em infec¢des humanas na Africa,
Asia, Europa e América Latina e Caribe nos tltimos anos. Os trabalhos de Souza; Magnani e
Oliveira (2010); Ribeiro et. al. (2008); Silva e Duarte (2002) reforcam ser a Salmonella ser.
Enteritidis um dos principais sorotipos isolados tanto em humanos quanto em animais.
Segundo o CDC (2009), a propor¢ao de Salmonella ser. Enteritidis aumentou acentuadamente
entre 1980 e 1995 nos E.U.A., mas declinou 30% entre 1996 e 2006, entretanto seus indices
ainda sdo alarmantes.

As diferengas nos percentuais podem ser explicadas por um dado epidemiolédgico
importante sobre a Sa/monella, que ¢ o surgimento e subseqiiente desaparecimento de alguns
sorovares em determinadas localidades (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

4.2 Resisténcia Antimicrobiana em Salmonella

A resisténcia antimicrobiana, considerada o grande desafio a Satde Publica na
atualidade, tem sido amplamente estudada em todos os géneros bacterianos. Seu
monitoramento fornece dados que servirdo de suporte para politicas publicas, além de
servirem de base para escolha adequada de medicamentos para o tratamento de
enfermidades tanto humanas quanto veterinarias (DROPA, 2006; SILVA, 2008).

Grande parte desta resisténcia tem sido associada ao uso de drogas antimicrobianas
em animais destinados a alimenta¢cdo humana, sendo que o principal fator de risco esta na
utilizagc@o ndo clinica, (promotores de crescimento ou profilatico de doencas). As bactérias
selecionadas no reservatorio animal podem atingir a populagdo humana de varias formas:
contaminag¢do de fontes hidricas, efluentes de granjas, contaminagdo ambiental, ambiente
do abatedouro, etc., e principalmente via alimentagdo (SOUZA; MAGNANI; OLIVEIRA,
2010; VAZ, 2009; SILVA; DUARTE, 2002).

De acordo com a terminologia estabelecida pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute - CLSI, incluem na categoria de resistentes, os isolados bacterianos que apresentam
crescimento in vitro nas concentracdes séricas estabelecidas para os antimicrobianos (CLSI,
2010).

O antibiograma ou teste de susceptibilidade aos antimicrobianos (TSA) consiste na
determinagdo “in vitro” da sensibilidade frente a um grupo de antimicrobianos (VAZ, 2009).

O programa de monitoramento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos foi
estabelecido pelo Laboratorio de Referéncia Nacional de Enteropatogenos Bacterianos /
Laboratério de Enterobactérias / IOC / FIOCRUZ, que além de suas atividades de pesquisa,
como rotina em enteropatdogenos, na década de 90 com a reintroducdo da colera estendeu suas

30



atividades para outros enteropatogenos.

Tem como objetivos principais monitorar indiretamente o consumo de
antimicrobianos utilizados em atividades profilaticas e terapéuticas, verificar os niveis de
resisténcia aos antimicrobianos e quimioterapicos em microrganismos isolados de diferentes
fontes e regides, estudar a associagdo entre consumo e resisténcia e para identificar as
principais vias de transmissdo da resisténcia aos antimicrobianos e areas para futuras
investigacdes cientificas e de fortalecimento da vigilancia.

Assim, dada a relevancia da correlacdo entre os agentes antimicrobianos empregados
no tratamento humano de infecgdes e aqueles de uso na produgdo animal, a suscetibilidade
aos antimicrobianos através da técnica de difusdo por disco foi realizada empregando
diferentes farmacos, sendo um grupo representado por aqueles amplamente utilizados do
passado até os dias atuais e outro, abrangendo os antimicrobianos considerados mais recentes.

Dentro deste Programa de Monitoramento da Resisténcia aos Antimicrobianos, no
presente trabalho utilizou-se como critério a sele¢do de cerca de 20% das amostras isoladas a
partir de alimentos, para a determinacao do perfil de suscetibilidade a drogas. Dessa forma,
em uma primeira etapa foram selecionadas no banco de dados, 342 das 1737 (20,5%) cepas
identificadas no periodo de janeiro 2005 a dezembro de 2009 e que foram anteriormente
submetidas ao TSA. Dando continuidade e tendo em vista o periodo de vigéncia deste
trabalho, em uma segunda etapa foram analisadas 15 (17,24%) das 87 cepas identificadas a
partir de produtos de origem suina, no periodo de janeiro a junho de 2010, totalizando 357
(19,57%) das 1824 cepas objeto deste estudo (Tabela 4).

Tabela 5 - Distribuicao das cepas de Salmonella spp. isoladas de produtos de origem suina no
periodo de janeiro de 2005 a junho de 2010, selecionadas para o teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos (TSA).

