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RESUMO

CAMARGO, J. C. C. Presenca de cepas de Salmonella spp resistentes aos
antimicrobianos criticamente importantes usados na producdo de aves comerciais no
Brasil. [Presence of Salmonella spp strains resitant to the critically important antimicrobials
used in the commercial poultry production in Brazil]. 2013. 102 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo
Paulo, 2013.

O Brasil é hoje um dos maiores produtores e exportadores de alimento no mundo, destacando-
se no cenario de producdo de proteina animal como o 1° pais exportador em volume de carne
de frango, dentre tantas conquistas recentes do agronegécio brasileiro. Essas conquistas foram
alcancadas pelo pais gracas a sua inegavel vocagdo agropecudria, resultado de uma série de
fatores, como extensdo territorial e areas agricultaveis, clima, disponibilidade de agua e
ambiente regulatério favoravel a adocdo de tecnologias. Dentre as tecnologias existentes e
disponiveis que tornam possivel um pais de vocagdo agricola se tornar um dos maiores
produtores mundiais de alimentos estdo os aditivos zootécnicos melhoradores do desempenho
e, dentre eles, os antimicrobianos. Na posicdo de um dos atores principais no cenario
internacional de producdo de alimentos, o Brasil vem-se deparando com questdes
relacionadas a preocupacao global com relacdo a seguranca do alimento e aos escandalos de
contaminacdo de alimentos ocorridos em diversos paises, inclusive na Europa. A preocupacéo
com a seguranga do alimento tem levado os diversos organismos internacionais, dentre eles, a
Organizagdo Mundial da Salde e a Organizacdo Mundial de Saide Animal a estabelecerem
critérios de analise de risco com relacdo aos principais patégenos envolvidos em surtos de
toxinfeccBes alimentares e ao risco de transmissdo de resisténcia bacteriana através dos
alimentos. Sendo assim, o presente estudo foi desenvolvido com base na lista de
antimicrobianos criticamente importantes, elaborada em conjunto pela OMS e OIE, na
determinacdo do perfil de resisténcia destes frente a Salmonella isolada de aves e materiais
avicolas em diferentes periodos. Foram utilizadas 100 amostras de Salmonella spp isoladas
em granjas no Brasil, sendo 68 amostras colhidas durante o periodo atual (de 2008 a 2010) e
32 amostras colhidas durante a década de 90 (de 1989 a 1999), as quais passaram por testes de
difusdo em disco, determinacdo da concentracdo inibitéria minima, sorotipificacdo e
determinacdo clonal por eletroforese em campo pulsado. Com relacdo as amostras colhidas no

periodo atual (2008 a 2010), evidenciou-se uma reducdo no perfil de sensibilidade para



diferentes antimicrobianos, marcadamente para a classe das cefalosporinas, com 19 (22%) das
amostras resistentes e 38 (56%) das amostras apresentando resisténcia intermediéria. Varias
das amostras desse periodo apresentaram multirresisténcia. Para 32 das amostras isoladas na
década de 90, ndo se evidenciou resisténcia a nenhum dos antimicrobianos selecionados,
embora se tenham encontrado 13 amostras (41%) com perfil de resisténcia intermediario para
o ceftiofur. Ainda, detectaram-se 10 diferentes sorovares de Salmonella com somente um
perfil clonal para as amostras antigas e perfil variado para as amostras atuais. Os resultados
comprovaram 0 aumento de resisténcia aos antimicrobianos criticamente importes em
amostras recentes isoladas de aves e material avicola. Tais dados comprovam que cada vez

mais a atencdo deve ser focada no uso prudente dos antimicrobianos na producéo animal.

Palavras-chave: Salmonella. Resisténcia. Antimicrobianos.



ABSTRACT

CAMARGO, J. C. C. Presence of Salmonella spp strains resistant to the critically
important antimicrobials used in the commercial poultry production in Brazil. [Presenca
de cepas de Salmonella spp resistentes aos antimicrobianos criticamente importantes usados
na producdo de aves comerciais no Brasil]. 2013. 102 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Brazil is currently one of the largest producers and exporters of food in the world, appearing
in the animal protein production ranking as the 1% exporter of poultry, in terms of volume,
among many recent achievements of the brazilian agribusiness. These achievements have
been made possible due to the country natural agriculture vocation, which is the result of a
number of factors, such as land extension and available land for agriculture, climate, water
availability and regulatory environment open to technology adoption. Among the existing
technologies available that enable a country to become one of the largest producers of food
are the feed additives and performance enhancers, including the antibiotics. In the position of
one of the key actors in the international food production environment, Brazil has been facing
issues related to the global concerns on food safety and the food contamination scandals
occurred in several countries, including in Europe. These concerns has led several
international organizations, including the World Health Organization and the International
Organization of Animal Health to establish criteria for risk analysis in relation to the main
pathogens involved in foodborne disease outbreaks and the risk of transmission of resistant
bacteria from food. Therefore, this study was developed based on the list of the critically
important antimicrobials, developed jointly by WHO and the OIE, in determining the
resistance profile of them against Salmonella isolated from poultry and poultry materials in
different periods. It have been used 100 samples of Salmonella isolated from poultry farms in
Brazil, 68 samples taken during the current period (2008 to 2010) and 32 samples taken
during the 90s (1989-1999), which have been tested for antibiotic disk diffusion, minimum
inhibitory concentration, serotyping and clone determination by pulsed field gel
electrophoresis. In the samples collected in the current period (2008-2010), there was a
reduction in susceptibility to different antimicrobials, notably for the class of cephalosporins
with 19 (22%) of isolates resistant and 38 (56%) of samples presenting intermediate

resistance. Several samples from this period showed multidrug resistance. For 32 of the



isolates in the 90s, there was no evidence of resistance to any antimicrobial selected, although
it was found 13 samples (41%) with intermediate resistance profile for ceftiofur. It have been
identified 10 different Salmonella serovars, among them only one clone profile for the old
samples and different clone profiles for the current samples. Results showed increased
antimicrobial resistance to the critically important antimicrobials for the more recent isolates
from poultry and poultry material. These data demonstrate that more attention should be

focused on the prudent use of antimicrobials in animal production.

Keywords: Salmonella. Resistance. Antimicrobials.
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1 INTRODUCAO

De acordo com dados da FAO - Food and Agriculture Organization da Organizacdo
Mundial da Saude, em 2009 alcangamos o0 recorde de 1 bilhdo e 200 milhdes de pessoas
passando fome no mundo. Isso significa que um sexto da populacdo mundial passa fome ou
estd em estado de desnutricdo. O relatdrio aponta que a maior parte das pessoas desnutridas se
encontra na regifo Asia-Pacifico (642 milhdes), sequida da Africa subsaariana (265 milhdes),
América Latina (53 milhdes) e da regido que compreende o Oriente Médio e o norte da Africa
(42 milhdes). Nos paises desenvolvidos, estima-se que 15 milhdes de pessoas sofrem com a
fome (FAO, 2013b).

O aumento da fome no mundo ndo se deve apenas a problemas relacionados a
producdo mundial de alimentos; é causado, também, pela crise econdmica mundial que tem
resultado em menor remuneracdo e maior desemprego em diversos paises no mundo. Desse
modo, reduziu-se o acesso dos pobres ao alimento. A desacelera¢do econdmica mundial e o
custo dos alimentos vém empurrando mais 100 milhdes de pessoas a pobreza e a fome (FAO,
2013b).

Conforme j& apontado pelo senegalés Jacques Diouf, que esteve no comando da FAO
de 1994 a 2011, a crise silenciosa da fome, que afeta 1 em cada 6 pessoas no mundo,
pressupde um sério risco a seguranca e a paz mundial. O atual Diretor Geral da FAO, o
brasileiro José Graziano da Silva, que assumiu esse cargo em janeiro de 2012, declarou que o
foco das atividades da FAO é a seguranca alimentar, isto é, apoiar 0s paises de baixa renda e
com déficit alimentar, especialmente aqueles que se encontram em situacdo de crise
prolongada. De acordo com Graziano, viabiliza-se na FAO a criacdo de equipes que irdo
reunir as habilidades da FAO em assessoria sobre politicas, planejamento de investimentos,
mobilizacdo de recursos, respostas de emergéncia e desenvolvimento sustentavel. Ainda, a
erradicacdo da fome ndo deve ser separada de outros desafios globais, como a recuperacao das
economias nacionais, a prote¢do dos recursos naturais da degradacdo ambiental e a mitigagéo
dos impactos negativos das mudangas climéticas, bem como a adaptagdo a estas. Como
Diretor, Graziano tem como compromisso priorizar a erradicacdo da fome, a producéo e o
consumo sustentavel de alimentos e a busca de uma maior equidade na gestdo global de
alimentos (FAO, 2013a).

No Programa Alimentar Mundial da FAO, o maior inimigo da satde em todo o mundo

ainda ¢ o mesmo com que a humanidade ja se defrontava ha 100.000, ou ha 10.000 anos atras,
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ou seja, a fome e as doencas provocadas pela fome. Segundo dados do programa, o0 nimero de
pessoas que morrem no mundo devido a fome ja é maior que a soma do numero de mortes por
AIDS (Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida), malaria e tuberculose. Vale ressaltar que
grande parte do nimero de mortos pela fome sdo criancas. Estima-se que todos os anos 17
milhdes de bebé&s nascam com peso abaixo da média. Sdo criangas que “herdam” a fome de
mdes subalimentadas. Se viverem tempo suficiente, provavelmente, seus filhos, que ja
nascerdo desnutridos, também passardo fome, ou seja, em determinadas regides do mundo, a
fome ainda é crbnica e perdura de geracdo em geracdo e com ela suas consequiéncias funestas
que vdo além da mortalidade (FAO, 2006). Ressalte-se, nesse contexto, que a desnutricdo
peri-natal esta relacionada a déficit cognitivo permanente.

Considerando o crescimento da populacdo mundial, é possivel inferir que a relacao
recursos naturais por habitante (por exemplo, espaco territorial, terras agricultaveis e agua
potével por habitante) certamente continuard a diminuir e a taxa de crescimento potencial da
agropecuéria no futuro estard mais limitada que agora, devido as questdes ambientais e de
sustentabilidade, que impor-se-d0 de forma cada vez mais incisiva. Dessa forma, o
investimento em tecnologia e ferramentas que favorecam o crescimento da producdo
agropecuéria é de fundamental importéncia para fechar essa equacao desigual: crescimento da
populagdo e demanda por alimentos versus producdo segura e abundante de alimentos e
preservacao do meio ambiente (FAO, 2006). A boa noticia € que é possivel aumentar a
producdo segura de alimentos, sem necessidade de aumentar a extensao de terras agricultaveis
e/ou disponibilidade e uso de agua potavel. O uso de tecnologias que agreguem valor a
producdo serd definitivo para o crescimento da producdo de alimentos de forma tal a
assegurar o atendimento da crescente demanda.

