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RESUMO

AZEVEDO JUNIOR, Paulo Roberto Lima. Andlise da diversidade microbiana e do perfil
de resisténcia a colistina em enterobactérias presentes em ambientes de producéo avicola:
um estudo comparativo com foco em Salde Unica. 2024. 77p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Microbiologia e Imunologia
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2024.

A avicultura é um dos setores agricolas do agronegocio de maior crescimento ao redor do
mundo. Dentre os principais produtores mundiais estdo EUA, Brasil e China. Atualmente,
reconhece-se 0 importante papel desempenhado pela microbiota e pelo microbioma na satde,
desempenho e bem-estar nas aves de producdo. Nesse contexto, 0 uso de antimicrobianos como
promotores de crescimento na industria avicola é um dos fatores que aumentam a pressao de
selecdo ambiental, favorecendo a emergéncia e dispersdo da resisténcia antimicrobiana, e
consequentemente gerando impacto sobre a Satde Unica, uma vez que afeta o equilibrio da
interdependéncia entre a salde humana, animal e ambiental. No contexto da producdo de
frangos de corte, a Sadde Unica esta relacionada & salde do ambiente de producio, dos
trabalhadores e dos consumidores. O foco do presente estudo é a resisténcia a colistina, uma
polimixina (polimixina E) que possui amplo espectro de acdo de contra bactérias Gram-
negativas, promovida pelos genes mcr. Apos a descoberta do gene plasmidial mcr-1 em 2015,
seu uso como promotor de crescimento foi banido em diversos paises, incluindo o Brasil. Este
trabalho objetivou avaliar a ocorréncia, diversidade e resisténcia fenogenotipica a colistina de
enterobactérias em ambientes de producédo de avicola. Amostras oriundas de cloaca, traqueia e
cama resultaram em 301 isolados, 162 (53,8%) de cloaca, 121 (40,2%) de traqueia e 18 (6%)
do ambiente. Desse isolados, 175 (58,1%) foram Firmicutes, 120 (39,9%) foram Proteobacteria
e 6 foram Actinobacteria. Em relacdo a género/espécie, 102 (33,9%) isolados foram
Staphylococcus coagulase negativa (ECN); 82 (27,2%) E. coli; 53 (17,6%) Enterococcus spp.;
27 (9%) Proteus mirabilis; 10 (3,3%) Bordetella hinzii; 8 (2,7%) Streptococcus spp.; 7 (2,3%)
Ligilactobacillus salivarus; 6 (2%) Corynebacterium spp.; 4 (1,3%) Lactobacillus johnsonii; 1
(0,3%) Salmonella spp. e 1 (0,3%) Aerococcus viridans. Dos 83 isolados testados
fenotipicamente para resisténcia a colistina, 15 (18,1%) foram resistentes. Das 110 cepas de
enterobactérias avaliadas para a detec¢cdo de genes mcr, 102 (92,7%) cepas foram positivas.
Dessas 102 cepas positivas para mcr, 48 (47,1%) foram mcr-1, 42 (41,2%) mcr-2, 27 (26,5%)
mcr-3, 61 (50%) mcr-4, 7 (6,7%) mcr-5, 40 (39,2%) mcr-6, 1 (1%) mcr-7, 4 (3,9%) mcr-8 e 39
(38,2%) para mcr-9. Dos 269 genes detectados, 48 (17,8%) foram mcr-1, 42 (15,6%) mcr-2, 27
(10%) mcr-3, 61 (22,7%) mcr-4, 7 (2,6%) mcr-5, 40 (14,9%) mcr-6, 1 (0,4%) mcr-7, 4 (1,5%)
mcr-8 e 39 (14,5%) mcr-9. Dos 15 isolados resistentes a colistina, em 12 (80%) foram
detectados mcr. Das 68 cepas sensiveis a colistina, foram detectados mcr em 63 (94%). Das
102 cepas (72,5%) eram E. coli, 27 (25,5%) P. mirabilis e 1 (1%) Samonella sp. Foram
detectados 159 (59,1%) desses genes, em E. coli, 108 (40,1%) em P. mirabilis e 2 (0,7%) em
Salmonella sp. Comparando os resultados com os obtidos por Pimenta (2018), observou-se que
houve uma queda tanto na resisténcia a colistina, quanto na prevaléncia de mcr-1. Diversos
géneros/espécies de grande importancia na Satde Unica sdo encontrados em ambientes de

producdo avicola e a circulacdo de genes da familia mcr nestes ambientes ainda se encontra
elevada, apesar do advento da IN45/2016, apontando para o fato de que o intervalo médio de 6
anos desse estudo apds o banimento, ainda nédo foi suficiente para uma reducdo expressiva da
circulagdo de mer na producéo avicola, o que representa um grave problema em Satde Unica.

Palavras-chave: avicultura, microrganismos, microbioma, genes, Satde Unica.



ABSTRACT

AZEVEDO JUNIOR, Paulo Roberto Lima. Analysis of microbial diversity and colistin
resistance profile of enterobacteria present in poultry production environments: a
comparative study focusing on One Health. 2024. 76p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Microbiologia e Imunologia
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2024.

Poultry farming is one of the fastest-growing sectors in agribusiness worldwide. Among the top
global producers are the USA, Brazil, and China. Currently, the important role played by
microbiota and microbiome in the health, performance, and well-being of poultry is recognized.
In this context, the use of antimicrobials as growth promoters in the poultry industry is one of
the factors increasing environmental selection pressure, favoring the emergence and spread of
antimicrobial resistance. This, in turn, impacts One Health by affecting the balance of
interdependence between human, animal, and environmental health. In the context of broiler
production, One Health is related to the health of the production environment, workers, and
consumers. The focus of this study is on colistin resistance, a polymyxin (polymyxin E) with
broad-spectrum activity against Gram-negative bacteria, promoted by the mcr genes. After the
discovery of the plasmid-borne mcr-1 gene in 2015, its use as a growth promoter was banned
in several countries, including Brazil. This study aimed to assess the occurrence, diversity, and
phenotypic-genotypic colistin resistance of enterobacteria in poultry production environments.
Samples from cloaca, trachea, and litter resulted in 301 isolates: 162 (53.8%) from cloaca, 121
(40.2%) from trachea, and 18 (6%) from the environment. Of these isolates, 175 (58.1%) were
Firmicutes, 120 (39.9%) were Proteobacteria, and 6 were Actinobacteria. Regarding
genus/species, 102 (33.9%) isolates were coagulase-negative Staphylococcus (ECN); 82
(27.2%) were E. coli; 53 (17.6%) were Enterococcus spp.; 27 (9%) were Proteus mirabilis; 10
(3.3%) were Bordetella hinzii; 8 (2.7%) were Streptococcus spp.; 7 (2.3%) were Lactobacillus
salivarus; 6 (2%) were Corynebacterium spp.; 4 (1.3%) were Lactobacillus johnsonii; 1 (0.3%)
was Salmonella spp.; and 1 (0.3%) was Aerococcus viridans. Of the 83 isolates phenotypically
tested for colistin resistance, 15 (18.1%) were resistant. Among the 110 strains of enterobacteria
evaluated for mcr genes, 102 (92.7%) were positive. Of these 102 mcr-positive strains, 48
(47.1%) were mcr-1, 42 (41.2%) were mcr-2, 27 (26.5%) were mcr-3, 61 (50%) were mcr-4, 7
(6.7%) were mcr-5, 40 (39.2%) were mcr-6, 1 (1%) was mcr-7, 4 (3.9%) were mcr-8, and 39
(38.2%) were mcr-9. Out of 269 detected genes, 48 (17.8%) were mcr-1, 42 (15.6%) were mcr-
2, 27 (10%) were mcr-3, 61 (22.7%) were mcr-4, 7 (2.6%) were mcr-5, 40 (14.9%) were mcr-
6, 1 (0.4%) was mcr-7, 4 (1.5%) were mcr-8, and 39 (14.5%) were mcr-9. Among the 15
colistin-resistant isolates, mcr was detected in 12 (80%). Among the 68 colistin-sensitive
strains, mcr was detected in 63 (94%). Of these, 102 (72.5%) were E. coli, 27 (25.5%) were P.
mirabilis, and 1 (1%) was Salmonella sp. These genes were detected in 159 (59.1%) of E. coli,
108 (40.1%) of P. mirabilis, and 2 (0.7%) of Salmonella sp. Comparing the results with those
obtained by Pimenta (2018), there was a decrease in both colistin resistance and the prevalence
of mcr-1. Several genera/species of significant importance in One Health are found in poultry
production environments, and the circulation of mcr family genes in these environments
remains high despite the advent of IN45/2016, indicating that the average interval of 6 years
since the ban has not been sufficient for a significant reduction in mcr circulation in poultry
production, posing a serious One Health issue.

Keywords: aviculture, microrganisms, microbiome genes, One Health
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1. INTRODUCAO

A avicultura € um dos setores do agronegocio de maior crescimento ao redor do mundo
(MOTTET & TEMPIO, 2017), sendo uma atividade que exerce um papel fundamental na
economia mundial, principalmente nos paises em desenvolvimento, fornecendo nutricdo e
contribuindo para o sustento de varias pessoas, especialmente daquelas que vivem em zonas
rurais (VANDANA et al, 2020).

De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) (2023) e a
Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA) (2024), os Estados Unidos (EUA) ocupam
a primeira posicéo no ranking em relacdo a producdo de carne de frango, seguido pelo Brasil,
em segundo e pela China, em terceiro. Ja, segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAO) (2023), Os EUA permanecem na primeira posi¢do, porém a
China ocupa a segunda colocacao, seguida pelo Brasil na terceira. Quando se trata da producao
de ovos, a China ocupa a primeira posicio do ranking, seguida pelos EUA e india (WAHEED
et al, 2020), ficando o Brasil na quinta posicdo (NAYALA et al, 2021).

Além de ser um dos maiores produtores de carne de frango, o pais ocupa também a
segunda posicdo no ranking de consumo mundial, ficando logo atrds dos EUA. Ademais, 0
Brasil é o pais que mais exporta esse produto no mundo, sendo destinadas ao mercado externo
5.139 milhdes de toneladas em 2023, o que representou 32,6% das exportagdes (ABPA, 2024).

A regido do pais que mais produz carne de frango € a regido Sul, ficando responsavel
por 64,4% de todos os abates em 2017 (VOSS-RECH et al, 2019). Em relacdo aos estados, o
maior produtor de carne de frango do Brasil € o estado do Parana, com o Rio Grande do Sul em
segundo e Santa Catarina em terceiro (ABPA, 2024).

O conceito de Satde Unica, foi estabelecido pela primeira vez pelo médico veterinario
Calvin Schwabe na década de 1960 (ESTOEPANGESTIE, 2017). Este conceito surgiu através
do reconhecimento da interdependéncia entre a salde humana, animal e ambiental
(MUMFORD et al, 2023), visando promover a colaboracgéo interdisciplinar com o objetivo de
enfrentar os desafios relacionados a saude de maneira integrada (DOUPHRATE, 2021).

Os principios que regem a Satde Unica sdo: integracéo, organizacio, complementacéo,
cooperacéo e colaboracdo multidisciplinar (FRANCO & MINEIRO, 2024; HITZIGER et al,
2018; LIU et al, 2019; MUMFORD et al, 2023). Com isso, a Satde Unica possui diversas
aplicacdes em varios campos distintos, como: vigilancia e controle de zoonoses, seguranga

alimentar, combate a resisténcia antimicrobiana, entre outras (KATSAROU et al, 2021). Um
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exemplo pratico da atuacéo da Sadde Unica inclui a vigilancia de doengas como a gripe aviaria
e a COVID-19 (SHRETSHA et al, 2018).

Na producéo avicola, o conceito de Satde Unica torna-se importante, pois esse setor
agropecuario € um dos principais resposaveis pela disseminagdo de doencas zoondticas, como
a salmonelose (GUERRA-CENTENO et al, 2020) e a gripe aviaria (REHMAN et al, 2022).
Ademais, o uso indiscriminado de antimicrobianos na avicultura contribui para a disseminacgéo
da resisténcia antimicrobiana em bactérias (NHUNG; CHANSIRIPORNCHAI & CARRIQUE-
MAS, 2017), o que reforca a importancia desse setor agropecuario na tomada de decisdes e
acoes voltadas as diretrizes da Saude Unica.

A microbiota e 0 microbioma desempenham papéis essenciais na saude, desempenho e
bem-estar nas aves de producao (DUNISLAWSKA et al, 2024). O termo microbiota refere-se
a comunidade de microrganismos, dentre eles bactérias, fungos e virus que habitam no
organismo desses animais (KHAN, 2021). J& o microbioma é o conjunto de genes que esses
microrganismos albergam (LITVAK & BAUMLER, 2019). No contexto da producdo de
frangos de corte, a Satde Unica implica que a microbiota das aves esta intimamente relacionada
a salde do ambiente de producéo, dos trabalhadores e dos consumidores (ALMATAWHA et
al, 2023; CHOWDHURY et al, 2023).

Em relacdo a composicao das microbiotas do trato gastrointestinal (TGI) e respiratorio
dos frangos de corte, ambas possuem como principais filos Firmicutes, Proteobacteria e
Bacteroidetes, diferenciando-se somente em suas propor¢des (OLADOKUN & SHARIF et al,
2024). Esses microrganismos exercem func¢des fundamentais para a satde desses animais, como
digestdo e absoragéo de nutrientes (CISEK & BINEK, 2014), protecéo contra patogenos (DIAS-
CARRASCO et al, 2019) e imunomodulagdo (OLADOKUN & SHARIF, 2024).

Sobre a importancia em Satde Unica, essa microbiota possui em sua composicio
diversos géneros/espécies de importancia, como Escherichia coli, Salmonella spp.,
Staphylococcus spp., Enterococcus spp., Streptococcus spp. (OMS, 2017), capazes de causar
infeccOes brandas e severas em seres humanos (BARACCO, 2019; BAHRAMIANFARD et al,
2021; ELTAI et al, 2020; TONG et al, 2015; RAZA et al, 2018), além de poderem representar
uma grande problematica quando se trata da resisténcia antimicrobiana (OMS, 2017).