Ano Total de Cepas TSA %

2005 382 91 23,82
2006 392 98 25,00
2007 281 69 24,56
2008 213 37 17,37
2009 469 47 10,02
2010 87 15 17,24
Total 1824 357 19,57

Das 357 amostras analisadas, 257 (71,99%) foram resistentes a uma ou mais drogas,
destas 153 (59,53%) apresentaram perfil de multirresisténcia (resisténcia a duas ou mais
classes de antimicrobianos) (tabela 6), destacando-se quatro cepas pertencentes ao sorovar
Typhimurium, isoladas de alimentos industrializados (produtos de venda), provenientes da
regido sul do Brasil, no ano de 2008. Duas dessas cepas apresentaram resisténcia a sete
classes de antimicrobianos com resisténcia a oito
(AMP,CHL,TCY,CEP,GEN,NAL,SXT,NIT) e sete (AMP,CHL,TCY,GEN,NAL,SXT,NIT)
drogas; esta ultima ainda apresentou grau intermedidrio de suscetibilidade a CEP. As outras
duas cepas apresentaram resisténcia a seis classes (AMP,CHL,TCY,GEN,NALNIT e
AMP,CHL,TCY,GEN,NAL,SXT) (dados ndo computados em tabelas).
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Estes dados, balizados pelos encontrados na literatura apontam uma caracteristica
importante do sorovar Typhimurium que ¢ o aparecimento de fendtipos resistentes a multiplos
farmacos (CDC, 2009; VAZ, 2009; TESSMANN, et al., 2008; WEILL, et al., 2006;
TAVECHIO et al., 2002).

Analisando ainda a tabela 6 e grafico 3 aponta-se um problema que tem afligido a
sociedade médica contemporanea: a emergéncia de linhagens multirresistentes a drogas
antimicrobianas. Um dado alarmante foi que das 257 cepas resistentes, 41 (15,9%) foram
resistentes a quatro ou mais classes de antimicrobianos (grafico 3). Resultados superiores
foram encontrados por Spricigo et al., (2008) em amostras de lingiii¢a frescal onde 20% das
cepas foram resistentes a quatro ou mais antimicrobianos.

Tabela 6 - Distribui¢do das cepas de Salmonella spp. de acordo com a resisténcia a
diferentes classes de antimicrobianos no periodo de janeiro de 2005 a junho de 2010.

N° Classes 2005 2006 2007 2008 2009 2010 Total

1 25 29 31 9 9 1 104
21 14 10 3 12 7 67
3 16 12 9 4 3 1 45
4 8 7 9 1 7 - 32
5 1 - 1 1 2 - 5
6 - - - 2 - - 2
7 - - - 2 - - 2
Total 71 62 60 22 33 9 257

Grafico 3 - Percentuais de cepas de Salmonella spp. resistentes a diferentes classes de
antimicrobianos no periodo de janeiro de 2005 a junho de 2010
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Particularizando por sorovares, observou-se que, das 85 cepas de Salmonella ser.
Typhimurium analisadas, 78 (91,76%) apresentaram resisténcia a uma ou mais drogas, e entre
estas, 64 cepas (75,3%) apresentaram multirresisténcia a > 2 classes de drogas (tabela 6).

Tabela 7 - Freqiliéncia da suscetibilidade dos sorovares mais freqiientes de Sal/monella de
acordo com o numero de classes de antimicrobianos.

Sorovares S | 1 2 3 4 5 6 7  Total
Typhimurium 5 2 14 15 24 18 3 2 2 85
Derby 2 1 21 16 5 2 0 1 - 48
Enteritidis 1 1 5 19 - - - - - 26
Panama 4 5 8 2 3 6 1 - - 29
Infantis 12 11 13 3 - - - - - 39
Anatum 5 3 3 4 2 - - - - 17

S — Cepas sensiveis a todos os antimicrobianos testados

I — Cepas que apresentaram grau intermediario de suscetibilidade a um ou mais
antimicrobianos

1,2,3,4,5, 6,7 — Classes de antimicrobianos

Em reportagem divulgada pelo site do Jornal Nacional (GLOBO.COM, 2010), sobre a
determinagdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) de permitir a venda de
antibidtico apenas com retencdo da receita para evitar a automedica¢do e assim combater a
problemdtica da multirresisténcia antimicrobiana (BRASIL - RDC n° 44, 2010), uma nota
chama a aten¢do. - O infectologista Mozart de Castro Neto, presidente da sociedade mineira
de controle de infec¢do hospitalar, cita: “A dificuldade em tratar muitas dessas infec¢oes nos
tem feito optar por drogas mais caras, com toxidade maior, com necessidade de internagdo
do paciente para tomar o antibiotico na veia ou no musculo, porque nos ndo temos mais
opgoes de tratar o paciente por via oral”. Este tipo de “desabafo” retrata a “guerra” cotidiana
travada pelos profissionais de saide em todo mundo, uma vez que a ocorréncia de cepas
resistentes / multirresistentes limita as opgdes terapéuticas no ambito da medicina humana
mas também na medicina veterinaria (SOUZA; MAGNANI; OLIVEIRA, 2010). Legislacdes
como a RDC n° 44 apontam para uma tendéncia global de tentativa de contornar estes tipos de
infecgdes multirresistentes.