O Brasil, um dos maiores produtores e exportadores de alimento no mundo, é um
exemplo de como o uso de ferramentas e tecnologia pode fazer o diferencial para o
desenvolvimento sustentavel. Nosso pais se destaca no cenario de producdo de proteina
animal como o 1° pais exportador em volume de carne de frango, 1°. pais exportador em
volume de carne de bovinos e oscilando entre a 42 e 52 posicdes de exportador de carne suina,
ainda com perspectivas de crescimento (IBGE, 2013). Nos tltimos anos, o Brasil tem lancado
mé&o do uso de tecnologias de produgdo como, por exemplo, equipamentos de ponta, sementes
de alta qualidade, melhoradas com o uso de biotecnologia, melhoramento genético, qualidade
na alimentacdo animal, sanidade, uso de produtos inovadores no controle de pragas e doencas

na agricultura e na pecuaria.
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Dentre as tecnologias existentes e disponiveis que tornam possivel um pais de vocagao
agricola se tornar um dos maiores produtores mundiais de alimentos, em especial, proteinas,
estdo os aditivos zootécnicos melhoradores do desempenho e, dentre eles, os antimicrobianos.

Antimicrobianos sdo substancias capazes de matar ou inibir o crescimento de
microrganismos, sem comprometer a salde do individuo medicado. Sdo empregados em
Medicina Veterinaria como medicamentos — de grande importancia no tratamento e prevengédo
de doencas infecciosas — e como aditivos de racgdes, visando diminuir a mortalidade e
melhorar o desempenho de animais de producdo (PALERMO-NETO, 2006) .

Recentemente, estd sendo proposta uma nova abordagem com relagdo ao uso de
antimicrobianos em Medicina Veterinaria, a saber: uso terapéutico, metafilatico (quando um
animal estd doente, entdo se tratam todos do rebanho), profilatico (quando ndo existem
animais doentes no rebanho, mas existe o desafio, entdo se tratam todos) e uso como aditivo.
Com tamanha variabilidade de usos e aplicabilidade, os antimicrobianos sdo considerados
ferramentas essenciais para o desenvolvimento da produgdo pecuaria no Brasil.

Tal cenario, aliado aos escandalos de contaminacdo de alimentos ocorridos
recentemente na Unido Européia, como o ressurgimento de doencas como Febre Aftosa no
Reino Unido, o aparecimento de casos da Doenca da “Vaca Louca” em diversos paises
pertencentes ao bloco europeu e Estados Unidos, além da disseminacdo da epidemia de Gripe
Aviaria por vérios paises em diferentes continentes, tem gerado inquietacdes e
guestionamentos dos consumidores e das autoridades sanitarias da area humana. Em especial,
guestiona-se a seguranca dos alimentos de origem animal, no que se somam as preocupacdes
de que o uso de antimicrobianos em Medicina Veterinaria poderia acarretar ou acelerar o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana simples, cruzada ou multipla a antimicrobianos de
relevancia para o tratamento de enfermidades humanas. Basicamente, as duas grandes
questbes que se fazem séo:

- Seriam os residuos de antimicrobianos presentes em alimentos de origem animal
capazes de oferecer pressdo de selecdo em bactérias existentes no trato gastrintestinal - TGI
de humanos que ingerem esse alimento? E nesse caso, a resposta, obviamente é NAO!! As
autoridades internacionais levam este fato em consideracdo ao fixar os Limites M&ximos de
Residuos (LMRs) para antimicrobianos de uso em animais de producéo. De fato, ao avaliar o
pacote de estudos toxicoldgicos de um antimicrobiano para determinacdo dos LMRs, o
JECFA — Joint of Experts of the Committee on Food Animal — observa , entre outros, 0s
resultados dos estudos de NOEL — Non Observed Effect Level — relativos & menor dose do

antimicrobiano que ndo resulta em qualquer aparecimento de efeito sobre a microbiota
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intestinal, isto €, que ndo induz pressao de selagdo. Quando o menor valor de NOEL é relativo
ao resultado de um estudo sobre a microbiota intestinal, esse valor sera utilizado como base
para o calculo da IDA — Ingestdo Diaria Aceitavel, neste caso, chamada de IDA
microbiologica, e LMRs. Dessa forma, ao garantir que as avaliagdes dos efeitos de um
antimicrobiano sobre a microbiota intestinal sejam consideradas no inicio do processo de
estabelecimento de niveis de seguranca, o JECFA e, logo, o Codex Alimentarius, garantem
que, ao recomendar limites maximos de residuos para um farmaco, as eventuais preocupacoes
de efeitos que esses possam ter sobre a microbiota intestinal ja foram consideradas. Portanto,
uma vez respeitados os LMRs estabelecidos, € minimo o risco de pressdo de selecdo,
desenvolvimento de resisténcia ou qualquer outro efeito de um antimicrobiano sobre a
microbiota intestinal humana (FAO, 2013c).

- Existiriam bactérias resistentes no TGI (trato gastointestinal) dos animais de
producdo, oriundas da pressdo de selecdo exercida pelo tratamento com antimicrobiano
durante a fase de criacdo animal, capazes de deixar o TGI desses animais e contaminar a
carcaca dos mesmos, sendo ingerida por seres humanos e transmitindo a resisténcia adquirida
para as bactérias que colonizam o TGl humano? A resposta a esta questdo pode ser sim!

Assim, para melhor analisar esta possibilidade, diversos organismos internacionais,
como o Codex Alimentarius da FAO, a OIE — Organizacdo Mundial de Saude Animal, a OMS
— Organizacdo Mundial de Saude, autoridades regulatorias ao redor do mundo, universidades,
associacOes de defesa do consumidor, empresas fabricantes de antimicrobianos, empresas
produtoras de alimento e demais elos da cadeia produtiva vém se reunindo, nos ultimos anos,
em todo o0 mundo, para debater e avaliar o risco dessa ocorréncia.

No Brasil, pais signatario do Codex Alimentarius, também existe um Grupo de
Trabalho composto por representantes de todos os elos da cadeia produtiva de proteina
animal, bem como representantes da academia, do MAPA e da ANVISA, Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéria.

De fato, a Secretaria de Defesa Agropecuaria do MAPA — Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento - estabeleceu, através da publicacdo da Portaria n° 808 no Diério
Oficial da Unido de 06 de novembro de 2003 (BRASIL, 2003b), um grupo de trabalho para
analise da seguranca de uso em saude animal das moléculas carbadox, olaquindox, bacitracina
de zinco, espiramicina, fosfato de tilosina e virginiamicina. Posteriormente, a mesma SDA do
MAPA fez compor novo grupo de trabalho, através da publicacdo, em D.O.U, da Portaria n°
40 de 08 de janeiro de 2006 (BRASIL, 2006a), para analise das moléculas monensina,

maduramicina, avilamicina, flavomicina e enramicina. Recentemente, um terceiro grupo de
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trabalho designado pelo MAPA, através da publicacdo da Portaria n° 428, de 10 de dezembro
de 2009 (BRASIL, 2009), ainda trabalha analisando a seguranga de uso em salde animal das
moléculas colistina, tiamulina, lincomicina, clorexidina e halquinol. Como resultado das
discussGes ocorridas nas trés ocasifes em que se convocaram 0S grupos de trabalho,
recomendou-se a descontinuacdo do uso como aditivos zootécnicos melhoradores de
desempenho em animais de producdo, no Brasil, das seguintes moléculas: olaquindox, pela
Instrucdo Normativa n° 11 de 24 de novembro de 2004 (BRASIL, 2004b), carbadox, pela
Instrucdo Normativa n°35 de 14 de novembro de 2005 (BRASIL, 2005), eritromicina e
espiramicina , estas 2 ultimas resultantes das analises do terceiro grupo de trabalho, sendo
ainda aprovadas para uso veterinario quando prescritas com indicacdo terapéutica, conforme
Instrucdo Normativa n°® 14 de 17 de maio de 2012 (BRASIL, 2012a).

Vale ressaltar que, por questfes de seguranca de uso e toxicidade e ndo por questbes
relacionadas ao tema de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, 0 MAPA ja havia feito
publicar em D.O.U a Instrugdo Normativa n°® 9, de 27 de junho de 2003 (BRASIL, 2003a),
proibindo a fabricacdo, a manipulacédo, o fracionamento, a comercializacdo, a importacdo e o
uso dos principios ativos cloranfenicol e nitrofuranos e os produtos que contivessem estes
principios ativos, para uso veterinario e suscetivel emprego na alimentacdo animal, ficando
cancelados, a partir daquela data, as licencas e registros concedidos tanto as matérias primas
quanto aos produtos acabados. Aos produtos de uso em satde animal contendo cloranfenicol e
nitrofuranos até entdo autorizados foi concedido um prazo de até noventa dias para serem
completamente retirados do mercado, 0 que ocorreu.

Voltando ao cenéario mundial, durante reunido conjunta de especialistas realizada pela
FAO, (2005) foram identificados pela OIE e OMS, Organizacao Mundial de Saude Animal e
Organizacdo Mundial da Salde, respectivamente, 0s seguintes antimicrobianos criticamente
importantes para uso humano e em saude animal, para os quais deveriam ser priorizadas as
medidas de analise de risco com relacdo a questdo de transmissdo de resisténcia: as
cefalosporinas de 3% e 42 geragdes; os macrolideos e as quinolonas (incluindo-se aqui as
fluorquinolonas). Da mesma forma, as bactérias identificadas como de interesse para as
questdes de analise risco de transmissao de resisténcia antimicrobiana foram: Salmonella spp ,
Escherichia coli , Campylobacter spp e os Enterococcus spp . Finalmente, frangos de corte e
suinos foram tomados como especies de animais de producdo prioritarias para os estudos
relacionados a questdo de risco de transmissdo de resisténcia antimicrobiana entre animais e
humanos (JOINT FAO/WHO/OIE, 2007).
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Ainda que o fendmeno de resisténcia seja inegavel, ndo existe, até o presente
momento, um modelo de andlise de risco proposto para o estudo da resisténcia bacteriana em
nivel de campo, isto €, que avalie a real contribuicdo do uso de antimicrobianos em animais
de producéo para a magnitude do problema. Nesse contexto, a OIE realizou em Paris, Franca,
de 13 a 15 de marco de 2013, a Conferéncia Global da OIE Sobre o Uso Responsavel e
Prudente de Agentes Antimicrobianos Para Animais (OIE, 2013). A Organizagdo tem
trabalhado ativamente, por mais de uma década, para garantir a qualidade dos medicamentos
de uso veterinario, incluindo-se aqui os antimicrobianos, desenvolvendo estratégias para as
acOes nessa area. A Organizagdo promove 0 uso responsavel e prudente dos agentes
antimicrobianos em animais terrestres e aquaticos, ja que seu uso responsavel e prudente é
crucial para salvaguardar a eficacia terapéutica dos mesmos em ambos humanos e animais.