A resisténcia antimicrobiana tem sido um desafio para a saude publica, devido a
emergéncia de bactérias multidrogarresistentes (MDR), sendo responsaveis por diversas
infeccdes e mortes (APOSTOLAKOS & PICCIRILLO, 2018).



Colistina é um antimicrobiano integrante da familia das polimixinas (polimixina E) que

possui amplo espectro de a¢do contra bactérias Gram-negativas (TIMMERMANS et al, 2021).

Na medicina humana, seu uso foi amplamente reduzido a partir da década de 1970, por
conta de toxicidez, sendo utilizado somente em casos de infec¢des causadas por bactérias Gram-
negativas MDR (ANYANWU et al, 2023). J& na Medicina Veterinaria, colistina era usada
intensamente na prevencdo ou tratamento de infecgdes intestinais em animais de producédo
(TIMMERMANS et al, 2021) e como promotor de crescimento (APOSTOLAKOS &
PICCIRILLO, 2018).

Porém, apos a descoberta do gene plasmidial mcr-1 em 2015 (LIU et al, 2016), seu uso
como promotor de crescimento foi banido em diversos paises, como China, Japdo, EUA,
Canada, entre outros (RHOUMA; MADEC & LAXMINARAYAN, 2023). No Brasil, seu uso
como aditivo zootécnico foi proibido em 2016 através da Instru¢cdo Normativa (IN) 45 de 22 de
novembro de 2016 (BRASIL, 2016).

O objetivo do presente estudo é avaliar a diversidade da microbiota presente em
ambientes de producdo avicola, assim como o perfil de resisténcia a colistina em enterobactérias
integrantes dessa microbiota, buscando estabelecer um comparativo entre os dados anteriores a

publicacio da IN 45/2016/MAPA com uma abordagem focada em Saude Unica.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Avicultura mundial

A avicultura é uma das areas da producdo agricola de maior crescimento no mundo
(MOTTET & TEMPIO, 2017), devido a eficiéncia na convesdo alimentar (ZAMPIGA,
CALINE & SIRRI, 2021), ao curto ciclo da producédo dos animais (NKUKUANA, 2018) e ao
menor impacto ambiental quando comparado com a producdo de carne de outras espécies
animais (BABA et al, 2018). Ademais, facilmente se adapta a diversas condicOes
socioeconémicas, indo de pequenas propriedades familiares a grandes operacgdes industriais
(PAL et al, 2020).

Essa atividade desempenha um papel crucial na economia global, principalmente, na
dos paises que estdo em desenvolvimento, fornencendo uma fonte acessivel de proteina animal
para bilhdes de pessoas ao redor do mundo (VANDANA et al, 2020), sendo mais acessivel que
a oriunda de outros animais de producdo (BOGUCKA & STADNICKA, 2023; CAN & CAN,;



2022), provendo nutricdo e contribuindo para o sustento econdmico de muitos individuos,
principalmente nas areas rurais (VANDANA et al, 2020).

Se considerarmos que atualmente existem, no mundo, mais de 23 bilhdes de aves de
criacdo, a média € de cerca de 3 aves para cada pessoa, o dobro do indice de 50 anos atras. Essas
aves fazem parte de um amplo sistema de producdo, provendo principalmente carne, ovos,
esterco, (MOTTET & TEMPIO, 2017) e farinhas que podem ser utilizadas como fonte de
proteina na alimentacdo animal (MENGESHA, 2012), sendo o frango a principal espécie
produzida (MOTTET & TEMPIO, 2017).

A producdo mundial de aves tem aumentado de maneira constante com o passar dos
anos. Em média, cerca de 5 bilhdes de frangos sdo criados por ano como fonte de proteina
animal (NAYALA et al, 2021; VANDANA et al, 2020; MOTTET & TEMPIO, 2017). Em
2020, estima-se que a producédo de carne de frango atingiu aproximadamente 130 milhdes de
toneladas, enquanto a producdo de ovos também apresentou ndmeros importantes, sendo
superior a 80 milhdes de toneladas no mesmo ano (AHMED et al, 2021; MEEL & SHARAM,
2021). Esses numeros ndo sdo consequéncia somente do crescimento populacional, mas
também do menor custo e da mudanca dos habitos alimentares, com um aumento na preferéncia
por fontes de proteina mais saudaveis, devido a seu baixo teor de gorduras saturadas e altos
niveis de micronutrientes essenciais e sustentaveis, tornando a carne oriunda de aves e 0s 0v0s
os alimentos mais consumidos no mundo (NAYALA et al, 2021; VANDANA et al, 2020;
MOTTET & TEMPIO, 2017).

Esses alimentos sdo produzidos principalmente em larga escala e de forma intensiva,
fazendo com que esse seja um dos subsetores agricolas de maior crescimento, principalmente
nos paises em desenvolvimento (MOTTET & TEMPIO, 2017; NAYALA et al, 2021).
Crescimento esse devido ao aumento da populacdo e ocorréncia da peste suina africana na Asia
(MASON-D’CROZ et al, 2020). Inclusive, a producdo de carne de origem avicola mostrou um
rapido aumento nas Ultimas décadas (MOTTET & TEMPIO, 2017). A média anual do aumento
da producéo de carne avicola foi de 4,5% nos ultimos 50 anos, enquanto para a carne suina foi
2,1% e 1,5% para as carnes bovina, ovina e caprina (VANDANA et al, 2020).

De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) (2023), o
pais norte americano ocupa a primeira posi¢do no ranking de principais paises produtores de
carne de origem avicola. O Brasil ocupa a segunda posi¢do do ranking, produzindo 14,833
milhdes de toneladas seguido pela China, que esta na terceira posicdo (UZENDUMLU &

DILLI, 2022). Entretanto, o Brasil ocupa a primeira posi¢cdo quanto a exportacdo desse
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alimento, com 5.139 milhdes de toneladas exportadas em 2023. Em relacéo a producgéo de ovos,
a China ocupa a primeira posi¢do do ranking, seguida pelos EUA e india (NAYALA et al,
2021; WAHEED et al, 2020), enquanto o Brasil fica na quinta posi¢do, com uma producdo de
52,4 bilhdes de unidades em 2023, sendo consumidos 242 ovos por pessoa (ABPA, 2024).

2.2 Avicultura nacional

A avicultura ¢ uma das principais atividades do agronegocio brasileiro, sendo
considerada uma importante fonte de renda, empregos e alimentos. O Brasil aparece em
destaque no cenario da producdo mundial de carne de frango, desempenhando um papel crucial
no mercado global (FARIAS et al, 2023).

Em relacdo ao consumo, o Brasil ocupa uma posi¢do de destaque a nivel global, tanto
em consumo total quanto em consumo per capita, havendo um consumo de 45,2 kg por pessoa
no ano de 2022. Dado isso, 0 pais posiciona-se frequentemente logo atras dos Estados Unidos,
maior consumidor de carne de frango do mundo (ABPA, 2024).

O Brasil tem mantido seu reconhecimento como pais livre de gripe aviaria o que
representa um fator de grande importancia para suas exportacdes (RAUBER, 2023). A auséncia

de surtos da doenca no pais permite a manutencdo da confianca dos mercados
internacionais, fazendo com que o Brasil continue a ser um fornecedor confiavel de carne de
frango (SCHIDMIT et al, 2020). Apesar desse reconhecimento, j& foram confirmados pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, mais de 160 focos de Influenza Aviaria
de alta patogenicidade no territério brasileiro (MAPA, 2024), doenca responsavel pela perda de
milhdes de aves em todo 0 mundo e que pode ser transmitida para humanos, consistindo em um
problema de Saude Publica (RIVETTI JR et al, 2024)

Os principais paises importadores de carne de frango produzida no pais em 2023 foram
China, com 682.665 (13,61%) toneladas, seguida de Emirados Arabes e Jap&o, com 440.748
(8,79%) e 433.583 (8,65%) toneladas, respectivamente (ABPA, 2024). Esse setor contribui
significativamente para o Produto Interno Bruto (P1B) do pais, representando um percentual de
9,81% do PIB nacional no primeiro trimestre de 2021, sendo responsavel pela geracdo de
empregos para aproximadamente 10% da populacdo economicamente ativa (CEPEA
ESALQ/USP, 2021), além de uma receita de bilhdes de reais por ano (ABPA, 2024).

A regido Sul do pais é a mais importante produtora de frangos, sendo responsavel por
64,4% de todos os abates em 2017 (VOSS-RECH et al, 2019). Em relacdo aos estados, em

2023, Parana apareceu como o maior produtor de carne de frango no Brasil, sendo responsavel
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por abater 2,090 bilhdes de aves, equivalente a 39,47% dos abates no pais. Santa Catarina e Rio
Grande do Sul aparecem em seguida, responsaveis por 735 (13,88%) e 604 milhdes de abates
(11,04% dos), respectivamente. Sobre o destino dos produtos, 0 mercado interno é destino de

65,35% dessa producdo, enquanto 34,65% destinam-se ao mercado externo (ABPA, 2024).

2.3 O Conceito Sauide Unica e Aplicacdo na Producéo Avicola

O conceito de Sadde Unica surgiu através do reconhecimento da interdependéncia entre
a saude humana, animal e ambiental (MUMFORD et al, 2023) para a promocéo de esforcos
conjuntos visando o combate aos desafios globais de sadde publica (SLEEMAN et al, 2019).
Esse conceito também visa a promogao colaborativa interdisciplinar com o objetivo de enfrentar
os desafios relacionados a satde de maneira integrada (DOUPHRATE, 2021). Essa necessidade
de cooperacdo multissetorial e interdisciplinar é fundamental para o entendimento de como
controlar doencas emergentes, muitas das quais possuem origem animal. Com isso, a integragéo
de cientistas veterinarios na abordagem em Satde Unica é fundamental na resposta a ameagcas
pandémicas e na eliminacdo gradual de antimicrobianos na producao animal (MORO, 2019).

Na década de 1960, o conceito One Health foi estabelecido pelo médico veterinario
Calvin Schwabe (ESTOEPANGESTIE, 2017), porém suas bases filosoficas vém dos
primérdios da civilizacdo humana, como, por exemplo, na Grécia Antiga (DAHAL & KHAN,
2014). Schwabe prop6s em seu trabalho que os profissionais da saude humana e veterinaria
trabalhassem em conjunto ao combate as diversas zoonoses. Primeiramente, o autor descreveu
o termo como “One Medicine” (WOODS et al, 2018) e, desde entdo, a Satde Unica tem
evoluido com uma abordagem global que reconhece que as saides humana, animal e ambiental
estdo interligadas, promovendo solucdes integradas e sustentaveis para desafios emergentes e
reemergentes (BARRETT & BOULEY, 2015).

A Satde Unica possui como principios: integracdo, realizando a¢des nos niveis local,
regional, nacional e global (HITZIGER et al, 2018); organizacdo, através da coordenacao e
comunicacgdo entre os diferentes setores (FRANCO & MINEIRO, 2024); complementacéo,
reconhecendo que o que pode afetar um dos componentes (humano, animal ou ambiente), pode
também afetar os outros (MUMFORD et al, 2023); cooperacgéo e colaboragdo multidisciplinar,
reunindo conhecimentos e esfor¢os de multiplas areas (LIU et al, 2019).

Assim, a Satde Unica, como uma ideia que objetiva unir as areas da satide como um
todo, possui diversas aplicagdes em varios campos distintos, como: vigilancia e controle de

zoonoses, monitorando e prevenindo doengas transmitidas entre humanos e animais; segurancga



alimentar, através da garantia de alimentos seguros para o consumidor; combate a resisténcia
antimicrobiana, com o uso responsavel de antimicrobianos; entre outras (KATSAROU et al,
2021). Um exemplo pratico da atuacdo da Satde Unica inclui a vigilancia de doengas como,
por exemplo, a gripe aviaria e a COVID-19 (SHRETSHA et al, 2018). Outro exemplo esta nos
programas de vacinagdo conjunta para humanos e animais (CARPENTER et al, 2022). Esses
exemplos mostram a importéncia da colaboragdo entre profissionais da medicina humana,
animal e de especialistas em ciéncias ambientais.

Na avicultura, o conceito de Saude Unica reveste-se de importancia pois esse setor
agropecuario tem como desafios o controle da disseminacdo de doencas zoonoéticas, como a
salmonelose (GUERRA-CENTENO et al, 2020) e a gripe aviaria (REHMAN et al, 2022). Vale
ressaltar que, apesar do perigo da transmissdo da salmonelose por produtos oriundos da
avicultura, é relatada uma maior prevaléncia de Salmonella spp. em carcacas oriundas da
producdo de suinos (CHEN et al, 2019; RORTANA et al, 2021; ZHANG et al, 2018), o que
mostra uma maior ameaca deste setor na disseminacao da salmonelose.

Um dos motivos pelo qual a avicultura € um dos principais vetores de doencas
zoonoticas no mundo é devido as infecgdes alimentares (CHAI et al, 2017), por isso a seguranca
alimentar se torna um componente crucial na Sadde Unica. Ademais, o uso indiscriminado de
antimicrobianos na avicultura contribui para a emergéncia e disseminacdo da resisténcia
antimicrobiana em bactérias (NHUNG; CHANSIRIPORNCHAI & CARRIQUE-MAS, 2017),
podendo acarretar o surgimento de microrganismos MDR (BROWER et al, 2017), o que
representa um grande risco a satde global. Os antimicrobianos utilizados na avicultura também
podem causar impactos ambientais significativos, devido a contaminacdo dos ambientes de
entorno das areas de producdo (SHEVCHENKO et al, 2019; TIAN et al, 2021). Tal
contaminag&o também pode ser causada por gases (GRZINIC et al, 2023), residuos e emissdes
quimicas (GERBER et al, 2007) e microrganismos (AHMED, 2021), reforcando a importancia
desse setor agropecuario na Saude Unica.