Além disso, o custo financeiro de uma terapia atrelada a microrganismos resistentes ¢
muito grande. Estima-se que, nos Estados Unidos, o custo com resisténcia bacteriana esta em
torno de 4 a 5 bilhdes de dolares anualmente. Bactérias resistentes geram novas consultas,
novos exames diagnésticos, novas prescricdes, sem contar a provavel internagdo € ocupagao
de leitos hospitalares (FIOL et al, 2010; CDC - ANTIMICROBIAL RESISTANCE, 2011).

Muitos fatores tém contribuido para o surgimento acelerado de bactérias
multirresistentes, todavia a pressdo seletiva imposta pela quantidade e diversidade de agentes
antimicrobianos (utilizados na agricultura, na medicina humana e pratica veterindria) tem sido
apontada como a principal causa do problema. Além da selecdo de cepas impostas pelo uso
irracional de antimicrobianos tem - se o agravante da transferéncia de resisténcia-(TENOVER,
2006 apud DAMASCENO, 2010; CDC - ANTIMICROBIAL RESISTANCE, 2011).

Segundo Bogaard e Stobberingh (2000) a introdugdao de um antibidtico nao atua
somente selecionando microrganismos patogénicos durante o tratamento de uma infec¢do. A
pressao seletiva ¢ também imposta a bactérias comensais, que por sua vez, constituem um
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potencial reservatorio de genes de resisténcia para bactérias patogénicas. Outro aspecto a ser
considerado ¢ a transferéncia via alimentacdo. Bactérias resistentes comensais de animais
podem representar um importante foco de “contaminagdo” para os alimentos e assim
atingirem o trato intestinal de seres humanos, disseminando seus genes de resisténcia.

Segundo comentarios dos autores, em paises que utilizam ou utilizaram a avoparcina
(um antibidtico glicopeptideo, como a vancomicina) como promotor de crescimento, ¢
comum encontrar resisténcia a vancomicina em enterococos intestinais, ndo somente em
animais expostos, mas também na populacdo humana fora dos hospitais. Outro exemplo
citado ¢ a utilizacdo de nourseothricin e apramicina (utilizados apenas em animais). Apds a
introducdo destes antimicrobianos, foram encontrados genes de resisténcia, ndo apenas em
bactérias de animais, mas também na microbiota comensal do homem e em patogenos
zoondticos como as salmonelas, e em microrganismos estritamente humanos, como a
Shigella. Esses achados evidenciam a propagacdo clonal de cepas resistentes e também o
fendmeno da transferéncia de genes de resisténcia entre as bactérias de animais e humanos.

Corroboram com a explicagdo os resultados observados na Unido Européia apos a
proibicdo da avoparcina. Em vérios paises foi constatado uma diminui¢do significativa da
prevaléncia de enterococos resistentes a vancomicina na carne ¢ derivados de origem animal,
e em amostras de fezes de animais.

Na tabela 8, grafico 4, sdo apresentados os percentuais de resisténcia e suscetibilidade
intermediaria dos seis sorovares mais freqiientes (Typhimurium, Derby, Enteritidis, Panama,
Infantis e Anatum), frente 4s 11 drogas antimicrobianas. Elevados indices de resisténcia
foram obtidos particularmente a tetraciclina, nitrofurantoina, acido nalidixico, ampicilina e
cloranfenicol, porém com variagdes em funcao do sorovar. Em Salmonella ser. Typhimurium,
destaca-se a resisténcia a Tetraciclina (76,47%), Ampicilina (44,71%), Acido Nalidixico
(43,53%), Nitrofurantoina (42,35%), Gentamicina (27,06%), Cloranfenicol (17,65%) e
Sulfametoxazol-Trimetoprim (17,65%) destacando-se suscetibilidade intermedidria a
ciprofloxacina (1,08%). Por outro lado nenhuma das cepas apresentou resisténcia a
Ceftriaxona e Imipenem (tabela 8, grafico 4). Resultados semelhantes foram observados por
Pereira, et al. (2007).

Das 48 cepas de Salmonella ser.Derby analisadas, 24 (50,00%) apresentaram
multirresisténcia a > 2 classes de drogas e apenas 2 cepas (4,17%) foram sensiveis a todos os
antimicrobianos testados. Destaca-se neste sorovar elevado percentual de resisténcia a TCY
(75%) e NIT (31,25%) bem como 2,08% de cepas resistentes e grau intermediario para IMP,
CRO e CIP. Reveste-se de importancia a presenca de Sa/monella resistentes as cefalosporinas,
incluindo aquelas de 3% geragdo (CRO) bem como as fluoroquinolonas, drogas empregadas no
tratamento da salmonelose invasiva no homem, devendo portanto ser considerado um alerta,
em face as dificuldades de seu uso terapéutico empirico.

Salmonella ser. Enteritidis com excecdo de resisténcia a NAL (73,8%) e NIT
(92,31%) e grau intermediario a AMP, CEP e NIT, destacou-se por apresentar sensibilidade
aos demais antimicrobianos analisados.