Na Conferéncia, ainda foi ressaltado que a OIE trabalha com a interface animal-
humano-ecossistema e, portanto, endossa o conceito de “Uma Saude” (“One Health”
concept), uma vez que humanos e animais compartilham as mesmas bactérias e que 60% das
bactérias patogénicas para humanos sdo de origem animal. Claramente a prioridade da OIE é
de fortalecer e melhorar a coordenacdo entre os setores de saude publica e de saude animal,
também envolvendo o setor ambiental quando relevante. No tocante as bactérias patogénicas,
para o Brasil, dados do Ministério da Satde (BRASIL, 2009) divulgaram ser a Salmonella a
bactéria mais envolvida em surtos alimentares. Os produtos de origem animal, com énfase em
aves e derivados, estdo citados como os principais veiculadores deste patdgeno a humanos.

Diante desse cenario complexo exposto, a proposta deste trabalho foi avaliar a
presenca de Salmonella spp resistentes aos antimicrobianos criticamente importantes, isoladas
de amostras de aves comerciais e material avicola, nas décadas de 90 e durante o periodo de
2008 a 2010, identificando possiveis mecanismos de resisténcia nas bactérias, com base em

estudos de biologia molecular.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AGENCIAS REGULATORIAS E A QUESTAO DA RESISTENCIA BACTERIANA
AOS ANTIMICROBIANOS

A FAO (Food and Agriculture Organization) foi uma das primeiras agéncias criadas
depois da Segunda Guerra Mundial com a ideia de que a paz havia propiciado as condic¢oes
para que a humanidade erradicasse a fome. Mais de meio século depois de sua criacéo, cerca
de 1,2 milhdes de pessoas ainda sofrem de fome crénica e muitos paises estdo distantes de
atingir o primeiro dos Objetivos de Desenvolvimento do Milénio: reduzir pela metade, entre
1990 e 2015, o numero de pessoas famintas e na extrema pobreza (FAO, 2006).

O mandato da FAO é o de atingir a seguranca alimentar para todos e, assim, todos 0s
esforcos que depreende buscam assegurar que as pessoas tenham, de forma regular, alimento
suficiente e de alta qualidade para que tenham uma vida sadia. No mandato da FAO encontra-
se, ainda, a intencdo de elevar os niveis de nutricdo, melhorar a produtividade agricola,
melhorar a vida das populagGes rurais e contribuir para o crescimento da economia global
(FAO, 2013a). No entanto e a menos que ac¢des substanciais sejam tomadas, imediatamente,
0 objetivo da FAO de reduzir o nimero de pessoas com fome no mundo até 2015 ndo sera
atingido.

O aumento da pobreza pela crise mundial e 0 aumento no prego dos alimentos tém-se
mostrado uma combina¢do devastadora para a populagdo mais vulneravel (FAO, 2013b). A
atual crise econémica mundial é historicamente sem precedentes. Primeiramente, porque ela
aconteceu logo ap6s uma crise na producdo de alimentos que fez os precos dos alimentos de
primeira necessidade subirem dramaticamente durante o periodo de 2006 a 2008. Segundo, a
atual crise econdbmica vem afetando simultaneamente diferentes paises e grande parte do
mundo. Quando a crise é localizada a um pais, ou diferentes paises de uma regido econdmica,
0s governos possuem ferramentas para contorna-la, como, por exemplo, a desvalorizagdo
cambial, o uso de subsidio e de medidas de incentivo governamentais. No entanto, a
abrangéncia e eficacia desses mecanismos é limitada quando se trata de uma crise econémica
global. Terceiro, com os paises emergentes mais integrados financeira e comercialmente na

economia global, eles estdo mais expostos as mudancas do mercado internacional. Ou seja, a
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queda na demanda global ou a restricdo de crédito decorrentes de uma crise global tem
repercussdo imediata nos paises em desenvolvimento (GILPIN, 2001).

O crescimento da fome € um fenémeno global e todas as regides do mundo séo hoje
afetadas pela inseguranca alimentar. Estimativas da FAO apontam que a regido da Asia e
Pacifico, a regido mais populosa do globo, é hoje a regido com maior nimero de famintos,
642 milhdes de pessoas; a regido subsaariana da Africa, entretanto, possui o maior percentual
de subnutridos na populacdo : 32%. Ainda, os dados apontam que as regides do Oriente
Médio e norte da Africa possuem o maior percentual de crescimento do niimero de famintos
dentre os paises emergentes +13,5%, na comparagdo de dados do ano de 2009 frente ao ano
de 2008. A América Latina e a regido do Caribe, embora tenham apresentado evidentes sinais
de melhora nos ultimos anos, ainda apresentam um crescimento no numero de famintos da
ordem de +12,8%, o que é inaceitavel. Mesmo nos paises desenvolvidos, a desnutricdo tem se
tornado uma preocupacao crescente (FAO, 2013b).

Diante desse dilema, fica claro que o atual sistema de producdo e distribuicdo de
alimentos precisa de mudangas estruturais urgentes.

Medidas de curto prazo poderiam incluir programas de protecdo social que
garantissem a populagdo mais carente o alimento que mais necessitam e aos pequenos e
médios produtores o acesso a tecnologias e meios de producdo indispensaveis, como
fertilizantes, sementes de boa qualidade e tecnologias que garantam um cultivo de grdos e
producdo animal segura e abundante. Isto, sem duvida, facilitaria o acesso das populacdes
mais carentes a alimentos mais baratos. Porém, para remissdo da fome no mundo, devem ser
tomadas medidas de médio-longo prazo para garantir que a producdo de alimentos cresga, em
especial, nos paises emergentes. Esses paises precisam contar com tecnologias e politicas que
fortalecam o setor agropecuario em termos de produtividade e resisténcia diante de periodos
de crise. Politicas estaveis e eficazes, mecanismos regulatérios e institucionais, mudancas na
infra-estrutura dos mercados sdo0 essenciais para promover o investimento no setor
agropecudrio. Investimentos em ciéncia e tecnologia devem ser aumentados. Sem acesso a
tecnologia que aumente a producdo de alimentos seguros e em abundancia, os paises
continuardo a sofrer com dificuldades de suprir a crescente demanda por alimento no mundo
(FAO, 2006).

Ainda de acordo com a FAO, no ano de 2050, precisaremos de 100% a mais de
alimentos para alimentar a populagédo em crescimento (FAO, 2006).

Com a necessidade de produzir mais alimentos e de garantir que estes sejam indcuos a

satde humana, o Codex Alimentarius da FAO/OMS e a OIE instituiram um grupo de trabalho
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para analisar a questdo do risco de antimicrobianos como aditivos zootécnicos em producdo
animal e a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos (GT AMR), cujas reunides tém gerado o
esboco de documentos e guias internacionais para abordar esta questdo. Esses documentos,
além de levantar uma lista de antimicrobianos criticamente importantes tanto para saude
humana como para saude animal, propGem um modelo antimicrobiano/ bactéria/ espécie
animal, como foco prioritario para os estudos de resisténcia ( JOINT FAO/WHO/OIE, 2007,
FAO, 2011b).

O Brasil, como pais signatario do Codex Alimentarius, também instituiu Grupo de
Trabalho composto por representantes de todos os elos da cadeia produtiva de proteina
animal, bem como representantes da academia, do MAPA e da ANVISA, Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003b; 2006a; 2009).

Ha que lembrar, neste momento, que o fenbmeno de resisténcia bacteriana pode ser
natural ou intrinseca e ndo apenas adquirida como parecem se esquecer as discussdes mais
recentes sobre o assunto. A resisténcia natural ou intrinseca é aquela que ja é pré-existente e
relacionada a uma caracteristica inerente a uma espécie bacteriana como, por exemplo, o0 séo
as bactérias Gram negativas que, por ndo possuirem parede celular e, portanto, ndo serem
capazes de reter a coloracdo de Gram, também ndo sdo susceptiveis aos antimicrobianos que
possuem como mecanismo de acdo a destruicdo da parede celular. Ja com relacdo ao
fendmeno da resisténcia adquirida, este pode se dar por varios mecanismos distintos :
transformacéo (quando a bactéria adquire o gene de resisténcia do meio ambiente), transducéo
(quando a resisténcia é adquirida através de um bacteriofago) , transposicédo (adquirida atraves
de segmentos de DNA, o0s transposons) e conjugacao, quando a ligacdo sexuada se da através
de uma fimbria (PALERMO-NETO, 2006).

O fendmeno de transformacdo pode se dar pela modificacdo do alvo (sitio de ligacdo
do antimicrobiano) ou pela adicdo de genes que provoquem a inativacdo do farmaco como,
por exemplo, através da producdo de enzima especifica, como no caso das bactérias
produtoras de beta-lactamase resistentes aos antimicrobianos que possuem anel beta-
lactdmico, ou através de mecanismos de efluxo, quando a bactéria desenvolve a capacidade de
bombear o antimicrobiano para fora da célula, através de bombas de efluxo como ocorre, por
exemplo, com as quinolonas. Ainda, cabem aqui as alteracdes de membrana celular
responsaveis pelas alteracfes de permeabilidade de membrana, as quais impedem a entrada do
antimicrobiano para o interior da célula.