No Brasil, uma grande medida adotada foi a criagdo do Programa Nacional de Sanidade
Avicola (PNSA), publicado em 202 e atualizado em 2024. Esse programa possui dentre 0s
principais objetivos a prevencdo e o controle de doencas de interesse em avicultura e Sadde
Publica como, por exemplo, as ja mencionadas Influenza Aviaria e Salmonelose (BRASIL,
2020).



2.4 Microbiota e Microbioma na producéo de frangos de corte

A microbiota e 0 microbioma desempenham papéis essenciais na saude, desempenho e
bem-estar nas aves de producdo (DUNISLAWSKA et al, 2024). O termo microbiota refere-se
a comunidade de microrganismos, dentre eles bactérias, fungos e virus que habitam no trato
gastrointestinal desses animais (KHAN, 2021). JA o microbioma é o conjunto de genes que
esses microrganismos albergam (LITVAK & BAUMLER, 2019) e que modulam vérias de suas
funcbes metabdlicas (HOFFMANN et al, 2016). No contexto da producéo de frangos de corte,
a Saude Unica implica que a microbiota das aves esta intimamente relacionada a satde do
ambiente de producdo, dos trabalhadores e dos consumidores (ALMATAWHA et al, 2023;
CHOWDHURY et al, 2023). Por exemplo, funcionéarios que trabalham em granjas avicolas
possuem maior prevaléncia de doencas oculares, respiratdrias e cutaneas relacionadas a
atividade laboral do que qualquer outro tipo de profissdo relacionada a criacdo de animais de
producdo (GAO et al, 2016).

2.4.1 Trato Gastrointestinal (TGI)

Sobre a microbiota do TGI dos frangos de corte, 0s microrganismos presentes
desempenham papéis crucias na digestdo e absorcdo de nutrientes, seja na fermentacéo de fibras
para a producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), responsaveis por nutrir as células
intestinais, seja na metabolizacdo desses nutrientes, auxiliando da digestdo de proteinas e
carboidratos (CISEK & BINEK, 2014). Ademais, essa comunidade desempenha uma
importante funcdo na salde geral dessas aves, atuando na protecdo contra patdgenos via
competicdo, excluindo microrganismos patogénicos (DIAS-CARRASCO et al, 2019), além de
atuar também na modulagdo do sistema imune (BORDA-MOLINA et al, 2018).

Para o estudo da microbiota do TGI em frangos de corte, amostras fecais sdo geralmente
utilizadas por conta da facilidade de sua coleta. A composicdo dessa microbiota sofre com
flutuacBes por conta da diversa contribuicdo de diferentes sitios do TGl (POURABEDIN &
ZAO, 2015). Em frangos de corte, que possuem a microbiota intestinal com menor diversidade
(POURABEDIN & ZAO, 2015), Stanley e colaboradores (2015) observaram em seu estudo
que cerca de 88% das Unidades Taxondmicas Operacionais (OTU), compreendendo 99,25%
das sequéncias, foram compartilhadas entre as amostras cecais e fecais.

Em relacdo a composicdo da microbiota do TGI de frangos de corte, os principais filos
presentes no TGI desses animais sdo Firmicutes, Proteobacteria e Bacteroidetes
(POURABEDIN & ZAO, 2015). Essa varia de acordo com a idade, ambiente e manejo dos

8



animais (BINDARI & GERBER, 2022). Sobre a influéncia da idade na composicdo da
microbiota, a sua riqueza e diversidade aumentam durante as primeiras semanas de vida das
aves (LIU et al, 2023). Ap0s isso, por volta das 4 semans de idade, sua composicao taxonémica
se altera, torando-se mais madura e estavel, com um aumento na populacdo de Firmicutes, que
se torna exclusivamente o principal filo, e diminuicdo de Proteobacteria principalmente (YANG
et al, 2022).

2.4.2 Trato Respiratorio

Em relagdo a microbiota natural do trato respiratorio de frangos de corte, antigamente,
acreditava-se que o esse sitio era estéril nas aves, porém, hoje em dia, h4 evidéncias que
mostram o contrario. Atualmente essa microbiota é conhecida por sua complexidade, com
Firmicutes, Proteobacteria e Bacteroidetes como os principais filos que a compde,
compreendendo principalmente bactérias anaeroébicas facultativas, como Lactobacillus spp e
Staphylococcus spp. (OLADOKUN & SHARIF, 2024).

A composicdo da microbiota do trato respiratério de frangos de corte pode ser
influenciada por diversos fatores, intrinsecos e extrinsecos (IVULIC et al, 2022). Intrinsecos
como raca e idade, e extrinsecos como sistema de produgdo, manejo e fatores ambientais
(OLADOKUN & SHARIF, 2024).

E reconhecido que as comunidades bacterianas sio importantes para a manutencio da
salde do trato respiratorio (IVULIC et al, 2022). Em frangos de corte, a microbiota do trato
respiratorio exerce diversas funcdes que contribuem para a salde e bem-estar das aves, como
protecdo contra agentes patogénicos, devido a competicdo com estes por nutrientes, prevenindo
0 desenvolvimento de doengas e modulacdo da resposta imune local (OLADOKUN &
SHARIF, 2024).

Interessante destacar que hd uma comunicacdo bidirecional entre a microbiota do trato
respiratorio e do TGI, denominada eixo intestino-pulmdo (OLADOKUN & SHARIF, 2024).
Por exemplo, distdrbios na microbiota do trato respiratorio podem afetar a imunidade do
sistema gastrointestinal através de imunorregulacdo (WANG et al, 2020). Com isso, estudos
analisando essa interacdo comecaram a ser realizados (ANAND & NANDE, 2018; DANG &
MARSLAND, 2019; DUMAS et al, 2018).

Importante ressaltar também que as aves podem ser reservatorios de diversos patdgenos
zoonoticos e, com isso, entender a microbiota natural do trato respiratorio desses animais é

importante também para a satide humana (SHABIR et al, 2015).



2.4.3 Principais filos da microbiota natural de frangos de corte e seus microrganismos de
importancia em satde Unica

Em relacdo aos principais filos que compdem a microbiota natural em frangos de corte
filo Firmicutes é composto por bactérias Gram-positivas que abrange uma ampla diversidade
de microrganismos, sendo encontrados em diversos ambientes, como solo, agua, e TGI de
humanos e animais (FILIPPIDOU et al, 2016; KIM et al, 2016; SEONG et al, 2018;
SHERIDAN et al, 2019). Essas bactérias caracterizam-se por apresentar parede celular espessa,
podendo apresentar diferentes morfologias, como cocos, bastonetes ou formas esporuladas
(GALPERIN et al, 2022; KIM et al, 2016).

Os microrganismos constituintes desse filo, exercem papéis fundamentais na satide dos
frangos de corte, como, por exemplo, manutencdo da saude intestinal, promovendo um
ambiente ideal para a digestdo e absorcdo de nutrientes (XIAO et al, 2017); digestdo de
carboidratos complexos e fibras (LOIUS et al, 2007); maior crescimento e desempenho
(MARDANOVA et al, 2020); producdo de substancias antimicrobianas e competem por
nutrientes, inibindo o crescimento de patégenos (GAGGIA; MATTARELLI; BIAVATI, 2010).
Dentre os géneros deste filo presentes na microbiota intestinal de frangos de corte que possuem
importancia em Salde Unica estdo Staphylococcus spp., Enterococcus spp. e Streptococcus
spp. (OMS, 2017).

Em relacdo os géneros de interesse em Salde Unica, Staphylococcus spp,
principalmente Staphylococcus aureus, podem causar diversas infeces em humanos, desde
dermatite e abcessos, a endocardite, osteomielite e sepse (TONG et al, 2015). Além disso, a
resisténcia de Staphylococcus spp. é preocupacdo mundial, j& que S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA) é responsavel por complicagdes significativas no tratamento de infec¢des
causadas por esse agente (UHLEMANN et al, 2014), sendo classificado como agente de
prioridade alta pela OMS (2017).

Enterococcus spp., principalmente Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium sdo
agentes causadores de infecgdes nosocomiais em humanos, como infec¢bes do trato urinario
(ITU), bacteremia e endocardite (RAZA et al, 2018). Inclusive, ITU é a principal infec¢do
causada por Enterococcus spp. (REYES, ZERVOS & JOHN, 2017). Sua importancia em Salde
Unica se da por, além de causarem infecges em animais e humanos, pela presenca de cepas de
E. faecium resistentes a vancomicina (VRE), agente classificado como de prioridade alta pela
OMS (2017) e conhecido por sua prevaléncia significativa em ambientes hospitalares, o que

representa um grande desafio para a saude publica (VAN TYNE et al, 2019).
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Outro género integrante do filo Firmicutes de importancia na medicina humana €
Streptococcus spp., que contém agentes causadores de infecces simples até doencas invasivas
graves (BARACCO, 2019). Esse grupo de microrganismos pode causar infeccbes como
meningite, septicemia e artrite (FENG et al, 2014). Além das infeccBes, Streptococcus spp.
podem produzir toxinas que danificam a célula do hospedeiro e, consequentemente, contribuem
para a patogénese das infeccbes (BARNETT et al, 2015). Streptococcus spp. também
representam uma grande ameaca quando se trata de resisténcia antimicrobiana. Além da
resisténcia a antimicrobianos comuns, como tetraciclinas e macrolideos (GLAJZNER,
SZEWCZYK & SZEMRAJ, 2021), Streptococcus pneumoniae ndo suscetivel a penicilina é
classificado pela OMS (2017) como agente de prioridade média.

Proteobacteria € um filo composto por microrganismos Gram-negativos que apresenta
uma grande variedade de formas celulares, incluindo bastonetes, filamentos e espiroquetas
(SEONG et al, 2019). Esse filo possui uma grande complexidade e diversidade funcional
(WAITE et al, 2020), sendo considerado o filo de maior prevaléncia (MYASHITA, 2015). Os
microrganismos integrantes desse filo estdo divididos em 8 classes: Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Epsilonproteobacteria,
Zetaproteobacteria, Acidithiobacillia e Oligoflexia (SEONG et al, 2019).

Em frangos, os agentes que constituem esse filo possuem importantes papéis como
producao de AGCC'’s, que sdo importantes para a saide intestinal e metalbolismo desses
animais, resultado da fermentacao de carboidratos que ocorre no intestino dos mesmos (YANG
et al, 2019), e prevencdo contra a colonizacdo por agentes patogénicos, devido a competicdo
por nutrientes e producédo de substancias antimicrobianas (RUBIO et al, 2015).

Apesar de exercerem fungdes importantes no organismo dessas aves, existem agentes
causadores de infeccBes nesses animais de extrema importancia que compdem filo, como no
caso de E. coli patogénica para aves (APEC), agente causador da colibacilose, infec¢do que
afeta os sistemas respiratorio e digestivo dos animais, gerando grandes perdas econémicas no
setor avicola (NOLAN et al, 2013) e Salmonella spp., agentes causadores da salmonelose,
doenca caracterizada por sintomas sistémicos e alta mortalidade (LENCHENKO et al, 2019).

Na Sadde Unica, os dois agentes citados acima possuem importancia, pois s&o
importantes causadores de infeccdes alimentares em humanos (BAHRAMIANFARD et al,
2021; ELTAI et al, 2020). E. coli, em humanos pode colonizar o intestino, podendo causar
doencas em trato urinario, meningites, peritonites e septicemias (ELTAI et al, 2020). Ja

Salmonella spp. alem de serem os principais agentes no mundo responsaveis por infecces
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alimentares (BAHRAMIANFARD et al, 2021), podem também causar infeccBes através do
contato direto com animais infectados (FOLEY, LYNNE & NAYAK, 2008).

Além de causarem infeccbes em animais e humanos, esses agentes sdo de grande
importancia em Satde Unica por representarem riscos em relacio a resisténcia antimicrobiana
(AHMED et al, 2019; DA SILVA et al, 2023). Ademais, por serem representantes da familia
Enterobacteriaceae (ROCK & DONNENBERG, 2014), sdo consideradas de prioridade critica
pela OMS (2017), caso sejam resistentes a carbapenémicos e produtoras de betalactameses de
espectro estendido (ESBL). Ja, em relacdo somente a Salmonella spp., caso sejam resistentes
as flouroquinolonas, sdo considerados agentes de prioridade alta (OMS, 2017).

Em relacdo a Bacteroidetes, esse filo é composto por bactérias Gram-negativas, nao
formadoras de esporos (RUSSEL et al, 2014) e que possuem uma grande variabilidade genética,
permitindo a esses microrganismos se adaptarem a diferentes condi¢bes ambientais e
desempenharem diversas funcdes metabodlicas (MCKEE et al, 2021).

Essas bactérias desempenham func@es de grande importancia no microrganismo das
aves como: digestdo de componentes complexos e absorcdo de nutrientes, resultando em uma
melhor conversdo alimentar e ganho de peso (XIAO et al, 2017); producao de AGCC’s
ultilizados como fonte de energia pelos animais (ZENG et al, 2024), além de estarem
relacionados & manutencéo de uma microbiota intestinal saudavel (YADAV et al, 2021).

Na Satide Unica, os microrganismos que constituem esse filo possuem importancia, pois
estdo presentes em diversos ambientes, podendo estar associados com doencas metabolicas,
como obesidade e diabetes tipo 2 (JOHNSON et al, 2017), além de possuirem diferentes
mecanismos de resisténcia antimicrobiana (CULLEN et al, 2015).

2.5 Colistina e genes mcr

Colistina é um polipeptideo catidnico pertencente a familia das polimixinas (polimixina
E) que foi descoberta em 1948 (STREINU-CERCEL, 2014). E um antimicrobiano produzido
pela bactéria Bacillus polymyxa (APOSTOLAKOS & PICCIRILLO, 2018) e possui amplo
espectro de atividade contra bactérias Gram-negativas (TIMMERMANS et al, 2021;
VALIAKOS & KAPNA, 2021).