O quarto sorovar de maior ocorréncia, Salmonella ser.Panama apresentou resisténcia
para AMP (27,59%), CHL (27,59%), NAL (27,59%), NIT (51,72%), TCY (31,03%) e SXT
(6,90%), apontando-se modelos de multirresisténcia a quatro (AMP, CHL, TCY, NIT) e
cinco (AMP, CHL, TCY, NAL, NIT) classes de antimicrobianos.
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Tabela 8 — Comportamento dos seis sorovares mais freqlientes de Salmonella frente a
diferentes drogas antimicrobianas no periodo de janeiro de 2005 a junho de 2010.

Typhimurium Derby Enteritidis

% (R) % (1) % (R) % (1) % (R) % (1)
AMP 4471 1,18 10,42 4,17 0,00 3,85
CEP 2,35 7,06 4,17 0,00 0,00 3,85
CHL 17,65 18,82 6,25 6,25 0,00 0,00
CIp 0,00 1,18 2,08 2,08 0,00 0,00
CRO 0,00 0,00 2,08 2,08 0,00 0,00
GEN 27,06 1,18 0,00 0,00 0,00 0,00
IMP 0,00 0,00 2,08 2,08 0,00 0,00
NAL 43,53 9,41 8,33 6,25 73,08 0,00
NIT 42,35 15,29 31,25 18,75 92,31 3,85
SXT 17,65 1,18 8,33 4,17 0,00 0,00
TCY 7647 1,18 75,00 12,50 0,00 0,00

Panama Infantis Anatum

%(R) %) % (R) %) % (R) % (1)
AMP 27,59 0,00 2,56 0,00 17,65 0,00
CEP 0,00 0,00 2,56 0,00 17,65 0,00
CHL 27,59 3,45 0,00 2,56 5,88 0,00
CIP 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
CRO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
GEN 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
IMP 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
NAL 27,59 24,14 0,00 2,56 5,88 0,00
NIT 51,72 10,34 33,33 23,08 11,76 23,53
SXT 6,90 0,00 5,13 0,00 11,76 0,00
TCY 31,03 10,34 5,13 7,69 29,41 0,00

AMP — Ampicilina CEP — Cefalotina CHL — Cloranfenicol
CIP — Ciprofloxacina CRO - Ceftriaxona

GEN — Gentamicina IMP — Imipenem

NAL — Acido Nalidixico NIT - Nitrofurantoina

SXT — Sulfametoxazol-Trimetoprim TCY — Tetraciclina.
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Grafico 4 - Percentual de resisténcia antimicrobiana nos seis sorovares mais frequentes de
Salmonella isolados de alimentos de origem suina no periodo de (janeiro de 2005

a junho de 2010).
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Em termos globais, na tabela 9, grafico 5, ao analisar o comportamento das cepas de
Salmonella spp. frente aos diferentes antimicrobianos e considerando-se unicamente as cepas
resistentes, observou-se que a maior taxa recaiu sobre TCY (42,82%), seguido de NIT
(39,50%), NAL (25,21%), AMP (17,70%), SXT (11,55%), CHL (9,58%), GEN (6,44%) ¢
CEP (2,82%).

Resultados semelhantes foram encontrados por Spricigo et al., (2008) em amostras de
lingtiica frescal no municipio de Lages - SC para TCY (41,67). Segundo o autor, o alto
percentual de resisténcia encontrado para tetraciclina e sulfonamida (45%) poderia ser
explicado pelo uso freqiiente destes antimicrobianos nos animais criados para a producdo de
alimentos.

A freqiiéncia elevada de resisténcia para tetraciclina ¢ um resultado presumivel, pois a
tetraciclina ¢ um dos mais antigos antimicrobianos usados tanto para tratamento, como para
promotor de crescimento (FUZIHARA, 2001). Porém, no Brasil, as tetraciclinas foram
banidas em 1998 como aditivos alimentares em racdes de animais, mas continuam sendo
utilizadas na terapeutica (ROSSI, 2005).

CRO, IMP e CIP, apresentaram percentual de resisténcia menor que 1%. Esta
resisténcia pontual para CRO, IMP e CIP se deve a duas cepas de S. Derby (AMP, CEP,
CRO, IMP, NIT) isoladas de toucinho, (CIP, NAL) isolada de carne suina, ambas no ano de
2006 na regido Sul do pais e uma cepa de S. Schwarzengrund (AMP, CEP e CRO) isolada de
lingiiiga proveniente do centro-oeste do Brasil.

A resisténcia aos betalactimicos ¢ primariamente causada pela producdo de fB-
lactamases adquiridas. Mais de 340 PB-lactamases tem sido descritas e muitas vém sendo
identificadas em Sal/monella sendo motivo de preocupacao face ao emprego destas drogas no
tratamento da salmonelose em criangas (BUSH, 2001).

O aumento da incidéncia de cepas resistentes as quinolonas de primeira geragdo, como
acido nalidixico, ¢ preocupante considerando que esse fato pode estar relacionado a redugao
da suscetibilidade as fluorquinolonas, como a ciprofloxacina, e ao possivel surgimento de
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resisténcia a esses antimicrobianos (HOOPER, 2001).