O fendmeno da transducdo ocorre quando um gene de resisténcia ou plasmideo é

carreado de uma bactéria a outra através de um bacteriéfago. Ao contrério, talvez, do que se
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possa esperar, bacteriofagos existem aos milhGes na natureza, convivendo conosco, sobre as
superficies, no ar, nos oceanos, sem que, necessariamente, interajam de forma negativa com
0s seres vivos. Porém, bacteriéfagos sdo espécie-especificos e capazes de infectar somente
organismos procariotos. Dessa forma, podem, se for o caso, ligar-se a superficie bacteriana,
intercambiando com esta material genético, uma vez que somente sdo capazes de replicar-se
ou reproduzir-se no interior de uma célula hospedeira.

O fendmeno de transposicdo ocorre quando fragmentos de DNA (Acido
Desoxirribonucléico) de uma determinada bactéria, contendo um ou mais gene de resisténcia,
transfere-se para outra bactéria, através de um bacteri6fago.

J& a conjugacdo ocorre pela transferéncia de um gene de resisténcia ou plasmideo de
uma bactéria a outra, através da formacdo de uma fimbria sexual, ou seja, aquela fimbria
capaz de servir como canal de transferéncia unidirecional de material genético (DNA) entre
bactérias.

O Quadro 1 mostra algumas das caracteristicas ligadas aos diferentes tipos de

mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos (PALERMO-NETO, 2006).

Quadro 1- Caracteristicas dos diferentes mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

Tipo de | Estabilidade Nivel de | Transferéncia de | Genes de
Resisténcia resisténcia resisténcia Resisténcia
Cromossémica | Alta Baixa Vertical Simples
(mutacdo)

Plasmidial Moderada Alta Horizontal e | Multipla
(conjugacdo e Vertical

transducdo)

Transposon Alta Instavel Horizontal e | Simples e
(transposicéo) Vertical Mudltipla

Para melhor entender a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, temos que voltar a
explorar o fascinante mundo das bactérias. Esses microrganismos microscépicos estdo
presentes em todo os lugares. As bactérias podem se adaptar a condi¢bes extremamente
severas e também podem sobreviver em condigdes extremas como excesso de calor, frio ou
radioatividade. A capacidade de adaptabilidade das bactérias esta ligada a sua habilidade de se

multiplicar com muita rapidez e, em se multiplicando, trocar material genético com muita
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facilidade. Conhecendo essas caracteristicas desses microrganismos, a possibilidade de
desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos ndo é um fato de surpreender (OIE, 2013).

Na natureza, o mecanismo de desenvolvimento de resisténcia pelas bactérias aos
antimicrobianos pode ser entendido como um mecanismo de protecdo que algumas bactérias
desenvolveram para ser capazes de sobreviver frente aos desafios do ambiente. Nesse mesmo
ecossistema, outras bactérias e microrganismos também sdo capazes de produzir substancias
antimicrobianas.  Assim, o fendbmeno de resisténcia pode ser entendido como puro
evolucionismo e, portanto a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos ndo é um fenémeno
novo, sendo que bactérias resistentes tém estado presentes na face da terra por muitos
milhares de anos (OIE, 2013).

O uso de antibiéticos em humanos iniciou-se por volta de 1940 e as primeiras
dificuldades para tratar infeccbes devido ao aparecimento de bactérias resisténcia ja
apareceram nos anos 1950. Isso ilustra bem as propriedades de adaptabilidade das bactérias a
pressdo de selecdo dos antimicrobianos. Em uma populagdo bacteriana em contato com
determinado antimicrobiano, ocorrerd a destruicdo das bactérias sensiveis enquanto as
bactérias resistentes irdo sobreviver e, consequentemente, desenvolver-se. Assim, qualquer
uso de antimicrobiano tem a capacidade de induzir pressdo de selecdo e determinar a
proliferacdo de bactérias resistentes (OIE, 2013).

Recentemente, pesquisadores da Universidade de McMaster do Canadad e da
Universidade de Akron nos Estados Unidos da América, encontraram amostras de bactérias
em uma caverna isolada no estado americano do Novo México, nos Estados Unidos.
Surpreendentemente, essas bactérias isoladas do mundo ha cerca de quatro milhdes de anos,
apresentaram resisténcia a antibidticos. As bactérias encontradas na caverna Lechuguilla,
isoladas do contato humano por mais de quatro milhdes de anos, eram resistentes a quase
todos os antibioticos sintéticos. Embora nenhuma delas fosse capaz de provocar doengas, nem
nunca terem sido expostas a antibiéticos, elas apresentavam alta resisténcia, sendo a maioria
dos mecanismos de resisténcia similares ao que ja observamos, atualmente, em bactérias
patogénicas que infectam humanos e, apenas, um mecanismo de resisténcia completamente
desconhecido, até 0 momento (BBC BRASIL, 2012).

Essas consideracdes corroboram o fato de que o desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia a antimicrobianos parece ser inato as bactérias, assim como a simples pressao de
selecdo por uso de determinado antimicrobiano é capaz de induzir possivel aparecimento de

resisténcia bacteriana ao antimicrobiano utilizado. Evolucionismo, Lei de Darwin.
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Ainda, cabe-nos ressaltar que os estudos laboratoriais para evidenciacdo de eventual
resisténcia in vitro de uma bactéria a um determinado antibacteriano ndo indicam,
necessariamente, a auséncia de eficacia do mesmo antimicrobiano in vivo. Com relagdo a
eficacia de um antimicrobiano in vivo, é a concentracdo efetiva que ele alcanca no local de
acdo e a manutencdo dessa concentracdo ao longo do tempo que determinam sua eficécia ou
ineficacia.

A maioria dos testes de eficacia in vitro para um antimicrobiano utiliza como
parametro um ponto de corte (breakpoint), para o qual uma concentracdo menor ou igual de
um determinado antimicrobiano que seja capaz de inibir o crescimento de determinada cepa
bacteriana padrdo, determinard eficacia. Assim, quando sdo necessarias concentracfes do
antimicrobiano mais elevadas que o seu ponto de corte para inibir o crescimento de
determinada cepa padrdo, esse antimicrobiano sera classificado como ineficaz, ou a bactéria
sera classificada como resistente. Poréem, quando in vivo, hd que considerar a relagdo
farmacocinética versus farmacodinamica. De fato, é a concentracdo tissular de um
antimicrobiano que determinara a eficacia do mesmo com relagcdo a CIM de uma determinada
cepa bacteriana. Existem diversos exemplos de antimicrobianos que se distribuem com
migracdo preferencial e afinidade pelo tecido pulmonar e, consequentemente, s&o
extremamente eficazes para combater infecgBes respiratérias, ainda que sua concentracao
plasmética ndo se mantenha igual ou superior aos limites de breakpoint. Igualmente, existem
exemplos de antimicrobianos com afinidade pelo trato urinario e que, ainda que sua
concentracdo plasmaética ndo se mantenha em niveis iguais ou superiores ao breakpoint
determinado nos estudos in vitro, os mesmos, por afinidade, mantém-se em altas
concentragfes nos tecidos alvos e, portanto, extremamente eficazes no tratamento de
infeccdes urinarias.

Sendo assim, um microrganismo pode ser considerado sensivel a um antimicrobiano in vivo
quando seu valor de CIM s, for menor que %2 da concentragdo média ou ¥ da concentracao
maxima desse antimicrobiano no sangue ou nos tecidos (PALERMO-NETO, 2005).

O Comité de Higiene de Alimentos do Codex Alimentarius, em sua 40° Sessdo,
realizada na Cidade da Guatemala, Guatemala, de 1 a 5 de Dezembro de 2008, discutiu a
adocdo de um documento guia para o controle da contaminacdo de carne de frango por
Campylobacter e Salmonella spp, através do documento CX/FH 08/40/6 (FAO, 2011c). Esse
documento guia proposto, contempla, em sua pagina 12, um diagrama com pontos criticos de
controle (PCC) do processo de producdo de frangos, nos quais poderiam ser implementadas

medidas especificas de controle, baseadas em um processo de analise de risco Nesse sentido,
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vale a pena lembrar que, nos ultimos 30 anos, foram realizadas mais de 229 reunifes ao redor
do mundo para debater este tema e 638 artigos apenas sobre Salmonella resistente foram
encontrados nos altimos 05 anos no site “ Pubmed”.

Ainda que um tema emergente e de importancia global, estabelecer processos de
andlise de risco de resisténcia bacteriana para todos os antimicrobianos de uso em saude
humana e animal seria uma tarefa impossivel. Dessa forma, os grupos de trabalho da FAO,
OMS e OIE, propuseram a priorizacdo dos estudos de analise de risco para aqueles
antimicrobianos de importancia critica para o tratamento de enfermidades em humanos ou em
animais (JOINT FAO/WHO/OIE, 2007). Ainda, estabeleceram que os estudos deveriam ser
priorizados nas espécies que representam a maior exposi¢do ao risco, ou seja, nos animais de
producdo, mais especificamente, os bovinos, 0s suinos e as aves e, ainda, para aquelas
bactérias mais frequentemente isoladas em surtos de toxinfeccBGes alimentares em humanos,
ou seja, a Escherichia coli, a Samonella sp, Campylobacter sp e os Enterococcus SP. Assim,
0s grupos de estudo da FAO, OMS e OIE, atualmente, focam seus esforcos numa matriz
antimicrobiano x bactéria x animal (FAO, 2011b).

Os Quadros 2 e 3 mostram a lista proposta pelo Grupo de Trabalho OMS/OIE , durante a
Reunido Conjunta de Especialistas da FAO/OMS/OIE em antimicrobianos criticamente
importantes, realizada em Roma — Italia , durante o periodo de 26 a 30 de Novembro de 2007
(JOINT FAO/WHOIOIE, 2007). A lista de antimicrobianos criticamente importantes foi

estabelecida com base nos antimicrobianos apontados pelas respectivas areas.