O modo de acéo da colistina consiste no deslocamento de cations bivalentes de lipidios
de membrana, ligando-se ao lipidio A do lipopolissacarideo (LPS) na membrana externa de
bactérias Gram-negativas, neutralizando-o. Esta interacdo eletrostatica entre o antimicrobiano

(carregado positivamente) e o LPS (carregado negativamente) leva a desestruturacdo da
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membrana celular bacteriana, com extravasamento do conteddo celular, levando,
consequentemente a morte do microrganismo (APOSTOLAKOS & PICCIRILLO, 2018). Esse
mecanismo torna a colistina importante no tratamento de sepses causadas por bastonetes Gram-
negativos (AMBREEN et al, 2020; MARKOU et al, 2003)

Na medicina humana, o uso da sistémico da colistina foi amplamente reduzido a partir
da década de 1970, por tratar-se de um antimicrobiano nefrotéxico e neurotdéxico, sendo
utilizado somente em casos de infec¢bes causadas por bactérias Gram-negativas MDR
(ANYANWU et al, 2023).

Na medicina veterinaria, colistina era usada intensamente na prevencao ou tratamento
de infeccOes intestinais em animais de producdo (TIMMERMANS et al, 2021) e como
promotor de crescimento (APOSTOLAKOS & PICCIRILLO, 2018). Em frangos, seu uso
auxilia no ganho de peso e no aumento da ingestdo de alimento (VALIAKOS & KAPNA,
2021).

Até recentemente, pensava-se que resisténcia a este antimicrobiano era causada somente
por mutacGes no cromossomo, além de outras mutacGes nos genes pmrABCE
(TIMMERMANS et al, 2021), phoPQ, mgrB e crrAB, sendo disseminados verticalmente entre
os clones das bactérias. Com isso, havia baixo interesse na resisténcia a colistina, pois essas
mutacdes cromossomais séo autolimitantes por natureza (ANYANWU et al, 2021). Entretanto,
em 2015, na China, foi demonstrada, pela primeira vez a transferéncia do gene plasmidial
de resisténcia a colistina, mcr-1, em isolados de E. coli de origem animal e humana (LI1U et al,
2016). Esse gene codifica a enzima fosfoetanolamina transferase (TIMMERMANS et al, 2021),
que modifica o lipidio A, reduzindo sua atracdo pela colistina (VALIAKOS & KAPNA, 2021).

Apos a descoberta de mcr-1, outros 9 genes mcr foram reportados em diversas espécies
de enterobactérias (TIMMERMANS et al, 2021), totalizando 10 genes mcr (AL-MIR et al,
2021), inclusive em Salmonella spp., sendo detectado de suinos, bovinos e aves
(TIMMERMANS et al, 2021). Esses genes tém sido identificados de diversas fontes em mais
de 60 paises em 6 dos 7 continentes (ANYANWU et al, 2021). Todos os genes mcr detectados
sdo similares uns aos outros, homologos e geram o mesmo mecanismo de resisténcia a colistina
(VALIAKOS & KAPNA, 2021), sendo os genes mcr-1, 3 e 9 os mais disseminados pelo mundo
(AL-MIR et al, 2021; BITAR et al, 2020; VALIAKOS & KAPNA, 2021). A descoberta desses
genes representa um mecanismo facil de transferéncia da resisténcia a colistina que é utilizada
como ultimo recurso para o tratamento de enterobactérias resistentes a carbapenémicos (JAMIN
et al, 2021).
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Genes mcr tém sido amplamente descritos em diversos cenérios da producéo animal,
sendo notavelmente descritos no setor de criagdo de aves por todo o mundo. Além de presentes
em animais Vvivos, esses genes foram também detectados em carnes comercializadas, sugerindo
a possibilidade de transferéncia desses genes para humanos através de carnes mal-cozidas ou
por contaminagéo cruzada (AL-MIR et al, 2021).

Por ser plasmidial, a replicagcdo de DNA acontece independentemente dos cromossomos
e os plasmideos conjugativos de alta mobilidade carreiam genes de resisténcia, o que permite a
sobrevivéncia bacteriana e a rapida disseminacdo de microrganismos resistentes (ANYANWU
et al, 2021). ApoGs essa descoberta, a colistina que era classificada pela Agéncia de
Medicina Europeia (AME) como um antimicrobiano de baixo risco de transferéncia de genes
de resisténcia, foi classificada como de alto risco de transferir esses genes (TIMMERMANS et
al, 2021), sendo utilizada somente para o tratamento de doencas em que ndo ha outras
alternativas de terapia (VALIAKOS & KAPNA, 2021) causadas por bastonetes Gram-
negativos. Além disso, a OMS classificou microrganismos resistentes a colistina que possuem
genes mcr como de prioridade alta (ANYANWU et al, 2021).

Na producéo avicola, mcr-1 é o0 gene mais comumente encontrado, principalmente nos
plasmideos IncX4 e Incl2. Esses plasmideos possuem grande capacidade de disseminacao,
explicando provavelmente sua grande dispersdo geografica e sua ocorréncia em Varios
hospedeiros (AL-MIR et al, 2021). Esse gene foi identificado em mais de 11 espécies de
enterobactérias (VALIAKOS & KAPNA, 2021).

Genes mcr plasmidiais sdo um problema de nivel internacional, pois eles podem ser
transferidos horizontalmente entre bactérias e podem se disseminar rapidamente pelo mundo.
Por isso, é importante conhecer quais bactérias resistentes a colistina carreiam genes mcr e
quais poderiam transferir esses genes (TMMERMANS et al, 2021).

A administracdo de colistina tem sido fortemente regulada ao redor do mundo ha mais
de 6 décadas e, apesar da producdo mundial desse antimicrobiano ter sido reduzida de 13.746
toneladas em 2016 para 4.292 toneladas em 2019, a producéo avicola ainda € responsavel por
mais de 49% do seu uso, sendo maior que a quantidade utilizada na produg&o de suinos. Diante
disso, o setor de producdo de aves € considerado um dos potenciais reservatorios de
microrganismos resistentes a colistina capazes de causar infecgdes intestinais e extraintestinais
em humanos. Assim, a possibilidade da transferéncia de plasmidios contendo genes mcr para
humanos e, também para o ambiente consiste em uma ameaca a sadde global (ANYANWU et
al, 2023).
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No Brasil, o uso de colistina na alimentagdo animal foi proibido pelo MAPA, em
novembro de 2016, a partir da IN45 (ANYANWU et al, 2021). Esse ato normativo proibe, em
todo o territorio nacional, a importacédo e a fabricacdo de sulfato de colistina com a finalidade
de aditivo zootécnico melhorador de desempenho, sendo permitido o seu uso terapéutico
(BRASIL, 2016).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a ocorréncia e diversidade genética de microrganismos bacterianos, e a
resisténcia fenogenotipica a colistina de enterobactérias em ambientes de producdo de avicola,
incluindo aves, camas aviarias, solos e residuos bioldgicos, de modo a estabelecer, dentro de
uma perspectiva interdisciplinar voltada ao conceito de Sadde Unica, o papel destes ambientes

na emergéncia e disseminagéo de clones bacterianos resistentes.

3.2 Objetivos Especificos
« Isolar e identificar fenogenotipicamente as espécies bacterianas circulantes;
 Monitorar a ocorréncia de resisténcia fenogenotipica a colistina em cepas de E. coli e
outros bastonetes Gram-negativos;
« Avaliar o impacto da IN/45 na prevaléncia de genes mcr, comparando essa prevaléncia em

cepas obtidas no periodo pré-IN/45 com as obtidas pds-IN/45.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem

As amostras foram coletadas em uma granja de frango de corte localizada na cidade de
Sdo Jose do Vale do Rio Preto, Regido Serrana do estado do Rio de Janeiro, no més de abril de
2023. Foi realizada uma visita a propriedade, sendo realizada coleta em 25 animais da linhagem
Cobb; com 38 dias de idade; sadios; pesando em média aproximadamente 2 kilogramas (kg);
vacinados contra as doencas de Marek, Gumboro, bouba aviaria, bronquite aviaria e Newcastle;
e ja tendo cumprido o periodo de caréncia de 10 dias de uso de promotor de crescimento na
racdo. Aves que ndo estivessem se alimentando no momento da coleta foram selecionadas a fim

de evitar uma possivel contaminagdo das amostras com racdo. A contencdo das aves foi
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realizada pelo dorso, com as asas fechadas junto ao corpo, por integrante da equipe do
Laboratdrio de Bacteriologia Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(LABACVET-UFRRJ) devidamente treinado, enquanto introduziam-se swabs na luz da
traqueia e da cloaca pelo responsavel pela coleta. Para a antissepsia das maos foi utilizado alcool
70%. Ao todo foram utilizados 75 swabs, sendo 25 swabs de traqueia e 50 swabs de cloaca.
Para a avaliagdo do ambiente, foram realizados 4 swabs de arrasto (2 com o pé direito e 2 com
0 pé esquerdo). Os 25 swabs de traqueia foram acondicionados em tubos de ensaio contendo
caldo Brain and Heart Infuision (BHI) (Kasvi® - Parand, Brasil) e, dos 50 swabs de cloaca, 25
foram acondicionados em tubos de ensaio contendo caldo BHI (Kasvi® - Parand, Brasil) e 25
em tubos de ensaio contendo caldo de enriquecimento seletivo para Salmonella spp.,
Tetrationato de Kauffmann (Kasvi® - Parana, Brasil). Dos 4 swabs de arrasto, 1 de cada pé foi
acondicionado em frascos Erlenmeyer contendo caldo BHI (Kasvi® - Parand, Brasil) e 1 de
cada pé em frascos Erlenmeyer contendo caldo Tetrationato Kauffmann (Kasvi® - Parana,
Brasil). Apds acondicionadas, as amostras foram transportadas em temperatura ambiente e
remetidas imediatamente ao LABACVET-UFRRJ. Os critérios e metodologia utilizados na
coleta do material foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
do Instituto de Veterinaria da UFRRJ certificado n° 6239180418 (anexo II).

4.2 Isolamento e Identificacéo

Para os swabs de cloaca e arrasto, os isolamentos primarios foram realizados em meio
seletivo Agar MacConnkey (MC-HiMedia® - Maharashtra, india), Agar Salmonella-Shigella
(SS-HiMedia® - Maharashtra, india), Agar Manitol Vermelho de Fenol (AMVF-HiMedia® -
Maharashtra, india), e Agar Azida (AZD-HiMedia® - Maharashtra, india), enquanto, que para
os swabs de traqueia, foram utilizados os meios Agar Mac Connkey (MC-HiMedia® -
Maharashtra, india), Agar Manitol Vermelho de Fenol (AMVF-HiMedia® - Maharashtra,
india), e Agar Azida (AZD-HiMedia® - Maharashtra, india). As placas foram incubadas em
estufa a 37 °C por 24 horas, sendo que as placas contendo Agar Azida foram incubadas em

condicgéo de microaerofilia.

4.3 ldentificagdo Protedbmica Através da Técnica de Espectometria de Massa por
lonizacéo a Laser Assistida (MALDI-TOF)
Todos os isolados obtidos através do isolamento nos meios anteriormente mencionados

foram preparados para idenficagdo protedmica realizada no Laboratdrio de Investigacdo em
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Microbiologia Médica (LIMM) do Instituto de Microbiologia Paulo Goes (IPMG) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Para tal, as cepas foram cultivadas em Agar CLED a 37 °C por 24 horas. Cada cultura
bacteriana foi transferida para a microplaca (96 MSP, Bruker® - Billerica, EUA). Ao sedimento
bacteriano foi adicionada uma solucdo de lise (&cido formico 70%, Sigma-Aldrich® - Vermont,
EUA) em quantidade suficiente para cobrir o sedimento bacteriano. Em seguida, 1pL de
solucdo matriz (&cido alfa-ciano-4-hidroxi-cindmico diluido em acetonitrila 50% e 4acido
trifluoroacético 2,5%, Sigma-Aldrich® - Vermont, EUA) foi utilizada para cobrir o extrato
bacteriano para finalmente ser processado. Os espectros de cada amostra s&o gerados em um
espectrometro de massa (MALDI-TOF Microflex Bruker, Bruker® - Billerica, EUA) equipado
com laser de 337 nm de nitrogénio no modo linear controlado pelo programa FlexControl 3.3
(Bruker® - Billerica, EUA). Os espectros sdo coletados na faixa de massas entre 2.000-20.000
m/s e, posteriormente analisados pelo programa MALDI Biotyper 2.0 (Bruker® - Billerica,
EUA), com as configuracOes padronizadas para a identificacdo bacteriana. O programa
confronta os espectros da amostra desconhecida com amostras de referéncia em um banco de
dados. Os resultados obtidos variam em uma escala que vai de zero a trés, sendo que, quanto

maior o valor, mais confiavel sera a identificacao.

4.4 Deteccao Fenotipica da Resisténcia a Colistina

O teste realizado para a deteccdo da resisténcia fenotipica a colistina foi a técnica do
Agar Screen. Ap6s 18 a 24 horas de incubac&o a 35 °C, as colonias das enterobactérias obtidas
foram ressuspendidas em solucgdo salina a 0,9% até obter-se uma turbidez equivalente a escala
0,5 de McFarland, correspondente a uma concentragdo de, aproximadamente, 1,5 x 108
UFC/mL sobre a superficie do Agar Muller-Hinton suplementado com 2pg/mL e 4pg/mL de
colistina. Em seguida, as placas foram incubadas a 34°C + 2°C por 24 horas e, ap0s esse
periodo, foi realizada a visualizacdo minuciosa com o objetivo de verificar a presenca de
pequenas coldnias ou crescimento em filme. O valor de corte utilizado foi de >2pg/mL
(NORDMANN et al, 2016; PIRS et al, 2017). Como controle foi utilizada a cepa padrédo
Escherichia coli ATCC25922.
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4.5 Deteccao Genotipica dos Isolados Avaliados

4.5.1 Extracdo do DNA pela técnica de lise térmica

A extracdo do DNA foi realizada pela técnica de lise térmica descrita por
BUYUKCANGAS e colaboradores (2013), sendo realizadas modificagdes estabelecidas pelo
LABAC-VET. Os isolados foram cultivados em 5mL de caldo BHI (Kasvi® - Parana, Brasil)
a 35 °C por 24 horas. Apo0s esse periodo, aproximadamente 1mL dos caldos foram vertidos em
microtubos de 1,5mL e centrifugados a 13.500 rota¢des por minuto (rpm), por 2 minutos, com
o0 sobrenadante sendo descartado. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 200uL de
agua ultrapura e agitadas em votex, passando por incubagdo a 100°C por 10 minutos. Decorrido
esse periodo, os microtubos foram esfriados em temperatura ambiente e, em seguida,
centrifugados a 12.500 rpm por 2 minutos. Na sequéncia, aproximadamente 180uL do
sobrenadante foram transferidos para novos microtubos (600pL) que foram armazenados a -
20°C.