Durante anos, ampicilina, sulfametoxazol-trimetoprim e cloranfenicol foram drogas de
escolha no tratamento de infecgdes graves por Salmonella. No entanto, taxas crescentes de
resisténcia a estes agentes reduziram significativamente sua eficécia e, consequentemente,
fluoroquinolonas e cefalosporinas de amplo espectro passaram a ser administradas nestes
casos. Porém, a sele¢do gradativa de isolados de Salmonella resistentes a essas duas classes de
antimicrobianos consiste em um importante problema de saude publica, com implica¢des no
tratamento e prevencao de doencas infecciosas em humanos e animais (MICHAELA, G. B.
et. al., 2006; CARRAMINANA et al., 2004).

Percentuais clevados de resisténcia a Sulfonamidas (68%), Tetraciclina (60%),
Ampicilina (12%), Gentamicina (10%) e Ciprofloxacina (2%) foram obtidos por Silva (2008)
em amostras de Salmonella isoladas de suinos no Mato Grosso. Segundo o autor, o
predominio de amostras resistentes a tetraciclina, estreptomicina e sulfonamidas esta
provavelmente relacionado a ampla utiliza¢do desses farmacos nesta espécie animal.

Gebreyes et al. (2000) avaliaram 1.257 cepas de Salmonella enterica subsp. enterica
isoladas de suinos na Carolina do Norte - EUA, encontrando (84,2%) de resisténcia a
tetraciclina, (47,6%) ampicilina, (36,7%) piperacilina, a combinacdo de amoxicilina e acido
clavulanico (32%) e cloranfenicol (30,5%). A freqiiéncia de resisténcia a gentamicina,
cefalotina e trimetoprim-sulfametoxazol foi menor que 3%. Pelo fato do cloranfenicol ser um
agente antimicrobiano ndo utilizado em medicina veterindria ha mais de uma década e ainda
assim ter apresentado 30,5% de resisténcia, sugerem os autores uma ligacdo genética entre a
resisténcia ao cloranfenicol e resisténcia a outros antimicrobianos.

Reveste-se de significancia os altos indices de resisténcia a nitrofurantoina ao longo do
periodo de andlise. Este antimicrobiano sofreu proibi¢do para uso veterinario e de seu
emprego na alimenta¢do animal através da Instrugdo Normativa N° 9 de 27/06/2003 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento-MAPA (Brasil, 2003). Sabe-se que ao
reduzirmos a pressao seletiva sobre os microrganismos, através da suspensao de uso de alguns
antimicrobianos, vai ocorrendo uma redugao gradativa no perfil de resisténcia aquele farmaco.
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Tabela 9 - Freqiiéncia e distribuicao dos marcos de resisténcia nas 357 cepas Salmonella spp.
provenientes de alimentos de origem suina, analisados no periodo de janeiro de
2005 a junho de 2010.

Percentuais de Resisténcia

Antimicrobianos Total
2005 2006 2007 2008 2009 2010
AMP 15,38 9,18 18,84 32,43 30,43 6,67 17,7
CEP 2,25 1,02 0,00 10,81 6,52 ND 2,82
CHL 11,11 7,14 13,24 10,81 8,51 0,00 9,58
CIP 0,00 1,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,28
CRO 0,00 1,02 0,00 2,70 0,00 0,00 0,56
GEN 220 2,04 8,70 16,22 12,77 6,67 6,44
IMP 0,00 1,12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,29
NAL 30,77 14,29 26,09 27,03 38,30 13,33 25,21
NIT 40,66 41,84 56,52 2432 2766 1333 395
SXT 18,89 9,18 8,82 13,51 8,51 0,00 11,55
TCY 47,19 37,776 47,83 35,14 38,30 60,00 42,82
AMP - Ampicilina CEP - Cefalotina CHL - Cloranfenicol
CIP - Ciprofloxacina CRO - Ceftriaxona GEN - Gentamicina

IMP - Imipenem NAL - Acido Nalidixico NIT - Nitrofurantoina
SXT — Sulfametoxazol-Trimetoprim  TCY — Tetraciclina. ND - Nao Determinado

Grafico 5 - Freqiiéncia dos marcos de resisténcia nas cepas de Salmonella spp.
isoladas de alimentos de origem suina, analisados no periodo de
janeiro de 2005 a junho de 2010.
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Foi divulgado pelo site da revista Eurosurveillance (Europe’s journal on infections
disease epidemiology, prevention and control), a seguinte nota: “A OMS afirma que, a
retirada de antimicrobianos promotores de crescimento, na Dinamarca, reduziu a ameaga de
resisténcia antimicrobiana para a satide humana”.

Segundo a matéria, a OMS (Organizagdao Mundial da Saude) convocou uma comissao
independente e internacional, em novembro de 2002, para avaliar o impacto causado pela
retirada de antimicrobianos promotores de crescimento em animais na Dinamarca. Entre
outros a comissdo avaliou o efeito sobre a eficiéncia na producdo de alimentos de origem
animal, a sanidade animal, a seguranga alimentar e os precos ao consumidor.