Quadro 2- Categorizacdo dos antimicrobianos usados em medicina humana de acordo com a
importancia no tratamento de doencas

Antimicrobianos Criticamente | Antimicrobianos Altamente Antimicrobianos
importantes Importantes Importantes
Aminoglicosideos Aminopenicilinas Polipeptideos Ciclicos
Ansamicinas Aminoglicosideos Fosfomicina
Carbapenos Anfenicois Acido Fusidico
Ceflosporinas (3a e 4a Geragdo) | Ceflosporinas (1la e 2a Geragdo) | Lincosamidas
Glicopeptideos Cefmicinas Mupirocina
Macrolideos Clofasimina Nitrofurantoina
Oxazolidinona Monobactamas Nitroimidazole
Penicilinas Penicilinas (antiestafilococicas)

Quinolonas Polimixinas

Estreptograminas Sulfonamidas

Tetraciclinas

Farmacos p/ tratar tuberculose
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Fonte: Modificado de Report of the FAO/WHO/OIE Expert Meeting, FAO, Rome, Italy, 26—

30 November 2007.

Quadro 3- Categorizagdo dos antimicrobianos usados em medicina veterinaria de acordo com
sua importancia no tratamento de doencas

Antimicrobianos
Antimicrobianos Criticamente Antimicrobianos Altamente Importantes em
importantes em Veterinaria Importantes em Veterinaria Veterinaria
Aminoglicosideos Rifamicinas Biciclomicina
Cefalosporinas Fosfomicina Acido Fusidico
Macrolideos lonoforos Novobiocina
Penicilinas Lincosamideos Ortosomicinas
Fenicois Pleuromutilinas Quinoxalinas
Quinolonas Polipeptideos Estreptograminas
Sulfonamidas
Tetraciclinas

Fonte: Modificado de Report of the FAO/WHO/OIE Expert Meeting, FAO, Rome, Italy, 26—

30 November 2007.

A partir desses estudos de categorizacdo, foi elaborada a lista dos Antimicrobianos

Criticamente Importantes, ou seja,

aqueles considerados criticamente importantes,

concomitantemente, para a sade humana e para a saude animal (Quadro 4):

Quadro 4- Comparacao dos antimicrobianos criticamente importantes em medicina humana e
antimicrobianos criticamente importantes em medicina veterinaria

Antimicrobianos Criticamente
importantes Usados em Medicina
Humana

Antimicrobianos Criticamente
Importantes Usados em Medicina
Veterinaria

Aminoglicosideos

Aminoglicosideos

Cefalosporinas (3a e 4a Geracgéo)

Cefalosporinas

Macrolideos Macrolideos
Penicilinas Penicilinas
Quinolonas Quinolonas
Tetraciclinas Tetraciclinas
Ansamicinas

Carbapenos

Glicopeptideos

Oxazolidinonas

Estreptograminas

Farmacos usados p/ tratar tuberculose

Fenicois

Sulfonamidas
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Fonte: Modificado de Report of the FAO/WHO/OIE Expert Meeting, FAO, Rome, Italy, 26—
30 November 2007.

Durante a Conferéncia Global da OIE Sobre o Uso Responséavel e Prudente de
Agentes Antimicrobianos Para Animais, realizada em Paris, Franca, de 13 a 15 de marcgo de
2013, a lista dos Antimicrobianos Criticamente Importantes foi, novamente, abordada como
referéncia para as discussoes (OIE, 2013).

Segundo a OIE, foram objetivos da Conferéncia apresentar uma visdo da situacdo

global do uso de antimicrobianos em animais e resisténcia antimicrobiana; informar sobre as
iniciativas tomadas pela OIE e outras organizacbes para promover 0 uso prudente e
responsavel de antimicrobianos em animais nos niveis nacional, regional e internacional;
promover boas praticas de governanga e encorajar a cooperagdo internacional; fomentar e
fortalecer a cooperacdo entre as entidades de categoria veterinaria e os estabelecimentos de
ensino da medicina veterinaria; apresentar descobertas cientificas sobre alternativas que
possam ser usadas em animais de producdo em substituicdo dos agentes antimicrobianos
(OIE, 2013).
Esse evento da OIE reuniu representantes da Comissdo da Unido Européia, da EMA -
Agéncia Européia de Medicamentos (European Medicines Agency), da Organizacdo Mundial
da Saude, da FAOQ, da propria OIE e varias autoridades nacionais, dentre elas, 0 MAPA —
Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento, o FDA (Food and Drug Administration),
0 USDA — United States Department of Agriculture e autoridades do governo do Japéo,
dentre, aproximadamente, 100 paises representados.

Sendo um tema que requer o envolvimento de diversas areas e, tendo identificado

apropriadamente, os principais desafios enfrentados pela producgéo de alimentos, a saber:
a) o crescimento da populacéo e a necessidade de aumentar a producdo de alimentos ricos em
proteina animal em 70% até 2050 e b) a necessidade de preservar as areas agricultaveis sem
aumenta-Ilas, a Conferéncia da OIE apontou uma lista de medidas que requer o envolvimento
do setor publico, privado, academia, entidades profissionais, populacdo médica, entre outros.
Também foi ressaltada a continua necessidade de desenvolvimento de novos medicamentos
antimicrobianos de uso veterinario, sugerindo a eventual necessidade de parcerias dos setores
publico / privado para ajudar a financiar e desenvolver inovagbes em matéria de anti-
infecciosos, alem da importancia de se buscarem novas ferramentas, como o uso de vacinas.

Pelo tom geral da Conferéncia, ndo restou davidas de que estamos em um mundo com

disparidades gritantes, no qual coexistem um grupo de paises em que, de um lado, o maior
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desafio ainda é o de erradicar a fome de milhdes de pessoas, diariamente, através da ingestao
de alimentos saudaveis e seguros e, de outro lado, paises em que a principal discusséo € o
direito a escolha do consumidor por um alimento que atenda ao seu perfil de consumo e
preferéncias pessoais. Entre essas duas polaridades estdo paises ditos emergentes que
precisam entender como lidar, simultaneamente, com essas duas realidades e, ainda, enfrentar
desafios de infra-estrutura, controle, oferta e demanda de alimentos bésicos e contrafaccdo. A
Conferéncia também abordou a necessidade de estimular a cooperacdo internacional em
matéria de harmonizacdo de normas para assegurar o controle da distribuicdo, da producéo,
importacdo e comercializacdo de antimicrobianos, bem como trabalhar com os paises para
elaboracdo de um documento sobre as recomendacGes para 0 uso prudente de antimicrobianos
(OIE, 2013).

2.2 O COMERCIO GLOBAL DE ALIMENTOS E A IMPORTANCIA DA OMC -
ORGANIZACAO MUNDIAL DO COMERCIO

O desenho do mundo moderno e as fronteiras dos paises estdo mudando.
Diferentemente de tempos passados, a mudanca que ocorre agora nao € o resultado de guerras
entre 0s paises, nem de conquistas de territérios, mas sim resultado do esforco voluntério de
paises independentes em se unirem em torno de um beneficio comum: o livre comércio e o
sistema de comércio internacional.

Mas, por que esse esforco voluntario em superar barreiras fisicas, de lingua, moeda,
sistemas financeiros?

Robert Gilpin, em seu livro Global Political Economy - Understanding the
International Economic Order (GILPIN, 2001), ja nos alerta de que a maioria dos
economistas esta convencida de que o livre comércio é uma forma de comércio superior, com
melhores resultados para os paises, se comparado ao protecionismo. Nesse sentido, 0s paises
agrupam-se em poderosos blocos, 0s quais — estes sim — travam uma verdadeira batalha para
superar e/ou criar entraves ao comércio, na medida em que isso os favoreca.

A tendéncia ganhou forca com a constituicdo de gigantes econémicos, como a Unido
Européia, o Nafta e, mais modestamente, 0 Mercosul.

Essa distribuicdo em blocos marca a chamada Nova Ordem Mundial, na qual a antiga

polarizagdo entre paises alinhados a Unido Soviética (socialista) e aos Estados Unidos
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(capitalista) cede lugar a divisdo do poder entre alguns megablocos econdmicos. Os paises
mais pobres, entretanto, ainda sofrem certo alijamento dessa nova ordem.

Para entender a origem dos atuais blocos econdmicos — nome geral para definir as
associacfes econbmicas entre nacOes de uma mesma area geografica — € necessario
compreender primeiro a reorganizacdo do mundo capitalista pds-Segunda Guerra Mundial e a
estrutura do poder geopolitico nessa época.

Em 1945, com a Europa arrasada pela guerra, 0 panorama internacional apresentava
apenas duas grandes superpoténcias: Estados Unidos e Unido Soviética, representando,
respectivamente, os blocos capitalista e socialista.

Nas conferéncias de lalta e Potsdam em 1945, foram estabelecidas areas de influéncia
soviéticas e norte-americanas. Os paises do Leste Europeu (Pol6nia, Tchecoslovaquia,
Hungria, Roménia, Bulgaria, lugoslavia e Albéania) ficaram na esfera soviética com o
estabelecimento de regimes de governo comunistas. Também foi decidida a divisdo de
Berlim, a capital alem&, em quatro zonas de ocupacdo militar: Estados Unidos, Reino Unido,
Franca e Unido Soviética.

Para estabelecer uma zona de influéncia norte-americana (e capitalista) na Europa
Ocidental, os Estados Unidos lancaram o Plano Marshall em 1947, que injetou bilhGes de
dolares na regido e impulsionou sua reconstrugdo. Também nesse ano, foi assinado o Acordo
Geral de Tarifas e Comércio (GATT) para promover e regulamentar o comércio entre as
nacGes. Em contrapartida, a Unido Soviética criou, em 1949, o Conselho para Assisténcia
Econdémica Mutua (COMECON).

O surgimento da OMC foi um importante marco na ordem internacional que comegara
a ser delineada no fim da Segunda Guerra Mundial. Ela surge a partir dos preceitos
estabelecidos pela Organizacéo Internacional do Comércio, consolidados na Carta de Havana,
e, uma vez que esta ndo foi levada adiante pela ndo aceitacdo do Congresso dos E.U.A.
(principal economia do planeta, com um PIB maior do que o das outras poténcias todas
somadas), imputou-se no GATT de 1947, um acordo temporario, que acabou vigorando até a
criacdo efetiva da OMC ap0s as negociagdes da Rodada Uruguai em 1995.

A OMC surgiu do Acordo Geral de Tarifas e Comércio (GATT) que foi criado apés a
Segunda Guerra Mundial, conjuntamente com outras instituicdes multilaterais dedicadas a
cooperacdo econémica internacional, como as instituicbes criadas com Acordos de Bretton
Woods: o Banco Mundial e o FMI (Fundo Monetario Internacional).