4.5.2 Amplificacdo do gene 16S rDNA através da técnica da Polymerase Chain Reaction

(PCR)

Apos realizada a extracdo rapida do DNA gendmico bacteriano, foi realizada a
confirmacéo das cepas isoladas através da amplificacdo da regido 16S do rDNA (27f e 1512r)
(SUZUKI & GIOVANNONI, 1996) do genoma bacteriano, gerando um fragmento de 1500
pares de basde (pb) pela técnica da PCR. O preparo do mix da reacédo foi realizado utilizando
2,5uL de Buffer 10X (10mM Tris-HCI (pH 9,0) (Invitrogen® - Massachusetts, EUA), 1,5uL
de MgCl> (20mM) (Invitrogen® - Massachusetts, EUA), 1,5uL de trifosfato de
desoxinucleotideo (0,2mM) (Invitrogen® - Massachusetts, EUA), 0,2uL de Tag DNA
polimerase (1U) (Fermentas® - Massachusetts, EUA), 1uL de cada primer, 2uL do DNA
extraido e complementado com &gua ultrapura, totalizando um volume de 25pL de reacéo.

4.5.3 Deteccdo da resisténcia genotipica a colistina

Todas as cepas de enterobactérias foram submetidas a pesquisa de genes associados a
resisténcia a colistina (mcr). Para tal deteccdo, foi realizada a técnica da PCR multiplex. O
preparo do mix da reacdo foi realizado utilizando 2,5uL de Buffer 10X (10mM Tris-HCI (pH
9,0) (Invitrogen® - Massachusetts, EUA), 1,5uL de MgCl, (20mM) (Invitrogen® -
Massachusetts, EUA), 1,5uL de trifosfato de desoxinucleotideo (0,2mM) (Invitrogen®), 0,2uL
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de Tag DNA polimerase (1U) (Fermentas® - Massachusetts, EUA), 0,25uL de cada primer e
complementado com agua ultrapura, totalizando um volume de 25pL de reagéo.

4.6 Andlise Estatistica

Foi realizado o teste de 2 amostras para igualdade de propor¢des com correcdo de
continuidade, segundo proposto por Newcombe (1998), seguido do tamanho do efeito “V de
Cramer”. A interpretacao dos resultados foi realizada seguindo Cohen (1988), de acordo com
0s graus de liberdade.

O teste foi feito utilizando o software R versdo 4.2.2 e foi adotado o nivel de
significancia de 5%.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Diversidade Bacteriana

A microbiota intestinal dos animais de producdo € complexa, dindmica e variavel
(ROTHROCK JR et al, 2021). Os graficos 1 e 2 mostram a distribui¢cdo quantitativa dos
isolados por sitio e a distribuicdo dos filos de uma maneira geral e por sitio, respectivamente.
De acordo com os resultados presentes no grafico 1, foram obtidos no total 301 isolados, sendo
162 (53,8%) oriundos de cloaca, 121 (40,2%) oriundos de traqueia e 18 (6%) do ambiente.
Desses 301 isolados, quando analisamos a diversidade por filo, Firmicutes foi o que apresentou
0 maior nimero de isolados, com 175 (58,1%), sendo 94 de cloaca, 72 de traqueia ¢ 9 de
ambiente; Proteobacteria foi representado por 120 isolados (39,9%), sendo 64 de cloaca, 47 de
traqueia e 9 de ambiente; e, por fim, foram obtidos 6 isolados (2%) do filo Actinobacteria, sendo
5 oriundos de cloaca e 1 oriundo de traqueia.

Rychlik, Karasova e Crhanova (2024) corroboram os dados obtidos no presente estudo
de que a microbiota intestinal de frangos é primariamente composta pelos filos Firmicutes e
Proteobacteria. Cabe ressaltar que esses filos bacterianos prevalecem mesmos quando as aves
sdo criadas com outras espécies de animais (ROTHROCK JR et al, 2021). Em outro estudo
também realizado na cidade de S&o José do Vale do Rio Preto, foi observado que Firmicutes
estava entre os dois filos mais isolados a partir do solo dos galpdes de criacdo das aves, sendo
essa prevaléncia maior, inclusive quando comparado com outros tipos de solo avaliados
(PARENTE et al, 2021).
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Compreender a diversidade da microbiota intestinal em frangos de corte é essencial,
pois esses microrganismos estdo intimamente envolvidos com salde e bem-estar dessas aves
(SERGEANT et al, 2014). Uma microbiota intestinal saudavel promove diversas funcdes no
hospedeiro, como assimilacdo de nutrientes, producdo de vitaminas e aminoacidos, prevencao
contra patogenos (DI MARCANTONIO et al, 2022; SERGEANT et al, 2014), e modulagao do
sistema imune (DI MARCANTONIO et al, 2022). Ademais, Firmicutes é o filo em que estdo
compreendidos 0s principais microrganismos responsaveis pelo aumento de performance
(POURABEDIN & ZHAO, 2015), capazes de aumentar o peso corporal do hospedeiro por
afetar a habilidade de extrair energia oriunda da dieta (YANG et al, 2022). Por exemplo, no
estudo conduzido por Zhang e colaboradores (2022), Firmicutes se apresentava em maior
prevaléncia em animais com maior peso do que 0s que apresentavam menor peso.

Proteobacteria, segundo filo com maior nimero de representantes obtidos no presente
estudo, pode exercer funcbGes importantes no organismo de frangos de corte, como ja
mencionado (RUBIO et al, 2015; YANG et al, 2019). Porém sua maior importancia se da pela
presenca de agentes que podem causar doencas de extrema importancia para essas aves como
Salmonella spp. e E. coli. (LENCHENKO et al, 2019; NOLAN et al, 2013). Ademais, um
aumento na sua prevaléncia pode estar relacionado com diminuigdo no ganho de peso (DI
MARCANTONIO et al, 2022; ZHANG et al, 2022) e no aumento da colonizacdo do TGI por
Campylobacter spp (ZHANG et al, 2022).

Em relacdo ao filo com menor nimero de respresentantes isolados no presente trabalho,
Actinobacteria também apresentou menor prevaléncia em outros trabalhos (ROTHROCK JR et
al, 2021; VIDENSKA et al, 2014) que os filos mecionados anteriormente.

O grafico 3 traz a prevaléncia dos géneros/espécies de uma maneira geral e por sitio.
Quando analisamos a diversidade por género/espécie, dos 301 isolados obtidos, 102 (33,9%)
foram identificados como Staphylococcus coagulase negativa (ECN), sendo 48 oriundos de
cloaca, 52 de traqueia e 2 de ambiente; 82 (27,2%) como E. coli, sendo 39 oriundos de cloaca,
36 de traqueia e 7 de ambiente; 53 (17,6%) como Enterococcus spp., sendo 36 oriundos de
cloaca, 11 de traqueia e 6 de ambiente; 27 (9%) como Proteus mirabilis, sendo 25 oriundos de
cloaca e 2 de ambiente; 10 (3,3%) como Bordetella hinzii, sendo todas oriundas de traqueia; 8
(2,7%) como Streptococcus spp., sendo todos oriundos de traqueia; 7 (2,3%) como
Ligilactobacillus salivarus, sendo 6 oriundos de cloaca e 1 de traqueia; 6 (2%) como
Corynebacterium spp., sendo 5 oriundos de cloaca e 1 de traqueia; 4 (1,3%) como Lactobacillus

johnsonii, sendo 3 oriundos de cloaca e 1 de ambiente; 1 (0,3%) como Salmonella spp., sendo
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esse oriundo de traqueia e 1 (0,3%) como Aerococcus viridans, sendo esse oriundo de cloaca.
As espécies de ECN econtram-se na tabela suplementar contida no anexo 1.

Em relacdo a microbiota intestinal dos animais, resultados semelhantes foram obtidos
em um estudo relizado na india, por Boovaragamoorthy e colaboradores (2019), em que foi
observado que espécies de Staphylococcus foram as mais isoladas, representando 31% do total
de isolados obtidos e E. coli foi o microrganismo com segunda maior prevaléncia,
representando 17% desses. Ademais, Enterococcus spp. também esteve presente entre as
bactérias mais isoladas, representando 3% do total de isolados, sendo o terceiro microrganismo
de maior prevaléncia.

Grafico 1 — Prevaléncia dos isolados por sitio.
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Grafico 2 — prevaléncia dos filos geral e por sitio.
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Sobre a microbiota do trato respiratorio dessas aves, Staphylococcus spp., Streptococcus
spp e Enterococcus spp estdo entre os principais géneros que colonizam a traqueia (ZHOU et
al, 2021). No presente estudo foram obtidos resultados que conferem com essa informacéo,
visto que os trés géneros citados anteriormente estdo entre os principais microrganismos
isolados das amostras de traqueia. Vale destacar um estudo que mostrou que a composi¢éo do
lavado broncoalveolar de aves comerciais é semelhante a encontrada na traqueia (WANG et al,
2020).

Em se tratando da microbiota do ambiente em que as aves vivem, essa € proporcional a
microbiota de amostras bioldgicas obtidas das mesmas por conta das interagdes constantes
(RYCHLIK; KARASOVA; CRHANOVA, 2024), o que se reflete no presente estudo, ja que
0s microrganismos isolados das amostras bioldgicas sdo de mesmos géneros/espécies dos

isolados das amostras de cama.

Gréfico 3 — prevaléncia dos géneros/espécies geral e por sitio.
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Como humanos e animais sdo colonizados por bactérias de diferentes ambientes,
inclusive por aquelas que originam efeitos negativos (RYCHLIK; KARASOVA;
CRHANOVA, 2024), entender quais géneros/espécies estdo presentes em ambientes de
producio avicola torna-se de extrema importancia para a Satde Unica, uma vez que muitas

dessas bactérias sdo conhecidas por causarem “enfermidades ocupacionais”.
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Falando sobre esses microrganismos, sabe-se que bactérias Gram-positivas sdo
predominantes em ambientes de criagcdo de aves (GAO et al, 2017). Como observado nos
resultados, Staphylococcus spp. foi o género com maior nimero de isolados tanto no geral,
quanto quando isolados de cloaca e traqueia. Esses resultados vao de acordo com o estudo ja
mencionado de Boovaragamoorthy e colaboradordes (2019), que observaram uma maior
prevaléncia de Staphylococcus spp. em isolados de cama aviéria. Além disso, em dois estudos
conduzidos por Osman e colaboradores (2015; 2016), foram observadas altas prevaléncias de
Staphylococcus spp. em amostras de carne de frango (100% e 50%), ratificando a alta
prevaléncia desse microrganismo na producdo avicola. Como ja mencionado, Staphylococcus
spp. esté entre os principais géneros que colonizam a traqueia, sendo as principais espécies
ECN (PIMENTA, 2018; ZHOU et al, 2021), dado que vai de encontro aos resultados do
presente estudo.

InfeccBes estafilocdcicas representam um problema de bem-estar e econémico global
na producdo avicola, por conta do desenvolvimento de claudica¢fes nos animais, trazendo
consequéncias, como dor, problemas de locomocao, diminui¢cdo nos parametros produtivos,
aumento da mortalidade, entre outras (SZAFRANIEC; SZELESZCZUK; DOLKA, 2020), além
de serem um dos principais agentes infecciosos do trato respiratorio das aves (YEHIA et al,
2023). Por serem frequentes no ambiente de producdo, Staphylococcus spp. representam risco
de doencas para os trabalhadores desse setor agricola (RYCHLIK; KARASOVA,;
CRHANOVA, 2024), sendo Staphylococcus coagulase-positiva (ECP) resposaveis por altas
taxas de infecgdes dermatoldgicas (RAVENHOLT et al, 1961; ROSKEY & HAMDY, 1972)
além de serem importantes agentes causadores de toxinfeccbes alimentares (OSMAN et al,
2015). Staphylococcus spp. também sdo considerados de preocupagdo mundial em relagdo a
resisténcia antimicrobiana, (UHLEMANN et al, 2014), uma vez que a espécie S. aureus foi
classificada como agente de prioridade alta pela OMS (2017), o que mostra sua importancia
como agente ocupacional e na Saude Unica.