Conforme o texto, a preocupagdo do governo dinamarqués era de que, a resisténcia a
antimicrobianos em reservatorios de alimentos de origem animal, levaria a problemas clinicos
em humanos. Temendo essa associa¢do, o governo como medida de satide publica e para
assegurar a confianga dos consumidores, adotou os principios exortados pela OMS, para
reduzir a necessidade de antimicrobianos em animais e garantir a sua utilizagao prudente.

Antes do inicio do programa, a maioria dos suinos e frangos de corte na Dinamarca
recebiam drogas, tais como, avilamicina, avoparcina, tilosina, virginiamicina, na alimentacao
durante toda a vida. Com a ado¢ao do programa, o uso médio destes farmacos baixou para 0,4
dias em frangos de corte (com duragdo de aproximadamente 42 dias) e 7,9 dias em suinos
(com duragdo de aproximadamente 170 dias). A quantidade de agentes antimicrobianos
utilizados nos alimentos para animais diminuiu em 54% entre 1994 e 2001. Essa diminuigdo
nao afetou a produgdo de suinos, que continuou a aumentar, e os efeitos sobre a produgao de
aves eram pequenos.

Os dados da vigilancia de resisténcia antimicrobiana dinamarquesa mostraram que, a
diminuicdo do uso de antimicrobianos nos animais reduziu a resisténcia a avoparcina,
avilamicina e estreptograminas em Enterococcus faecium. Em isolados de frangos de corte a
resisténcia diminuiu de 60 - 80% (antes da retirada dos antimicrobianos) para apenas 5 - 35%
depois. A comissdo da OMS considerou que a ameaca da resisténcia antimicrobiana para a
saude humana tem sido reduzida, e concluiu que o uso de antimicrobianos com o Unico
proposito de promover o crescimento pode ser extinto em paises que tém condigdes
semelhantes a Dinamarca (onde os métodos de criagdo de animais sdo intensos, os estatutos
sanitarios sdo relativamente elevados, e a infra-estrutura e capacidade para monitorar o uso de
antimicrobianos e resisténcia existam) (EUROSURVEILLANCE, 2003).

Pelo exposto comprova-se um dado interessante da literatura: A eficacia dos
antimicrobianos varia ao longo do tempo, ¢ de pais para pais, em resposta aos padrdes de uso
de antimicrobianos e movimento de organismos entre as comunidades (WHO, 2011).

A presenga de cepas resistentes e o risco de que estas se propaguem ao homem através
da cadeia alimentar, sublinham a necessidade urgente de controlar o uso de antimicrobianos
na industria pecudria e acompanhar de forma sistematica, por ensaios laboratoriais, o
comportamento das salmonelas diante dos diversos agentes antimicrobianos empregados na
medicina humana e veterinaria.

Em uma etapa posterior foram selecionadas aleatoriamente no banco de dados, 18
cepas para repeticdo do teste de suscetibilidade a antimicrobianos, correlacionando com os
perfis apresentados anteriormente (tabela 9), como uma forma de avaliar a estabilidade de tais
marcadores de resisténcia, tendo-se em conta a estocagem das culturas.
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Tabela 10 - Comparacgao dos fenotipos de resisténcia em 18 cepas submetidas a repeti¢ao do
Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

De um modo geral observou-se que apenas uma cepa, Salmonella Typhimurium com
perfil de multirresisténcia a AMP,TCY,GEN,NAL manteve o fen6tipo original. As demais
apresentaram variagdes R=> S e/ou R-> L.

A perda de resisténcia em culturas estocadas tem sido atribuida a disposigdo
extracromossomica dos genes que a codificam (AVRIL, 1980), bem como a auséncia da
pressdo seletiva especifica no meio de conservacdo, o que pode implicar em perda ou
fragmentacdo de plasmidios (SAUNDERS, 1984) os quais, por serem elementos extra-
cromossomicos podem ser perdidos espontaneamente em curto espaco de tempo
(THRELFALL; FROST, 1990).

Segundo Hooper (2001), as bactérias podem tornar-se resistentes as quinolonas
principalmente por meio de mutagdes nos genes gyr e par, proporcionando um alvo
insensivel. Podem ainda apresentar diminuicdo da incorporacdo do farmaco, tanto por reducao
da permeabilidade das porinas quanto por aumento do sistema de efluxo ativo. Outro
mecanismo de resisténcia € a aquisi¢do do gene gnr, mediado pelo plasmideo pMG252
(TRAN & JACOBY, 2002).

A andlise das 12 cepas que apresentavam em seu perfil resisténcia ao acido nalidixico
revelou que esse marco se manteve estavel sugerindo a natureza cromossdmica do gene
envolvido na resisténcia a este marco. Entretanto ¢ necessirio o uso de métodos de
rastreamento mais efetivos e, principalmente técnicas moleculares, como a Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) visando determinar a natureza genética da resisténcia aos
antimicrobianos.
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5 CONCLUSOES

Em conformidade com os resultados obtidos e discutidos nesta pesquisa, pode-se concluir
que:

e O numero de cepas isoladas de diferentes origens (produtos industrializados, inspe¢ao e
alimentos envolvidos em surtos) e recebidas pelo LABENT para complementacio
diagnostica, reflete falhas na aplicagdo das analises de perigos e pontos criticos de
controle bem como nas Boas Praticas de Fabricacao;