Em dezembro de 1945, os Estados Unidos convidaram seus aliados de guerra a iniciar

negociacdes a fim de criarem um acordo multilateral para a reducéo reciproca das tarifas de
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comércio de bens. Para realizar este objetivo, tentou-se criar a Organizagdo Internacional do
Comércio (ITO- International Trade Organization). Um Comité Preparatério teve inicio em
fevereiro de 1946 e trabalhou até novembro de 1947. Em marco de 1948 as negociacdes
relativas a Carta da ITO nao foram completadas com sucesso em Havana. Esta Carta tentava
estabelecer efetivamente a ITO e designar as principais regras para 0 comércio internacional e
outros assuntos econdmicos. Esta Carta nunca entrou em vigor, foi submetida inimeras vezes
ao Congresso Norte Americano que nunca a aprovou.

Em outubro de 1947, um acordo foi alcancado pelo GATT. Finalmente, em 30 de
outubro de 1947, 23 paises assinaram o “Protocolo de Provisdo de Aplicacao do Acordo Geral
de Tarifas e Comércio” com 0 objetivo de evitar a onda protecionista que marcou os anos 30.
Nessa epoca, 0s paises tomavam uma série de medidas para proteger os produtos nacionais e
evitar a entrada de produtos de outros paises como, por exemplo, por meio de altos impostos
para importacao.

Na auséncia de uma real organizacdo internacional para o comercio, 0 GATT supriu
essa demanda, como uma instituicdo provisoria.

O GATT foi o unico instrumento multilateral a tratar do comércio internacional de
1948 até o estabelecimento definitivo da OMC, em 1995. Apesar das tentativas de se criar
algum mecanismo institucionalizado para tratar do comércio internacional, o GATT
continuou operando por quase meio século como um mecanismo semi-institucionalizado.

Apds uma série de negociacgdes frustradas, na Rodada do Uruguai foi criada a OMC,
de carater permanente, substituindo o GATT.

A Organizacdo Mundial do Comércio (OMC) é uma organizacgdo internacional que
trata das regras sobre 0 comérico entre as nacgdes. Os membros da OMC negociam e assinam
acordos que depois sdo ratificados pelo parlamento de cada nacdo, passando a regular o
comércio internacional. Em inglés é denominada World Trade Organization (WTO) e possuli
153 membros. Sua sede é em Genebra, na Suica.

J& num panorama mais recente, a Comunidade Européia, ou Unido Européia, foi o
primeiro bloco econémico a ser formado (1957) e até hoje o melhor organizado. Tem sua
origem na criacdo da Comunidade Econdmica Européia, agrupamento formado, a principio,
por seis nagdes, mas que foi incorporando novas adesées com o passar dos anos.

A organizagdo da UE tem sido um processo lento, com varias etapas. Um dos marcos
de sua historia foi a aprovacdo, em 1991, do Tratado de Maastricht, ou Tratado da Unido
Européia, (EUROPA, 2013) que estabeleceu 0 ano de 1993 para a formalizacdo da Unido

Européia como um bloco com unido econdmica e monetéria, fixando uma data para a
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implantacdo de uma moeda Unica, o euro. Em 1992, cairam as barreiras alfandegérias dentro
do bloco.

A moeda comunitaria, o euro, entrou em circulagdo em 1999, em um primeiro
momento servindo apenas para transacdes dentro do sistema financeiro. O cronograma de
implantacdo previa que, em 2002, a utilizacdo fosse estendida a qualquer tipo de transacdo
comercial. O processo de integracdo é complexo e impde determinadas regras para que 0S
paises possam pertencer ao grupo; por exemplo, a inflacdo deve ser baixa e o déficit publico
ndo pode superar 3% do PIB. A integracdo ainda é continua e, apesar das crises, atualmente,
27 paises constituem a Comunidade Européia (EUROPA, 2013).

Trata-se, sem ddvida, de um poderoso bloco econémico que, hoje, é capaz de
influenciar grandemente o cendrio do comércio internacional, bem como “ditar” regras a
paises que vislumbrem exportar seus produtos para o mercado europeu.

Dessa forma e diante dos grandes blocos econémicos, a OMC é hoje a base para as
disputas internacionais de comércio, através de seu sistema de Resolucdo de Controvérsias.
Ou seja, em situacdes de comércio entre dois paises que apresentem divergéncias como, por
exemplo, politicas de tarifas de importacdo, cotas de importacdo, politicas restritivas como
padrbes de identificacdo ou qualidade especificos, a disputa em questdo pode ser apresentada
a OMC para avaliacdo e decisdo de eventuais medidas de compensacéo.

Recentemente, o Brasil tem utilizado ativamente de sua posi¢do como pais membro da
OMC e tem encaminhado questbes de disputas internacionais de comércio para esse
organismo. Ja se véem alguns resultados dessas disputas levadas pelo Brasil a OMC,
principalmente, na area do agronegocio, como no recente caso do contencioso do algoddo e de
exportacao de carne bovina para os Estados Unidos (BRASIL, 2010).

Porém, muito ainda se tem a conquistar.

Para paises em desenvolvimento, como é o caso do Brasil, a OMC pode representar
uma solucdo importante em contendas internacionais, especialmente, naquelas que se
estabelecem com paises desenvolvidos, ou com grandes blocos econémicos. Exemplos dessa
situacdo sdo varios, em especial, na area do agronegdcio brasileiro.

Como se tem acompanhado, o crescimento do Brasil no agronegécio, nos altimos 10
anos, tem sido tremendo. Gracas a sua inegavel vocacao agropecudria, resultado de uma série
de fatores, como extensdo territorial e areas agricultaveis, clima, disponibilidade de agua,
ambiente regulatério favoravel a adocdo de tecnologias, dentre outros, o Brasil € hoje
reconhecido, internacionalmente, como um dos principais atores no cenario do agronegdcio

internacional.
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Assim e, por exemplo, o Brasil é hoje um dos grandes exportadores de soja,
rivalizando em volume de producédo e exportacdo com Estados Unidos; da mesma forma, é o
maior exportador de carne de frango com 3,6 milhdes de toneladas de carne de frango
exportadas em 2009, conforme dados da UBABEF — Unido Brasileira de Avicultura, s
perdendo em volume de producdo - ndo em volume de exportacdo - para os Estados Unidos e
China, por razdes de maior amadurecimento do mercado interno dos Estados Unidos e do
volume do mercado interno da China devido ao imenso contingente populacional desse pais
(UBEBAF, 2011).

Também hoje o Brasil é o primeiro exportador de carne bovina, sendo possuidor de
um dos maiores rebanhos bovinos, com 205,3 milhdes de cabegas, de acordo com dados
publicados em 2010, pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE - perdendo
em ndmero de cabecas de animais, apenas, para a india (IBGE, 2010).

Com relacéo a produgdo e exportacdo de carne suina, o Brasil deu um grande salto em
questdes de qualidade de carne e sanidade do rebanho e oscila entre as posi¢fes de 4° e 5°
pais exportador no ranking de exportacfes de carne suina no mundo (IBGE, 2010). Vale a
ressalva de que, com a abertura da China para as exportacdes de carne suina pelo Brasil,
oficializada durante a viagem da Presidente Dilma Russef a China, em 2011, o panorama de
futuro das exportacOes brasileiras de carne suina é o mais favoravel possivel, aliado com a
mais recente conquista da noticia de abertura do mercado japonés a carne suina proveniente
do estado de Santa Catarina, reconhecido como zona livre de febre aftosa.

Tamanhas conquistas, obviamente, ndo podem agradar a todos os atores do cenario
global. Alguns paises que, tradicionalmente, ocupavam posicdo de destaque como
exportadores do agroneg6cio muito se ressentiram com essa transformagéo. Em virtude disto
e, também, em virtude de eventuais crises focais, alguns paises e blocos tem tentado,
desesperadamente, buscar mecanismos de desfavorecimento as exportacdes brasileiras, como
uma das formas de retomarem parte de suas exportacdes anteriores, ou apenas como forma de
protegerem seu mercado e sua producao interna.

Sao comuns os protestos de produtores de paises desenvolvidos contra as importacdes
de carne brasileira. Exemplo disso sdo os constantes protestos de produtores irlandeses contra
a importacédo de carne bovina do Brasil.

Mais ainda se tem visto com relagdo as inumeras barreiras ndo-tarifarias que vem
sendo impostas por paises e blocos para impedir o avan¢o dos volumes de exportacdo dos
paises em desenvolvimento, dentre eles o Brasil, conforme ja falamos, por possuir grande

expressdo nesse mercado.
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Recentemente, algumas discussdes nesse sentido tem tomado as reunides de entidades
e organismos internacionais, como, por exemplo , o Codex Alimentarius, organismo braco da
FAO/OMS (Food and Agriculture Organization / Organizacdo Mundial da Sadde), que
dispde sobre padrdes para alimentos.

O Codex Alimentarius é referéncia internacional para a ado¢ao de medidas pela OMC,
quando de disputas do comércio internacional.

O Codex Alimentarius ¢, atualmente, formado por 166 paises, ditos “signatarios”,
dentre os quais o Brasil, e esta dividido em diversos comités técnicos que discutem o0s
padrdes, internacionalmente, recomendados para alimentos. Ressalte-se que as discussdes
levadas a termo nos comités técnicos do Codex Alimentarius sdo discussdes baseadas em
ciéncia.

Séo dois os mandados do Codex : food safety e fair trade , o que significa seguranca
do alimento e comércio igualitario.

Ainda que, sabidamente, o livre comércio seja um mecanismo superior ao
protecionismo (GILPIN, 2001) e considerando que paises mais democraticos tendem a ser
mais favoraveis ao livre comércio, o que se V&, ainda hoje, é que, quer seja fruto de pressdes
de grupos de interesse especificos, quer seja porque os paises, de fato, ainda tendem a ser
mais protecionistas do que incentivadores/fomentadores do livre comércio, a existéncia de
organismos internacionais como OMC e o proprio Codex Alimentarius nos levam a refletir
sobre quais outros mecanismos podem influenciar no estabelecimento de uma situacdo
igualitaria de comércio como , por exemplo, grupos de interesse e especificidade de fatores de
producao.

Dessa forma, tomando-se em conta os diferentes modelos econémicos e a abordagem
adotada pelos grandes blocos econdmicos da atualidade, no contexto do comeércio
internacional, podemos entender porque , apesar de democraticos, muitos paises ainda relutam
em se abrir totalmente ao livre comércio, ao mesmo tempo em que justifica a existéncia de
organismos internacionais de referéncia para um comércio justo (GILPIN, 2001).