Outro microrganismo Gram-positivo pertencente ao filo Firmicutes é Enterococcus
spp., que foi o terceiro microrganismo com maior prevaléncia no presente estudo, assim como
no estudo de Boovaragamoorthy e colaboradordes (2019). Outros estudos também observaram
elevada prevaléncia de Enterococcus spp. em ambientes de producdo avicola, seja de swabs
cloacais (NOENCHAT et al, 2022), fezes (LIU et al, 2013), racdo (YAMAGAMI et al, 2024)
e 6rgdos (STEPIEN-PYSNIAK et al, 2016).
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Enterococcus spp. € um género de bactérias ubiquas, comuns do ambiente
(SOUILLARD et al, 2022), sendo parte da microbiota comum de animais e humanos
(STEPIEN-PYSNIAK et al, 2016), incluindo as aves. Porém esses microrganismos sdo agentes
oportunistas que podem causar doencas em humanos e animais. Em aves comerciais,
Enterococcus spp. estdo associados a doencas do aparelho locomotor (STEPIEN-PYSNIAK et
al, 2016), porém também podem ser agentes causadores de onfalite em pintos, lesdes de pele,
endocardite, amiloidose, septicemia e necroses cerebrais (SOUILLARD et al, 2022; STEPIEN-
PYSNIAK et al, 2016). Em relacdo a sua importancia na Saude Unica, em humanos, esses
microrganismos podem causar enfermidades como endocardite, infec¢cBes do trato urinario
(ITU) ou septicemias, que podem ser fatais (SOUILLARD et al, 2022). Enterococcus spp.
também € o terceiro principal agente em casos de doencas nosocomiais (POULSEN et al, 2012).
Reforcando essa importancia em Satde Unica e como microrganismo causador de infeccdes
ocupacionais, no estudo realizado por Poulsen e colaboradores (2012), 7 (23%) das 31 cepas de
Enterococcus spp. causadoras de ITU em pacientes humanos demonstraram tipagens
sequenciais e padrdes eletroforéticos indistinguiveis ou muito parecidos com os oriundos de
aves comerciais, possuindo até mesmo susceptibilidade antimicrobiana semelhante. Dessas 7
cepas, 5 eram oriundas de individuos que trabalharam em estabelecimentos de producédo
avicola.

Além de causarem infeccBes em animais e humanos, esses microrganismos também
representam um problema em Salde Unica pela sua importancia em relacdo a resisténcia
antimicrobiana, ja que a OMS (2017) classificou a espécie E. faceium resistentes a vancomicina
como de prioridade alta nessa questéo.

Outro microrganismo de importancia para a Sadde Unica é Streptococcus spp.. No
presente estudo, esse agente foi observado somente em amostras de traqueia, resultado que vai
de encontro com a literatura, ja que Streptococcus spp. sdo constituintes naturais da microbiota
traqueal (RYCHLIK; KARASOVA; CRHANOVA, 2024). Esse género possui espécies de
importancia clinica na avicultura, causadoras de celulite (VAILLANCOURT et al, 1992),
septicemia e endocardite em frangos de corte (CHADFIELD et al, 2004). Em humanos, foram
reportadas cepas de S. suis causadoras de infecgdes que também estavam presentes em suinos
saudaveis (KERDSIN et al, 2023), mostrando a importancia da producdo animal em infeccdes
causadas por esse agente em humanos e a importancia desse microrganismo na Satde Unica,
gue também se da devido a resisténcia antimicrobiana, ja que que S. pneumoniae foi classificado

pela OMS (2017) como agente de prioridade média, podendo Streptococcus spp. apresentar
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resisténcia a antimicrobianos comuns, como macrolideos e tetraciclinas (GLAJZNER,
SZEWCZYK & SZEMRAJ, 2021).

E. coli é uma das principais bactérias de importancia em sanidade avicola por conta de
cepas APEC, que podem causar infec¢bes denominadas colibacilose (KHALID et al, 2022),
possuiu uma elevada prevaléncia no presente estudo e no estudo de Boovaragamoorthy e
colaboradores (2019). Além de sua alta prevaléncia em animais vivos, essa também se mostrou
elevada em estudos realizados em carcacas (ELTAI et al, 2020; PIRES et al, 2020), inclusive
oriundas de abatedouros nacionais (CARDOSO et al, 2006; CERUTTI et al, 2019). Esse
microrganismo pode ser transmitido para o ser humano e colonizar o seu intestino, podendo
causar doencas em trato urinario, meningites, peritonites e septicemias (ELTAI et al, 2020),
além de, por ser um agente representante da familia Enterobacteriaceae, (ROCK &
DONNENBERG, 2014), serem considerados de prioridade critica pela OMS (2017), caso
sejam resistentes a carbapenémicos e produtoras de betalactameses de espectro estendido
(ESBL), mostrando a importancia desse agente em Satide Unica.

Microrganismo ubiquo e de grande importancia na avicultura (LI et al, 2022), Proteus
spp. apresentou uma prevaléncia consideravel no presente trabalho, o que corrobora com outros
trabalhos realizados em ambientes de producéo avicola encontrados na literatura (ISLAM et al,
2020; LI et al, 2022). Esse género bacteriano possui importancia em Satde Unica, pois pode
causar diversas infeccbes em humanos como em ferimentos, oculares, gastrintestinais, no trato
urinario (SANCHES et al, 2020) e respiratorias SUN et al, 2020), além de infec¢cdes decorrentes
da ingestdo de carne de frango (WANG; ZHANG; NIU, 2021). Aliado a possibilidade de causar
infeccbes em humanos, Proteus spp. possui importancia em Saude Unica pois, por ser
integrante da familia Enterobacteriaceae, quando resistente a carbapenémicos e produtores de
betalactamases de espectro estendido, é considerado de prioridade critica pela OMS (2017)

Outra bactéria de grande importancia na producéo avicola € Salmonella sp., por conta
da enfermidade causada por esse agente, denominada salmonelose. Esse género bacteriano
apresentou baixa prevaléncia no presente estudo, sendo obtido somente 1 (0,3%) isolado
oriundo de traqueia. Esse resultado vai de encontro com outros presentes na literatura, onde sua
baixa prevaléncia foi relatada em animais vivos (DAGNEW et al, 2020), cama (DUNN et al,
2022), amostras de carne (PIRES et al, 2020), racdo (DAGNEW et al, 2020), ambientes de
abatedouros (ZEN et al, 2021), inclusive em estudos realizados no Brasil (ALCANTARA et al,
2022; MACIEL et al, 2016; MEZALIRA et al, 2014) e, mais especificamente, no Rio de Janeiro

(BAPTISTA et al, 2018). Em alguns estudos, é relatada a alta prevaléncia desse microrganismo,
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seja em amostras de cama (GUTIERREZ; DE; SCHNEIDER, 2020), carne de frango (LIU et
al, 2022), inclusive em paises da América do Sul, como na Colémbia (RODRIGUES;
RONDON; VERJAN, 2015).

Salmonella spp. é um agente de importancia em Sadde Unica, pois é um dos principais
microrganismos responsaveis por infec¢Oes alimentares no mundo (BAHRAMIANFARD et al,
2021), sendo causa mais frequente dessas doencgas e mortes devido a suas complicagdes na
Unido Europeia (ZENG et al, 2021). No Brasil, esse agente foi apontado como o principal
envolvido nos surtos de doencas alimentares entre 2007 e 2016 (BAPTISTA et al, 2018).
Produtos de origem animal, principalmente carne s&o os principais veiculos desse agente (LIU
et al, 2022), porém o contato direto com animais infectados também pode servir como uma
fonte de infeccdo dessa bactéria (FOLEY, LYNNE & NAYAK, 2008), mostrando que esse
patdgeno pode causar infec¢bes ocupacionais.

Outro fator que torna esse género de grande importancia em Satde Unica, € a resisténcia
antimicrobiana, ja que Salmonella spp. fazem parte da familia Enterobacteriaceae, podendo ser
classificados como de prioridade critica ou alta, caso sejam resistentes as fluoroguinolonas
(OMS, 2017). Uma iniciativa tomada pelo MAPA foi a criacdo da IN 70/2003 que instituiu o
Programa de Reducdo de Patdgenos (PRP). Esse programa implementou analises continuas e
sistematicas de carcacas de frangos e perus frescos, testando-as para Salmonella spp. (LIMA et
al, 2018). A IN20/2016, estabeleceu o controle e monitoramento desse agente nos
estabelecimentos comerciais e de abate de aves de corte registrados no Servico de Inspecao
Federal (SIF) (BRASIL, 2016), unindo as acOes nesses subsetores. Mais recentemente, foi
instituida a IN60/2019, que visa complementar a Resolu¢do da Diretoria Colegiada (RDC) 331
de 2019 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), estabelecendo as listas de
padrdes microbioldgicos para alimentos prontos para oferta ao consumidor. Segundo essa IN,
para carne de aves, a quantidade de unidades formadoras de colénias (UFC) de Salmonella spp.
para cada 25 gramas de carne deve ser no maximo 5, com excecao para 0s produtos carneos
cozidos inteiros ou em cortes. Nesse caso, a quantidade de UFC maxima para cada 25 gramas
de carne é de 10 (BRASIL, 2019).

Importante ressaltar que Bordetella spp., apesar de representar um género comum do
trato respiratdrio inferior, mas ndo do superior (RYCHLIK; KARASOVA; CRHANOVA,
2024), foi observada, no presente estudo, com uma prevaléncia relevante em isolados de
traqueia, sendo obtidos 10 dos 120 isolados totais (8,3%), todos eles oriundos deste sitio.

Quando falamos especificamente de B. hinzii, Unica espécie isolada no presente estudo, ainda
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que esse microrganismo seja descrito como comensal de aves (FABRE et al, 2015), Register et
al. (2003; 2009) obtiveram isolados associados a lesdes traqueais em perus. Ademais, ha casos
de infeccBes ocupacionais em humanos causadas por essa bactéria, como 0s reportados por
Fabre e colaboradores (2015), além de Endocardite (GONZALES et al, 2019); infeccdes em
pacientes imunocomprometidos, como por exemplo, infectados pelo SARS-CoV-2 (MAISON-
FORMOTAR; SIVASUBRAMANIAN, 2021); e infeccGes fatais do trato digestério em
paciente imunocompetente (YARFITZ et al, 2000) foram outros relatos de infec¢fes causadas
por essa espécie bacteriana. Bordetella spp. também podem apresentar resisténcia a uma série
de antimicrobianos (LOONG et al, 2016; RUIZ, MARTINE & calleja, 2013) mostrando sua
importancia na Satde Unica.

Integrante do filo Actinobacteria, Corynebacterium spp. foi observado em baixa
prevaléncia no presente estudo, o que vai de encontro a outros estudos realizados em ambientes
de producdo avicola (LIANG et al, 2013; OUESLATI et al, 2022). Sua importancia em
avicultura se da por poder causar lesbes supuratuvas nos animais (ENURAH et al, 2016), além
de estarem relacionados a predisposicédo a alergias e asma (DAI et al, 2017), consistindo em um
microrganismo de interesse em Satde Unica.

L. salivarus é um bastonete Gram-positivo comumente isolado do intestino ou das fezes
de aves e mamiferos (DEC et al, 2021), que exerce funcbes probioticas, sendo amplamente
utilizado na alimentacdo de animais e humanos (YANG et al, 2023) por ter o status de
presuncdo de qualificada de seguranca pela Autoridade de Seguranca Alimentar Europeia
(EFSA), sendo considerado seguro para uso (EFSA, et al 2019). Dentre essas funcGes, esse
microrganismo pode atuar como promotor de crescimento, auxiliando no ganho de peso
(YANG et al, 2023), assim como prevenir infeccdes contra agentes infecciosos (DEC et al,
2021), além de inibir agentes patogénicos como Salmonella spp. (ZHANG; MA; DOYLE,
2007), o que mostra sua importancia na avicultura como agente probiotico.

Outro agente de interesse em avicultura por sua funcdo probidtica € L. johnsonii
(JOHNSON et al, 2023). No presente estudo essa espécie apresentou baixa prevaléncia, porém
Lactobacillus spp. € comumente relatado em diversos trabalhos (YIN et al, 2023; YANG et al,
2022; ZHANG et al, 2022), inclusive L. johnsonii (RYCHLIK, KARASOVA; CHRANOVA,
2023). Em aves, ja fora descrita a importante funcdo de competicdo contra patdgenos,
principalmente Clostridium perfringens (GERVASI et al, 2014; WEGMANN et al, 2009). Em

humanos, a atividade probiotica de Lactobacillus spp. também ja fora reportada em diversas
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pesquisas (HEENEY; GAREAU; MARCO, 2018; SELLE; KLAENHAMMER, 2013;
SLATTERY; COTTER; O’'TOOLE, 2019).

Assim como Salmonella spp., A. viridans, microrganismo amplamente distribuido em
ambientes marinhos (EZECHUKWU; SINGAL,; IGBNOSA, 2019), foi representado somente
por um isolado no presente trabalho. Em frangos, ja foi sugerido que a diminuicdo de algumas
espécies colonizadores, incluindo A. viridans estd relacionada com o desenvolvimento de
enterite necrotica casusada por C. perfringens (YANG et al, 2021). Em humanos, ja foram
relatas diversas infeccOes causadas por esse microrganismo como ITU (EZECHUKWU;
SINGAL; IGBNOSA, 2019), vasculite cutanea (PARREY et al, 2016) e até infecches

cardiovasculares (YADAV et al, 2017), alertando para sua importancia em Satde Unica.

5.2 Deteccdo da Resisténcia Fenogenotipica a Colistina

A resisténcia antimicrobiana é um assunto de preocupacéo global, que ameaca a satde
humana, animal e ambiental, foi descrita recentemente pela Organizacdo de Alimentos e
Agricultura (FAO) das Nagdes Unidas como assunto extremamente essencial a Satde Unica.
Um dos antimicrobianos amplamente utilizados como aditivo zootécnico € a colistina,
classificado pela OMS como antimicrobiano de mais alta prioridade entre aqueles de
importancia critica para a medicina humana (RHOUMA; MADEC; LAXMINARAYAN,
2023). Com isso, dos 301 isolados totais, 110 representaram enterobactérias que foram testadas
a fim de observar o perfil de resisténcia fenotipica a colistina e a presenca de genes da familia
mcr. Vale observar que, por Proteus spp. serem intrinsecamente resistentes a colistina
(MOFFATT; HARPER; BOYCE, 2019), cepas oriundas desse género ndo foram submetidas a
testes para a avaliacdo da resisténcia fenotipica a esse antimicrobiano, sendo somente realizada
a detecdo dos genes da familia mcr, logo 83 cepas foram submetidas a avaliacdo da resisténcia
fenotipica.