Sob o ponto de vista da regido geografica, o maior nimero de cepas recebidas para
conclusao diagnostica foi proveniente da regido sul do pais, onde estdo localizados
importantes polos suinicolas, da mesma forma que evidencia maior empenho por parte
dos 6rgaos fiscalizadores e empresas quanto a seguranga do consumidor;

A elevada ocorréncia de Salmonella spp. oriundas de produtos de venda (industrializados)
reforca a necessidade de medidas sanitarias mais efetivas;

A elevada freqliencia (35%) de cepas isoladas de embutidos apontam que produtos
derivados de carne intensamente manipulados, podem se tornar importantes veiculos para
disseminag¢do de Salmonella spp;

A variedade de sorovares identificados nos alimentos de origem suina evidencia que esta
espécie animal ¢ mais uma fonte de infeccao e veiculador, através de seus produtos, de
salmonelas zoondticas.

A elevada freqiiéncia do sorovar Typhimurium, relevante por seu envolvimento em
doenca no homem, sugere um potencial problema de seguranca alimentar e, portanto,
para a saude publica;

e Embora em pequeno numero, a presenga de cepas resistentes a fluorquinolonas e
cefalosporinas de 3* geragdo alertam para uma condi¢do de risco a saide publica, tendo
em vista as possiveis implicagdes no tratamento de quadros clinicos graves de
salmonelose;

CONSIDERACOES FINAIS

A presenca de Salmonella em produtos de origem suina é preocupante, pois além de
constituir-se um risco a saude publica consumidora, pode criar entraves a comercializagao dos
produtos para paises que apresentam controle do microrganismo.

Além disso, os elevados percentuais de resisténcia aos antimicrobianos obtidos na
presente avaliagdo conduzem para uma reflexdo sobre o uso indiscriminado de firmacos em
medicina humana e veterinaria, reforcando a necessidade de monitoramento continuo para
que sejam planejadas agdes preventivas e reguladoras junto aos Orgdos competentes.
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8 ANEXOS

8.1. Meios de cultura e reagentes: para o preparo dos meios de cultura desidratados,
reagentes e solucdes comercializados e ndo discriminados a seguir, obedecer as
recomendacoes dos fabricantes.

Meio de Triagem - Meio de Triagem de Costa e Vernin — CV

A - Base semi-solida

Peptona 20g
Cloreto de sodio S5g
Solucao de Azul de Timol 3mL
Indicador de Andrade 10mL
Agar-agar. S5g

Agua destilada 1.000mL

Adicionar todos os elementos a agua e aquecer até dissolver completamente o agar. Ajustar o
pH a 7,3 ou a 7,4. Distribuir quantidades exatas do meio em baldes e esterilizar a 121°C por
15 minutos.

B - Base solida

Peptona (Bacto) lg
Triptona ou tripticase 5g
Tiossulfato de sodio 0,2g
Sulfato ferroso amoniacal 0,2g
Solugdo de azul de timol 3mL
Indicador de Andrade 10mL
Agar 20g
Agua destilada 1.000mL

Adicionar os componentes em agua destilada e aquecer em banho-maria fervente até a
completa dissolucdo. Ajustar o pH a 7,3 ou a 7,4. Distribuir quantidades exatas do meio em
baldes e esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Preparo e distribuicdo final do meio

Fundir as bases e resfriar entre 50°C a 60°C, aproximadamente. Adicionar, a cada um
deles, na propor¢ao de SmL por 100mL de meio, a solugdo de ureia e agucares. Distribuir,
inicialmente, o 4gar semissolido em volume de 2,5mL em tubos esterilizados de 13mm de
diametro com altura varidvel. Deixar solidificar, a temperatura ambiente, por cerca de 30
minutos e acrescentar, em seguida, volume idéntico, por tubo, da base solida. Inclinar os
tubos, de modo a deixar uma base de 2cm a 3cm de altura, aproximadamente.

Solucio de azul de timol

Azul de timol 1,6g
NaOH 0,IN 34,4mL
Agua destilada 65,6mL
Indicador de Andrade
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Fucsina acida 0,5g
Hidroxido de Sodio N 16mL
Agua destilada 100mL
Dissolver a fucsina em 4gua destilada e adicionar o hidroxido.

Solucio de Ureia e acucares

Ureia 20g
Lactose 30g
Sacarose 30g
Agua destilada 100mL

Dissolver a mistura por aquecimento brando em banho-maria e esterilizar por filtragdo.
Conservar em geladeira.

A semeadura ¢ executada com auxilio de agulha, introduzindo-a até o ter¢o superior da
metade da camada semissélida e sob a forma de estrias, na superficie da parte solida. Neste
meio, podera ser pesquisada a producdo de indol, fixando no tampao, apos a inoculagao, uma
tira de papel de filtro, embebida no reativo para pesquisa de indol ou entdo impregnando o
proprio algodao (hidréfilo) na sua base interna, com esse reativo. Incubar a 37°C durante 24 a
48 horas.