Isso tem sido visto, claramente, refletido nos embates internacionais de comércio; no
caso do Brasil, especialmente com relagdo & area do agronegoécio e, em tempos de
globalizagdo, urge a substituicdo dessa logica de favorecimento eterno de economias
consolidadas, por uma politica econdmica internacional verdadeiramente democratica, que
tenha seus interesses voltados para a extin¢do da fome, da miséria, que vise dar acesso a uma
vasta camada de excluidos a alimentos seguros e abundantes, dando a todos condic¢des dignas

de vida a fim de que possam desenvolver seus potenciais criativos e desenvolvimento efetivo.
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23 ANTIMICROBIANOS DE USO EM MEDICINA VETERINARIA E
REGULAMENTACAO NO BRASIL

Pesquisadores das areas clinica e de farmacologia, autoridades regulatérias ao redor do
mundo e outros estudiosos do assunto, tém proposto uma nova abordagem para 0 uso de
antimicrobianos em saude animal (OIE, 2013). De acordo com essa nova abordagem , s@o 0s
seguintes 0s USOS propostos:

a) uso terapéutico - é aquele feito para tratamento de infecgBes ja existentes através da
medicacdo dos animais doentes; embora possa ser efetivado e realizado de forma
individualizada e por vias parenterais ele € conduzido em avicultura e suinocultura, de modo
geral, de forma coletiva ou massal (terapia grupal) medicando-se os animais através da racdo
ou da &gua de bebida;

b) uso metafilatico - também feito de formal grupal ou massal; neste caso, medicam-se
com concentracdes terapéuticas de antimicrobianos todos os animais de um mesmo lote no
momento em que alguns individuos apresentam sinais e sintomas indicativos do
desenvolvimento ou do curso de um processo infeccioso.

C) uso profilético - no qual os antimicrobianos séo utilizados de forma preventiva, isto €,
quando nenhum dos animais encontra-se clinicamente enfermo. Neste caso, porém, e, dentro
de certos limites, a experiéncia adquirida no manejo continuado de determinada espécie
animal, indica que os mesmos tém grande possibilidade de adquirir uma infeccdo, ainda que
subclinica, em uma determinada fase da produg&o.

d) uso aditivo - os antimicrobianos sdo também utilizados como aditivos zootécnicos
melhoradores da eficiéncia alimentar ou do desempenho. Neste caso, nenhum dos animais
estd doente, sendo o tratamento realizado para aumentar a produtividade, diminuir a
quantidade de alimento consumido pelos animais até o momento do abate, melhorar a
eficiéncia alimentar, direcionar processos microbiolégicos ligados a producdo de &cidos
graxos e, dentre tantos outros efeitos de igual relevancia, diminuir a mortalidade e manter a
homogeneidade do plantel, diminuindo a refugagem. Neste caso, 0s antimicrobianos sdo
usados continuamente na ragdo em concentragdes significativamente menores que aquelas
empregadas terapeuticamente. Ressalte-se e de grande relevancia, que o efeito esperado e
benéfico dos antimicrobianos usados como aditivos melhoradores do desempenho manifesta-

se também em animais sadios.
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Isto posto, fica facil entender que, dentre os diversos usos propostos para 0S
antimicrobianos, aquele que tem gerado maiores questionamentos, € o uso como aditivo.

De acordo com a legislacdo brasileira, Decreto-Lei n° 467 de 13 de fevereiro de 1969
(BRASIL, 1969), alterado pela Lei n° 12.689 de 19 de julho de 2012 (BRASIL, 2012b) e Lei
6.198 de 26 de dezembro de 1974 (BRASIL, 1974), os antimicrobianos de uso em medicina
veterinaria sdo regulamentados pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento -
MAPA, atraves do Departamento de Fiscalizacdo de Insumos Pecuarios (DFIP) da Secretaria
de Defesa Agropecuaria (SDA). E atribuicdo do DFIP a regulamentacdo do uso de
antimicrobianos em medicina veterinaria. O DFIP esta dividido em duas coordenagdes, a
saber: Coordenacdo de Fiscalizacdo de Produtos Veterinarios (CPV) e Coordenacdo de
Fiscalizacdo de Produtos para Alimentacdo Animal (CPAA). A figura 1 ilustra a organograma
atual, por areas de atuacdo, do Departamento de Fiscalizacdo de Insumos Pecuarios do
MAPA.

Figura 1- Modelo de Organograma do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

Ministro - MAPA

Secretario Executivo I—
Secretaria de Defesa
Agropecuaria
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Fonte: Modificado de <www.agricultura.qov.br>
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Pelo Decreto 5.053 de 22 de abril de 2004 (BRASIL, 2004a), que regulamenta o
Decreto-Lei n° 467 de 13 de fevereiro de 1969 (BRASIL, 1969), ¢ atribui¢do da Coordenacédo
de Fiscalizacdo de Produtos Veterinarios a regulamentacdo do uso dos antimicrobianos
utilizados com a intencdo de prevenir, controlar ou tratar doencas em animais. Isto é, de
acordo com a nova abordagem proposta, seriam 0s antimicrobianos com indicagédo
terapéutica, profilatica e metafilatica. Por sua vez, através do Decreto 6.296 de 11 de
dezembro de 2007 (BRASIL, 2007), que regulamenta a Lei 6.198 de 26 de dezembro de 1974
(BRASIL, 1974), é atribuicdo da Coordenacdo de Produtos para a Alimentacdo Animal a
regulamentacdo do uso dos antimicrobianos como aditivos zootécnicos melhoradores de
desempenho, isto €, antimicrobianos utilizados de modo continuo, administrados via
alimentacdo animal e com a intencdo de melhorar o desempenho produtivo ou resultado
zootécnico, regulamentacdo essa estabelecida através da Instrucdo Normativa n° 13, de 30 de
novembro de 2004 (BRASIL, 2004c).

Segundo a Instrucdo Normativa n°13, os aditivos séo classificados em :
a) aditivos tecnologicos: qualquer substancia adicionada ao produto destinado a
alimentacdo animal com fins tecnoldgico (adsorventes, aglomerantes, antiaglomerantes,
antioxidantes, antiumectantes, conservantes, etc).
b) aditivos sensoriais: qualquer substancia adicionada ao produto para melhorar ou
modificar as propriedades organolépticas destes ou as caracteristicas visuai dos produtos
(corantes e pigmentos, aromatizantes, palatabilizantes, etc).
c) aditivos nutricionais: toda substancia utilizada para manter ou melhorar as
propriedades nutricionais do produto (vitaminas, pré-vitaminas, oligoelementos, aminoacidos,
etc).
d) aditivos zootécnicos: toda substancia utilizada para influir positivamente na melhoria
do desempenho dos animais. S&o os seguintes grupos funcionais: digestivos, equilibradores da
flora e melhoradores de desempenho. Os digestivos sdo substancias que facilitam a digestdo
dos alimentos ingeridos (por exemplo, algumas enzimas), atuando sobre determinadas
materias-primas destinadas a fabricagdo de produtos para a alimentacdo animal. Os
equilibradores da flora sdo os microrganismos que formam coldnias ou outras substancias
definidas quimicamente que tém um efeito positivo sobre a flora do trato digestorio (por
exemplo probidticos, prebioticos, simbidticos, acidos orgénicos). E os melhoradores de
desempenho sdo substancias definidas quimicamente que melhoram os parametros de
produtividade (por exemplo antimicrobianos, agonistas de adrenoceptores beta, alguns

ionoforos).
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e) anticoccidianos: substancia destinada a eliminar ou inibir protozoarios.

Com relagdo aos antimicrobianos aditivos zootécnicos melhoradores de desempenho,
pode-se afirmar que o uso dos mesmos tém sido um dos focos das discussfes internacionais
sobre resisténcia bacteriana.

Vale reforgar, mais uma vez, que os aditivos zootécnicos melhoradores de desempenho
produzem seus efeitos também em animais sadios, isto €, que ndo apresentam processos
infecciosos subclinicos gastrintestinais. O mecanismo de acao desses agentes faz-se atraves da
manutencdo da eubiose gastrintestinal ao selecionar algumas espécies de bactérias comensais
relevantes como, por exemplo, os Lactobacillus que, ao produzir &cido latico, acidos graxos
de cadeia curta e outros nutrientes importantes, contribuem para o maior crescimento dos
animais tratados.

A Organizacdo Mundial de Saude (FAO, 2004 e FAO, 2005) definiu alguns critérios
esperados de um aditivo “ideal”. Sdo eles: 1- ndo ser mutagénico ou carcinogénico; 2-
melhorar o desempenho de maneira efetiva e econdmica; 3- atuar melhorando a microbiota
comensal normal; 4- atuar apenas em bactérias Gram positivas; 5- ser eficaz em pequenas
doses; 6- ter nula ou baixa capacidade de absorcao oral, isto €, ndo ter acdo sistémica; 7-
possuir baixa capacidade de deposi¢do residual; 8- ser atoxico para 0s animais nas dosagens
recomendadas; 9- ndo possuir resisténcia cruzada com outros antimicrobianos; 10- ndo ser
criticamente importante para uso terapéutico em medicina humana ou veterinaria e,
finalmente, 11- ndo produzir efeitos deletérios sobre o meio ambiente.

Ainda, enquanto seja dificil para um antimicrobiano aditivo zootécnico melhorador de
desempenho preencher todos os critérios estabelecidos como ideais pelo documento CAC
RCP 61 do Codex Alimentarius, é relevante té-los em mente quando de sua escolha e do seu
uso em producdo animal.

Ainda, com relacdo ao marco regulatério do MAPA, este inclui Instrucdes Normativas
especificas para registro, fabricacdo, controle e uso de antimicrobianos, como a Instrucéo
Normativa n° 26 de 09 de julho de 2009 (BRASIL, 2009), que estabelece as normas
complementares para a fabricacdo, o controle de qualidade, a comercializacdo e o emprego
dos produtos antimicrobianos de uso veterinario, produzidos no pais ou importados, utilizados
em especies animais terrestres e aquaticas, incluindo-se aqui os antissépticos, a fim de garantir
um nivel adequado de protecéo aos animais, a saide humana e ao meio ambiente. A Instrucéo
Normativa n°® 65 de 21 de novembro de 2006 (BRASIL, 2006) estabelece os procedimentos

para a fabricacdo e o emprego de ragdes, suplementos, premixes, nucleos ou concentrados
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com medicamento para os animais de producdo, visando garantir a protecdo da satide humana,
animal, do meio ambiente e dos interesses dos consumidores.