Apo0s a realizacio da técnica do Agar Screen, dos 83 isolados, foram observadas 15
cepas (18,1%) apresentando resisténcia fenotipica a colistina e 68 (81,9%) apresentando
sensibilidade ao antimicrobiano. O grafico 4, traz os resultados da avaliagdo fenotipica da

resisténcia a colistina.
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Grafico 4 — prevaléncia da resisténcia fenotipica a colistina.
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Realizada a avaliacdo do perfil de resisténcia a colistina, todas as 110 cepas de
enterobactérias foram submetidas a técnica da PCR para a deteccdo de genes da familia mcr.
Apds a avaliacdo dos resultados, foi observado que no total 102 de 110 (92,7%) cepas foram
positivas para genes da familia mcr e apenas 8 de 102 (7,3%) foram negativas. Das cepas que
foram positivas, 61 das 102 (59,8%) eram de amostras oriundas de colaca, 33 das 102 (32,4%)
de traqueia e 8 das 102 (7,8%) da cama. Corroborando com os dados do presente estudo,
diversos trabalhos também relataram a presenca de genes mcr em ambientes de producéo
avicola seja em animais vivos (ZHANG et al, 2018; ZHANG et al, 2019), carcacas
(ADIGUZEL et al, 2021), fontes de dgua (PALUPI et al, 2019) e racdo (WANG et al, 2018),
mostrando a grande capacidade de disseminagdo dos genes dessa familia. O grafico 5 ilustra a

prevaléncia das cepas positivas e negativas para genes da familia mcr.

Gréfico 5 — prevaléncia de cepas postivas e negativas para genes mcr.
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O gréfico 6 traz os resultados de prevaléncia dos genes mcr. Analisando essa

prevaléncia, dos 110 isolados testados, foram detectados ao todo 269 genes, sendo 48 (17,8%)
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mcr-1, 42 (15,6%) mcr-2, 27 (10%) mcr-3, 61 (22,7%) mcr-4, 7 (2,6%) mcr-5, 40 (14,9%) mcr-
6, 1 (0,4%) mcr-7, 4 (1,5%) mcr-8 e 39 (14,5%) mcr-9.

Quando se analisa a prevaléncia de cada gene mcr em relacdo as 102 cepas que foram
positivas, 48 (47,1%) foram positivas para mcr-1, 42 (41,2%) para mcr-2, 27 (26,5%) para mcr-
3, 61 (50%) para mcr-4, 7 (6,7%) para mcr-5, 40 (39,2%) para mcr-6, 1 (1%) para mcr-7, 4
(3,9%) para mcr-8 e 39 (38,2%) foram positivas para mcr-9. O grafico7 ilustra essa prevaléncia
em relagdo as cepas.

Como relatado na literatura, os principais genes mcr detectado pelo mundo sdo mcr-1,
3 e 9 (AL-MIR et al, 2021; BITAR et al, 2020). Apesar de ter sido observada uma alta
prevaléncia destes genes no presente estudo, mcr-4 foi o gene em que foi observada a maior
prevaléncia. Além dessa maior deteccdo de mcr-4, mcr-2 e 6 também apresentaram alta taxa de
prevaléncia, sugerindo uma mudanca na distribuicdo destes genes quando comparada com a
literatura (BARBIERI et al, 2021).

Grafico 6 — prevaléncia total de genes mcr.
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Gréfico 7 — porcentagem de cepas positivas para genes mcr.
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Como ja mencionado no presente estudo, mcr-1 foi descrito pela primeira vez em 2015,
por Liu e colaboradores (2015) e é o principal gene da familia mcr detectado em amostras
oriundas da producdo avicola (AL-MIR et al, 2021). Essa informacdo vai de acordo com 0s
resultados obtidos no presente estudo, onde foi observada uma alta prevaléncia desse gene.
Outros estudos mostram a elevada prevaléncia desse gene em amostras oriundas de aves de
producdo (ZHANG et al, 2018; ZHANG et al, 2019). Esse gene ja-também-ja foi descrito em
outros sitios da producdo como racdo (WANG et al, 2018), fontes de dgua (PALUPI et al, 2019)
e carcacas (ADIGUZEL et al, 2021). mcr-1 também ja foi descrito, com altas prevaléncias, em
amostras oriundas de outras espécies animais, como suinos (TONG et al, 2018; ZHANG et al,
2019), bovinos (HAENNI et al, 2016), caninos (LEI et al, 2017; WANG et al, 2021) felinos
(HAMAME et al, 2022), guaxinins e em viveiro de jacaré (DOS SANTOS et al, 2020). Em
humanos, mcr-1 ja foi detectado em trabalhadores da cadeia de producéo de aves (WANG et
al, 2017; NGUYEN et al, 2022), vendedores desses animais (WANG et al, 2021) e até de
pacientes hospitalizados (AL-MIR et al, 2019), mostrando o grande potencial de disseminacao
desse gene e seu importante papel na Satde Unica.

O gene mcr-2 foi descrito pela primeira vez na Bélgica (XAVIER et al, 2016). Na
producéo avicola, sua alta prevaléncia ja foi observada (ZHANG et al, 2019), assim como no
presente estudo. Essa elevada prevaléncia de mcr-2 também ja foi descrita em outras espécies
animais, como caninos (WANG et al, 2021), suinos (ZHANG et al, 2018) e bovinos (ZHANG
et al, 2019). Esse gene também ja foi descrito em humanos a partir de amostras fecais
(PHUADRAKSA et al, 2022), mostrando seu potencial de disseminacdo e papel na Saude
Unica.
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Detectado a primeira vez por Yin e colaboradores (2017), o gene mcr-3, juntamente com
mcr-1 e mcr-9 sdo os genes da familia mcr mais detectados no mundo (AL-MIR et al, 2021,
BITAR et al, 2020), tendo apresentado uma elevada prevaléncia no presente estudo. Esta
informacao se confirma, pois, sua prevaléncia também se mostrou elevada no trabalho de Jalal
e colaboradores (2020). Além de ser descrito na producédo avicola, mcr-3 ja foi observado em
bovinos (HERNANDEZ et al, 2017; JALAL et al, 2020), caninos (NITTAYASUT et al, 2021)
e suinos (WANG et al, 2019; ZHANG et al, 2018), alem de também ja ter sido descrito em
viveiro de arara-azul (DOS SANTOS et al, 2020). Em humanos, esse gene ja foi detectado de
amostras fecais de individuos saudaveis (PHUADRAKSA et al, 2022). Isso mostra o grande
potencial de disseminagdo desse gene, além de sua importancia em Satde Unica.

Primeiramente descrito em 2017, na Italia, a partir de um isolado de Salmonella enterica
sorovar Typhimurium oriundo de conteudo cecal de suino (CARATTOLI et al, 2017), mcr-4
foi o gene da familia mcr com maior prevaléncia no presente estudo. Outros estudos também
demonstram essa elevada prevaléncia na producdo de aves (CHEN et al, 2018; RAMATLA et
al, 2022). Em amostras oriundas de outras espécies animais como de ratos presentes em
ambientes de producdo avicola (RAMATLA et al, 2018), suinos (AGUIRRE et al, 2020; CHEN
et al, 2018) e caninos (WANG et al, 2021), também ja houve a descricdo de mcr-4. Esse gene
também ja foi detectado das fezes de humanos (SUN et al, 2019) e em individuo apresentando
quadro de meningite (MARTINS-SORENSON et al, 2020), mostrando a importancia de mcr-
4 na Sadde Unica.

O gene mcr-5, descrito pela primeira vez na Alemanha, no ano de 2017 (BOROWIAK
et al, 2017), apresentou uma baixa prevaléncia no presente estudo, assim como em outros
trabalhos realizados em ambientes de producdo de aves (CHEN et al, 2018; NGBEDE et al,
2020). Esse gene ja foi reportado em aves vivas (CHEN et al, 2018), carcacas (KARIM et al,
2023) e racdo (LEMLEM ert al, 2023). Ademais, em suinos (AGUIRRE et al, 2020; MA et al,
2018), caninos (WANG et al, 2021) e bovinos (TIMMERMANS et al, 2021) j& houve relatos
da presenca de mcr-5. Em humanos, esse gene ja foi descrito de swabs vaginais (ZHANG et al,
2018). mcr-5 também ja foi detectado em aguas residuais de hospitais (XU et al, 2021) e de
poco (CHERAK et al, 2021), o que mostra sua capacidade disseminativa e papel na Salude
Unica.

Em junho de 2017, na Gréa-Bretanha, mcr-6 foi descrito pela primeira vez (ABUOUN et

al, 2017). Sua prevaléncia no presente estudo se mostrou elevada, o que corrobora com a
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literatura (LEMLEM et al, 2023). Em outras espécies animais, mcr-6 j& foi descrito em amostras
de suinos (ABUOUM et al, 2017).

Descrito pela primeira vez também em 2017 (YANG et al 2017), o gene mcr-7
apresentou uma baixa prevaléncia no presente estudo, o que corrobora com a literatura, ndo
sendo encontrados estudos relatando sua detecgdo em ambientes de producdo de aves. Porém,
sua detecc¢do ja fora relatada em amostras oriundas de suinos, mesmo que também em baixa
prevaléncia (PHETBUROM et al, 2021). Apesar da baixa prevaléncia, esse gene ja foi descrito
na agua de viveiro de jacarés (DOS SANTOS et al, 2020) e de clubes de recreacdo (FURLAN
et al, 2022), mostrando seu potencial de disseminacgéo entre diferentes ambientes.

No presente trabalho, o gene mcr-8, reportado pela primeira vez em 2018 (WANG et al,
2018), ndo apresentou prevaléncia elevada, resultado que vai de encontro com Yang e
colaboradores (2022), que obtiveram somente 1 cepa contendo mcr-8 em seu genoma das 66
amostras de fezes de aves testadas. Apesar da baixa prevaléncia desse gene, mcr-8 ja foi
reportado em caninos (ZHANG et al, 2021) e suinos (PHETBUROM et al, 2021). Em humanos,
ja foi detectado de fezes de cuidadores de aves (YANG et al, 2022) e de paciente pediatrico em
sepse (LIU et al, 2023), mostrando seu potencial disseminatorio e sua importancia na Saude
Unica.

O gene mcr-9 foi descrito pela primeira vez em 2019, nos EUA, apresentou uma elevada
prevaléncia no presente estudo, o que vai de acordo com a literatura, onde se reporta que mcr-
9, juntamente com mcr-1, é o de maior dissemina¢do ao redor do mundo (BITAR et al, 2020),
apesar de ndo gerar altos indices de resisténcia a colistina (ZHOU et al, 2022). Essa alta
prevaléncia ja foi observada no estudo de Zhou e colaboradores (2022), onde em 10,7% das
cepas de Enterobacter cloacae continham mcr-9 em seu genoma. Além da presenca em
amostras da producdo avicola, como no presente estudo e no conduzido por Lemlem e
colaboradores (2023), esse gene também ja foi reportado em amostras de suinos (FUKUDA et
al, 2022), bovinos (WANG et al, 2021), caninos e felinos (KHALIFA et al, 2020). Em humanaos,
ja foi descrito em individuos saudaveis (JU et al, 2022) e hospitalizados (BITAR et al, 2020),
mostrando a alta capacidade de disseminacio desse gene e sua importancia na Satide Unica.

O gréfico 8 traz a presenca de genes mcr de acordo com os resultados obtidos no exame
fenotipico. Como ilustrado, dos 15 isolados que apresentaram resisténcia a colistina, em 12
(80%) foram detectados genes da familia mcr e em 3 (20%) néo foram detectados genes dessa
familia. A presenga da resisténcia a colistina, apesar da auséncia de genes mcr, pode ser

explicada pelo fato de existirem mecanismos cromossomais que conferem resisténcia a esse

33



antimicrobiano (ANYANWU et al, 2023). Ja das 68 cepas que apresentaram resultado negativo
de resisténcia fenotipica a colistina, foram detectados genes da familia mcr em 63 (94%) e, em
5 (6%) dessas cepas, ndo houve a deteccao de genes dessa familia. Outros estudos ja observaram
cepas sensiveis ao antimicrobiano em questéo e que apresentavam genes da familia mcr em seu
material genético (BARBIERI et al, 2021; YANG et al, 2018), revelando que a resisténcia a
colistina ndo é necessaria para a presenca desses genes.

Grafico 8 — presenca de genes mcr de acordo com o resultado fenotipico
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Analisando a presenca de genes da familia mcr por género/espécie, foram observados
que 74 das 102 (72,5%) cepas analisadas eram E. coli, 27 das 102 (25,5%) eram P. mirabilis e
1 das 102 (1%) era Samonella sp.. O gréafico 9 ilustra os resultados descritos acima.

Grafico 9 — prevaléncia de genes mcr por género/especie.
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De acordo com o grafico 10 € observado que E. coli apresentou a maior quantidade de
genes da familia mcr detectados, sendo detectados 159 dos 269 (59,1%) genes, enquanto 108
dos 269 (40,1%) foram detectados em P. mirabilis e 2 dos 269 (0,7%) em Salmonella sp..

Gréfico 10 — quantidade de genes mcr por género/espécie.
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E. coli é a espécie bacteriana com a maior propensdo de albergar genes mcr
(ANYANWU et al, 2023), o que foi observado no presente estudo. Foram detectados nesta
espécie 21 mcr-1, 16 mer-2, 19 mcr-3, 42 mcr-4, 3 mer-5, 39 mcr-6, 4 mcr-8 e 15 mer-9. Séo
diversos os relatos de deteccdo desses genes nessa espécie, ndo somente na producdo avicola
(CHEN et al, 2018; JALAL et al, 2020; ZHANG et al, 2018; ZHANG et al, 2019), mas também
em outras espécies de animais de producdo (TONG et al, 2018; WANG et al, 2019; ZHANG et
al, 2018) e também em humanos (NGUYEN et al, 2022; PHUADRAKSA et al, 2022),
mostrando seu importante papel como disseminador de genes mcr e no contexto da Saude
Unica.