Reacoes observadas no meio de Costa e Vernin — CV

Leitura Microrganismos
Salmonella spp.
Meio inalterado, com certa alcalinidade no apice (esverdeado Edwardsiella tarda
ou azulado). Presenca de H,S; auséncia de gas; mdvel ou Citrobacter freundii
imoével
Reacgodes idénticas as acima citadas, sem H,S Certos sorovares de
Salmonella
Meio inalterado no prazo de 24h, podendo se acidificar em Shigella spp.
periodos mais longos (fermentagao lenta); auséncia de H,S; Providencia sp.
moével ou imdvel
Meio inteiramente azul, com produ¢do ou nao de H,S; Proteus sp.
dificuldade na leitura da mobilidade
Camada solida azul (superficie) e amarelo-azulado na porgao Proteus vulgaris
semissolida (base), indicando agdo sobre a sacarose. Presenga
de HzS
Meio totalmente vermelho, por vezes podendo apresentar areas | Escherichia, Enterobacter
amareladas (reducdo); grande producdo de gés. Auséncia de Klebsiella e Serratia
H,S. Mobilidade presente ou néo. Apice do meio sélido com (sem gas)
discreta alcalinidade na Tribo Klebsielleae
Meio com discreta acidez na profundidade, ligeira alcalinizagao Citrobacter freundii
na superficie. Presenga de H,S, mével
Meio inalterado com 24h; pequena alcalinizagdo na superficie,
acentuando-se apos 48h. Forte tonalidade azul-esverdeada na Pseudomonas
superficie. Auséncia ou discreto crescimento no meio
semissolido
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Meio Basico para Fermentagdo de Carboidratos

Peptona 10g
Extrato de carne 3g
Cloreto de sodio S5¢g
Indicador de Andrade 10mL
Agua destilada 1.000mL

Ajustar pH a 7.2. Distribuir em volumes de 3ml a 5ml e esterilizar a 121°C por 15
minutos. Os carboidratos glicose, lactose, sacarose e manitol sdo incorporados ao meio, na
concentracao final de 1,0%, os demais carboidratos sao geralmente utilizados a 0,5%.

A glicose, manitol, dulcitol, salicina, adonitol e inositol podem ser incluidos ao meio
basico e esterilizados a 121°C por 15 minutos, pois resistem a esse processo. No entanto,
lactose, sacarose, celobiose, arabinose, ramnose e xilose devem ser esterilizados a parte,
principalmente sob a forma de solugdes a 10% ou a 20%, recorrendo-se, para tanto, aos
processos fisicos, como a filtragdo ou o aquecimento a 121°C por 10 minutos, seguido de
resfriamento brusco. A presenca de acido no meio, em decorréncia do metabolismo da
bactéria, ¢ revelada pela viragem do indicador de Andrade para uma coloragao avermelhada.

Meio para Manutencdo e Envio de Cepas
Agar nutriente fosfatado

*Extrato de carne 3g
*Peptona 10g
*Cloreto de Sodio (NaCl) 3g
Fosfato dibasico de sodio (12 H20) 2g
*Agar-agar I5¢g
Agua destilada 1.000mL

Ajustar o pH 7.2-7.4. Distribuir em tubos de hemolise, em volumes de 3mL a
4mL/tubo e esterilizar a 121°C por 15 minutos. Deixar solidificar em posi¢do discretamente
inclinada (bisel curto). A semeadura do meio deve ser realizada por duas a trés picadas, até a
profundidade, e por estrias, na superficie. Substituir o tampao de algodao dos tubos por rolhas
de borracha ou por silicone previamente esterilizadas. Empregar as condi¢cdes normais de
tempo e de temperatura de incubagao. Para manutengao por longo periodo, as cepas repicadas
devem ser mantidas ao abrigo da luz.

*A formulagdo acima citada podera ser substituida por meio comercializado (dgar nutriente),
desde que mantidas as concentracdes anteriormente mencionadas, efetuando-se adi¢do
somente da(s) droga(s) nao existente(s) na formulacao basica.
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7.2.Caracterizacao fenotipica das espécies e subespécies de Salmonella spp.

Espécies S. enterica subsp.
S ) ) V ) S
Subespécies § § § § § § S.
1S S| Y = S | = | bongori
S # s S E
Caracteristicas =
Dulcitol + + - - - d +
ONPG (2h) - - + + - d +
Malonato - + + + - - -
Gelatinase - + + + + - +
Sorbitol + + + + + - +
Crescimento KCN - - - - + - +
L(+) Tartarato® + - - - - - -
Galacturonato - - + + + +
y-glutamyl +O®) | - + + + |+ +
transferase
B-glucuronidase D | D - + - d -
Mucato + + + -(70%) | - + +
Salicina - - - - + - -
Lactose - - |- (75%)| + (75%)| - d -
Lise-fago O + + - + - + D
Habitat normal Sangue Sangue frio
animais quente € meio ambiente

Notas: (a): d-tartarato; (b): S. Typhimurium (d), S. Dublin (-); +: > 90% reagdes

positivas;

> 90% reagdes negativas; d: diferentes reagdes (sorovares); (e): crescimento sem

producao de acido.
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