Apesar de Proteus spp. serem intrinsecamente resistentes a colistina (MOFFATT;
HARPER; BOYCE, 2019), uma grande quantidade de genes mcr foi detectado no presente
estudo, sendo 26 mcr-1, 25 mcr-2, 8 mer-3, 19 mer-4, 4 mer-5, 1 mcr-6, 1 mer-7 e 24 mcr-9.
N&o hou a deteccdo de mcr-8 nesse género bacteriano. A deteccéo de genes mcr ja foi descrita
em Proteus spp. (KASSEM et al, 2020), inclusive de amostras oriundas do ambiente de
producdo avicola (ISLAM et al, 2020) e humanos (JAVED et al, 2020), o que mostra a
importancia desses microrganismos na disseminacdo de genes da familia mcr e seu papel na
Satide Unica.

A disseminacédo de genes da familia mcr em Salmonella spp. para humanos, animais e

seus produtos é um assunto de saude publica (WANG et al, 2023). No presente estudo, foi
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observada apenas uma cepa desse agente em que foram detetados genes mcr (mcr-1 e mcr-2).
Jé& foram reportadas na producgdo avicola varios trabalhos em que foram detectados genes mcr
de Salmonella spp. (CHIOU et al, 2019; EL GARCH et al, 2018; UDDIN et al, 2021). Na
producdo de suinos também foram reportados genes dessa familia nesses agentes (LAY et al,
2021; RAU et al, 2020; WONGSRACHAI; PHUEKTES; JITTIMANNE, 2021). Em humanos,
cepas desse agente carreando genes mcr também foram descritos (WANG et al, 2023), inclusive
em pacientes apresentando diarreia (SUN et al, 2023), o que revela a a quéo relevante é esse
microrganismo para a Satde Unica.

Em 2016, foi publicada a Instrucdo Normativa n°45 (IN45/2016), que proibe a
comercializac¢do e uso da colistina como aditivo zootécnico e s permite seu uso em caso de
haver o antimicrobiano em estoque e dentro do prazo de validade como uma tentativa de
diminuir os niveis de resisténcia ao antimicrobiano encontrados a campo (BRASIL, 2016).
Segundo Anyanwu e colaboradores (2023), E. coli € o microrganismo com maior probabilidade
de carrear mcr-1, que por sua vez é o gene da familia mcr mais prevalente. Com isso, a fim de
avaliar a eficacia dessa normativa, no que diz respeito a resisténcia a colistina e a presenca de
genes da familia mcr, foi realizada uma comparacdo do presente estudo com outro realizado
também no LABACVET-UFRRJ, que deu origem a uma tese de doutorado, conduzido por
Pimenta (2018), que utilizou cepas isoladas de amostras coletadas antes da vigéncia da
normativa. Seguindo o estabelecido por Anyanwu e colaboradores (2023) a comparacdo dos
resultados obtidos nos dois trabalhos foi realizada utilizando as cepas de E. coli obtidas nos
mesmos. O objetivo foi comparar os resultados de resisténcia fenotipica e de presenca de mcr-

1 apresentados pelos estudos. Esses resultados estdo ilustrados nos graficos 11 e 12.

Grafico 11 — comparacdo em relacdo a resisténcia fenotipica a colistina.
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Gréfico 12 — comparacdo em relacdo a presenca de mcr-1.
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Quando comparamos os resultados de resisténcia fenotipica entre os dois estudos,
observamos uma queda significativa em sua presenca, ja que no trabalho de Pimenta (2018) foi
observado que 95,3%% (102/107) das cepas de E. coli apresentaram resisténcia ao
antimicrobiano, enquanto no presente estudo 18,1% (15/83) das cepas foram resistentes. Essa
queda também se mostrou presente quando comparamos a prevaléncia de mcr-1 nessas cepas,
pois no trabalho de Pimenta (2018) foi observada uma prevaléncia de 58% (62/107) desse gene,
enguanto, no presente trabalho, essa prevaléncia foi de 25,6% (21/82). Foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre os estudos para resisténcia fenotipica (y2(1) = 80.37
p=<0.001***) e para presenca de mcr-1 (y?(1) = 18.42 p=<0.001**%),

Esses resultados corroboram com os obtidos em outros trabalhos de paises como China
(LIU et al, 2019; WANG et al, 2020; YANG et al, 2022) e Japdo (MAKITA et al, 2020), em
que foi observada essa mesma diminuicdo na prevaléncia de mcr-1 apds o banimento da
colistina como aditivo zootécnico.

Importante observar que a diminuigcdo na prevaléncia de mcr-1 foi menor que a da taxa
de resisténcia a colistina. A maior persisténcia de genes mcr em relacéo a resisténcia a colistina
pode ser explicada pelo fato esses genes serem encontrados frequentemente em plasmideos
moveis, que facilitam a transferéncia horizontal de mcr (MIGURA-GARCIA et al, 2020), além
de mcr-1 poder integrar-se ao cromossomo bacteriano, o que permite a sua persisténcia mesmo
na auséncia de plasmideos méveis (SUN et al, 2018), explicando a persisténcia desses genes

mesmo sem a pressao seletiva exercida pela colistina. Vale ressaltar que ndo foram encontrados
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na literatura outros trabalhos que buscaram avaliar a eficdcia da norma no Brasil, sendo esse 0

primeiro trabalho comparativo em relacdo a prevaléncia da resisténcia a colistina no pais.

6. CONCLUSOES

O principal filo bacteriano presente na producdo de frangos de corte foi o Firmicutes,
seguido por Proteobacteria. Esses filos sdo representados por bactérias de grande importancia
em Sautde Unica, como Staphylococcus spp., E. coli, Salmonella spp. e Enterococcus spp.

A resisténcia fenotipica a colistina em cepas de enterobactérias oriundas da producéo
avicola foi elevada, visto que quase 20% das cepas testadas foram resistentes a esse
antimicrobiano.

A resisténcia a colistina nao esta diretamente relacionada a presenca ou auséncia de
genes da familia mcr, porém estes representam indicadores importantes do potencial de
emergéncia dessa resisténcia.

O banimento da colistina como aditivo zootécnico pela IN/45 tem se mostrado efetivo
na reducéo da prevaléncia de mcr-1 quando se comparam os dados do presente trabalho com os
obtidos por Pimenta (2018).

Apesar da redugdo observada na deteccdo de mcr-1 quando comparado aos estudos
anteriores, os genes da familia mcr foram detectados em niveis bem elevados, com destaque
para a prevaléncia de mcr-4, o que ainda mostra um grande potencial de dispersédo desses genes

no ambiente de producéo avicola.
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8. ANEXOS

ANEXO 1- Primers utilizados na caracterizacdo das espécies bacterianas e na deteccdo de

genes mcr.
Gene/
Produto de Sequéncia (5'-3") Programa
PCR
94 °C por 5 min; 30 ciclos
(0] 1 0
16SIRNA  AACTCTGTTATTAGGGAAGAACA ((ﬁni(; Eﬂrzlog'fg’rslsm?n?‘;r
(756 pb) CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC uma extensdo final por 72 °C
por 10 min.
mcr-1 AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC
AGATCCTTGGTCTCGGCTTG
(320 ph)
mcr-2 CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT
TCTAGCCCGACAAGCATACC
(715 pb)
mcr-3 AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG
AATGGAGATCCCCGTTTTT
(929 ph)
mcr-4 TCACTTTCATCACTGCGTTG
(1116 pb) TTGGTCCATGACTACCAATG 94°C por 15 min; 25 ciclos de
mcr-5 ATGCGGTTGTCTGCATTTATC (94°C por 30 seg, 58°C por
(1644 pb) TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG  1:30 min e 72°C por 60 seg) e
uma extensdo final de 72°C
mcr-6 GTCCGGTCAATCCCTATCTGT por 10 min.
(252 pb) ATCACGGGATTGACATAGCTAC
mcr-7 TGCTCAAGCCCTTCTTTTCGT
(551 pb) TTCATCTGCGCCACCTCGT
mcr-8 AACCGCCAGAGCACAGAATT
(856 ph) TTCCCCCAGCGATTCTCCAT
mcr-9 GTATCCTTCCTGCCATCCTC
(1011 pb) CTTTCCATAACAGCGAGACAC
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ANEXO 2. Tabela suplementar contendo as espécies de ECN isoladas.

Espécie Sitio N° de isolados
S. gallinarum Cloaca 8
S. gallinarum Traqueia 20
S. simulans Cloaca 19
S. simulans Traqueia 3
S. sciuri Cloaca 6
S. sciuri Traqueia 9
S. alerttae Cloaca 5
S. alerttae Traqueia 3
S chromogenes Cloaca 2
S. chromogenes Traqueia 4
S. ureilyticus Cloaca 2
S. ureilyticus Traqueia 1
S. ureilyticus Cama 2
S. xylosus Cloaca 2
S. xylosus Traqueia 2
S. saprophyticus Cloaca 1
S. saprophyticus Traqueia 2
S. cohnii Traqueia 2
S. epidermidis Traqueia 2
S. hameolyticus Cloaca 2
S. hominis Cloaca 1
S. hominis Traqueia 1
S. caprae Traqueia 1
S. lentus Traqueia 1
S. warneri Traqueia 1
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ANEXO 3. Certificados de aprovacido na Comisséo de Etica no Uso de Animais.

UFRRJ Comisséo de Etica no C"-’*E

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria  [J /5 A
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Resisténcia e viruléncia em patdgenos bacterianos e estudos de resistoma em ambientes
de producio animal [ uma abordagem de Saide Unica®, protocolada sob o CEUA n? 6239180418 go onimza), sob a responsabilidade
de Miliane Moreira Soares de Souza - que envalve a producao, manutencao efou utilizagho de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei
11.794 de B de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho
Macional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissho de Etica no Uso de Animais da Instituto
de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUAJUFRR]) na reunido de 17/07/2018.

We certify that the proposal "Resistance and virulence of bacterial pathogens and resistome analysis in animal production
environment [ an One Health approach”, utilizing 100 Bovines (100 females), 30 Birds (males and females), protocol number CEUA
6239180418 1o cotezo), under the responsibility of Miliane Moreira Soares de Souza - which involves the production,
maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the Mational Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee an Animal Use of the Veterinary Institute of Rural Federal University of Rio de Janeiro (CEUA/UFRR]) in the meeting of
07/17/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 07/2018 a 03/2021 Area: Microbiologia E Imunologia Veterindria

Origem: Animais provenientes de estabelecimentos comerciais

Espécie: Bovinos sexo: Fémeas idade: 1a8anos N: 100
Linhagem: ndo se aplica Peso: 300 a 400 kg

Origem: Animais provenientes de estabelecimentos comerciais

Espécie:  Aves sexo:  Machos e Fémeas idade: 30 a 37 dias N: 30
Linhagem: ndo s aplica Peso: la3kg

Local do experimento: propriedades comerciais de produco leiteira e avicola

Seropédica, 02 de julho de 2019

Fokio B Scott

—
Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Carlos Alexandre Rey Matias
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissio de Etica no Uso de Animais
Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de  Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro Janeira
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Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rlo de janeiro

UFRRJ COE Comisséo de Etica no

Universidade Federal Rural ibabib)
do Rio de Janeiro ula Uso de Animais

CERTIFICADO : EMENDA vos0512023

Certificamos que a EMENDA (versao de 05/05/2023) da proposta intitulada "Resisténcia e viruléncia em patégenos
bacterianos e estudos de resistoma em ambientes de producio animal [] uma abordagem de Salide Unica”, CEUA n®
6239180418 (o 016665), Sob a responsabilidade de Miliane Moreira Soares de Souza e eguipe; Leticia Baptista Pinto;
Caio Nunes Christoffe Simdes ; Marcelo Carvalho Gomes; Daniel Carvalho Hainfellner; Shana de Mattos de Oliveira
Coelho; Marcela Barlette Mendes; Ana Carla Dos Santos Pereira; Paulo Roberto Lima de Azevedo Junior ; Dayanne
Araujo de Melo; Luana de Oliveira Silva; Soraya Stephanie de Frias; Irene da Silva Coelho; Mario Tatsuo Makita;
Theresse Camille Nascimento Holmstrom - que envolve a producdo, manutencaoc efou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta
de acordo com os preceitos vigentes para sua apresentagdo, bem como com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), sendo assim APROVADO pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRR]) em 31/05/2023.

Pedido apresentado & CEUA: Solicito a prorrogacio do prazo de certificag3o para marge de 2025, uma vez que o prazo de liberag3o de recursos fol prormogado
por conta da pandemia. Solicito 2 atualizagio de membros participantes com a inclusio de cinco colaboradores, sende quatro alunes de Pds-Graduagio e dois
alunos de Graduagio; bem como a exclusio de um membro e a alteragio de dados cadastrals de trés membros j& Inclusos neste protocolo.

Consideracdes da CEUA: Sugiro aprovagio da prormogaco considerando o novo prazo de liberagdo de recursos pela agéncia de 1 devido a p ia
da COVID-19. Sobre 0s membros mantidos ou adicionades, nenhum terd interagio direta com os animais e irdo participar de processamento de amostras ou
de dados {sem demanda de treinamento). Sugiro aprovacio

Término previsto: 03/2025

Origem: Animais provenientes de estabelecimentos comerciais

g ] A : ’ : Quantidade
Espécie: Aves sexo: Machos e Fémeas idade: 30 a 37 dias mantida: +0
Linhagem: nao se aplica Peso: 1a3kg
Origem: Animais provenientes de estabelecimentos comerciais

4oy " Nea : : Quantidade
Espécie: Bovinos sexo: Fémeas idade: 1 a 8 anos RS +0
Linhagem: nao se aplica Peso: 300 a 400 kg

ANIMAIS UTILIZADOS
Quantidade
Total Aprovado Utilizada
Aves Machos e Fémeas 30 0
Bovinos Fémeas 100 0

Seropédica, 11 de julho de 2024
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