Ressalte-se que a Instrucdo Normativa n° 26, de 09 de julho de 2009 (BRASIL, 2009),
determinou uma mudanca radical no cenério regulatorio de produtos de uso veterinario, em
especial, dos antimicrobianos, ao determinar que todos os produtos registrados no MAPA
comprovassem, através de estudos de deplecdo de residuos, seus periodos de caréncia, bem
como eficécia e seguranca nas diversas especies de registro.

Com relacdo aos estudos de eficacia, a IN 26 preconiza que:

o Os estudos de eficacia devem demonstrar que o produto antimicrobiano de uso
veterinario, na posologia recomendada, possui eficacia contra os agentes etiologicos
indicados, em todas as espécies animais para as quais o produto € preconizado.

o Os estudos de eficacia do produto antimicrobiano de uso veterinario podem ser
realizados in vivo com animais infectados natural ou experimentalmente, em condigdes
controladas.

o Que nos estudos de eficacia in vivo do produto antimicrobiano de uso veterinario,
podem ser admitidas supressdes de agentes etioldgicos, desde que o espectro de acdo indicado
seja comprovado por estudos in vitro que contemplem os valores da CIM ou CBM e sua
correlacdo com o perfil farmacocinético e a concentragdo plasmatica eficaz.

o Que os estudos de eficacia do produto antimicrobiano de uso veterindrio podem ser
realizados in vivo com animais saudaveis, correlacionando-se o perfil farmacocinético do
farmaco administrado e a concentragdo plasmatica eficaz, com os estudos in vitro para a
determinacédo do CIM ou CBM de cada agente etioldgico para os quais o produto € indicado.

o Que a determinacdo do CIM e da CBM deve ser realizada de acordo com o0s
protocolos padronizados pelo CLSI; preferencialmente, o estudo deve ser realizado com
micro-organismos oriundos de banco de cultura de cepas isoladas no Brasil e que o tamanho
da amostra utilizada nos estudos de eficacia do produto antimicrobiano de uso veterinario
deve ser justificado estatisticamente ou por intermédio de referéncias internacionalmente
reconhecidas.

o Que os estudos de eficacia do produto antimicrobiano de uso veterinario devem conter
informagBes pormenorizadas, abrangendo, no minimo: suméario, local de realizacéo,
pesquisador principal, patrocinador, partida do produto utilizada, descricdo do método de

criacdo e alimentagdo fornecida aos animais, caracteristicas dos animais estudados, origem e
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destino dos animais estudados, delineamento experimental, pardmetros avaliados, anélise
estatistica, resultados, discussdo e concluséo.

o Que o estabelecimento detentor do registro do produto antimicrobiano de uso
veterinario deve manter em arquivo os dados brutos obtidos nos estudos, os quais devem estar
disponiveis ao MAPA, pelo periodo de 10 anos.

o Que os estudos de eficacia para o produto antimicrobiano de uso veterinario oftalmico,
otologico e de uso topico podem ser realizados in vitro.

o Que para o produto antimicrobiano de uso veterinario a ser administrado misturado a
racdo ou a agua de bebida, devem ser comprovadas a compatibilidade e a estabilidade do
produto na mistura ou na solugéo.

o E, finalmente, que uma formulacdo de um produto antimicrobiano de uso veterinario é
considerada de longa acdo ou acdo prolongada quando, comparada com outra formulacao
registrada (com mesmo(s) ativo(s), concentracao, via de administracdo e forma farmacéutica),
de acdo convencional (ndo prolongada), do mesmo estabelecimento detentor do registro,
obtiver concentracdo plasmatica ou tecidual eficaz minima, por um periodo minimo de tempo
80% (oitenta por cento) superior ao obtido pela formulagéo registrada.

Com relacdo aos estudos de seguranca do produto de uso veterindrio antimicrobiano,
determina a IN 26:

o Que os estudos de seguranca do produto antimicrobiano de uso veterinario devem ser
realizados em todas as espécies animais para as quais o produto €é indicado.

o Que o tamanho da amostra utilizada nos estudos de segurangca do produto
antimicrobiano de uso veterinario deve ser justificado estatisticamente ou por intermédio de
referéncias internacionalmente reconhecidas.

o Que, finalmente, os estudos de seguranca do produto antimicrobiano de uso
veterinario devem conter informacfes pormenorizadas, abrangendo, no minimo: sumario,
local de realizacdo, pesquisador principal, patrocinador, lote do produto utilizado, descrigédo
do método de criacdo e alimentacdo fornecida aos animais, caracteristicas dos animais
estudados, origem e destino dos animais estudados, delineamento experimental, parametros
avaliados, andlise estatistica, resultados, discussdo e conclusdo. Da mesma forma, fica o
estabelecimento detentor do registro do produto antimicrobiano de uso veterinario obrigado a
manter em arquivo os dados brutos obtidos nos estudos, 0s quais devem estar disponiveis ao
MAPA, pelo periodo de 10 anos.
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Por ultimo, com relacdo ao periodo de caréncia do produto de uso veterinario antimicrobiano
registrado no MAPA, determina a IN 26:

o Que os estudos para a determinacéo do periodo de caréncia do produto antimicrobiano
de uso veterindrio devem ser realizados com a formulagdo requerida do produto
antimicrobiano de uso veterinario, nas espécies-alvo e matrizes recomendadas, utilizando a
maior posologia indicada.

o Que nos estudos para a determinacdo do periodo de caréncia do produto
antimicrobiano de uso veterindrio, sdo aceitos 0s LMRs estabelecidos pelo Codex
Alimentarius ou em legislacdo especifica e, na auséncia destes, 0s reconhecidos
internacionalmente e aceitos pelo MAPA.

Adicionalmente, o Plano Nacional de Controle de Residuos, instituido a partir da
Instrucdo Normativa n° 42 de 20 de dezembro de 1999 (BRASIL, 1999), faz publicar,
anualmente, o Subprograma de Monitoramento de Residuos, dentre eles, de antimicrobianos,
em carnes, leite, pescado, mel e ovos, e o0s resultados do ano do exercicio anterior, como
forma de garantir que o uso dos antimicrobianos em saude animal, no Brasil, esta ocorrendo
dentro da legislacdo em vigor e respeitando os Limites Maximos de Residuos — LMRs
adotados pelo MAPA.

2.4 AVICULTURA, SAUDE PUBLICA E Salmonella

Salmonella spp é um importante microrganismo patogénico amplamente distribuido
pelo mundo e um dos agentes mais comuns responsaveis por gastroenterite em humanos,
causando sérias implicacdes em salde publica e gastos consideraveis em diversos paises. Esta
frequentemente associada a ingestdo de alimentos como ovos, carne de aves e suinos, sendo
também isolado de outras fontes como agua e vegetais (SILVA, 2002).

Por apresentar uma epidemiologia complexa e dificil controle, diversos programas de
monitoramento foram criados com o objetivo de estabelecer vigilancia epidemiologica,
estudando e acompanhando ao longo do tempo a dinamicidade das cepas de Salmonella spp,
principalmente as que séo envolvidas em surtos alimentares.

Nesse contexto a tipificacdo de Salmonella spp tornou-se uma importante ferramenta

epidemioldgica, permitindo a caracterizacdo e a discriminacao de cepas pertencentes a mesma
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espécie, melhorando a compreensdo dos pesquisadores sobre a transmissdo, patogénese e
filogenia dessas bactérias (FOXMAN et al., 2005).

Para tanto, existem diversos métodos baseados em caracteristicas fenotipicas e
genotipicas do micro-organismo que devem ser escolhidos de acordo com o objetivo do
estudo e condicGes técnicas laboratoriais (FOLEY et al., 2009).

Diante da importancia assumida pela tipificagdo de Salmonella spp dentro do contexto
epidemioldgico e da diversidade de técnicas existentes, buscou-se relatar, neste trabalho, os
métodos mais utilizados, apresentando seus fundamentos e aplica¢cdes no ambito de pesquisas.

O género Salmonella é dividido em duas espécies, Salmonella enterica e Salmonella
bongori (CDC, 2011), pertencente a familia Enterobacteriaceae, classificado como bastonetes
Gram negativos, ndo formadores de esporos, anaerobios facultativos e oxidase negativos
(SILVA et al.,, 2007). A espécie Salmonella enterica é subdividida em seis subespécies,
designadas por numeros romanos, onde aproximadamente 99.5% dos sorotipos mais
comumente isolados pertencem a subespécie enterica (FERREIRA; CAMPQOS, 2008).

Como as cepas de Salmonella enterica subsp. enterica possuem maior relevancia para
a salde publica, seu perfil bioquimico é o que normalmente se considera como caracteristico
nas analises: fermentacdo de glicose com producdo de &cido e gas, auséncia de fermentacdo
de lactose e sacarose, auséncia da producdo de urease, utilizacdo de citrato, fermentacéo de
dulcitol e auséncia de producdo de indol (SILVA et al., 2007).

Apbs a identificacdo da bactéria utilizando testes bioguimicos e soroldgicos, o sorotipo
deve ser determinado em laboratérios de referéncia, baseado em reacdes antigeno-anticorpo
(TOZETTO, 2006).

Dentre os mais de 2500 sorotipos de Salmonella conhecidos, aproximadamente 90 séo
0s mais comuns em casos de infeccdes em animais e seres humanos (BERCHIERI JUNIOR;
FREITAS NETO, 2009).

Foram criados programas nacionais e internacionais de vigilancia epidemiol6gica no
intuito de estudar a epidemiologia de Salmonella spp e identificar padrdes de resisténcia a
antimicrobianos das cepas ao longo do tempo, contribuindo assim para a identificacdo de
fatores de risco e suas implicacdes em saude publica (YAN et al., 2003).

Com o desenvolvimento industrial, os alimentos passaram a ser produzidos em larga
escala. Tomando-se como exemplo a avicultura, que se expandiu no mundo inteiro, pode-se
afirmar que, com essa expansao, houve um aumento exponencial da quantidade de animais,
concentrando-se mais aves por metro quadrado. Essa situacdo favorece a instalagéo,

multiplicacdo e disseminacdo de agentes patogénicos. Dentre 0s agentes patogénicos, a
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Salmonella permanece um problema importante na avicultura mundial, seja do ponto de vista
de saude animal ou do ponto de vista econémico e, sem duvida, como um assunto de saude
publica. Os membros do género Salmonella séo agentes de infecg¢bes intestinais humanas e
animais, sendo que dentre os agentes de doencas veiculadas por alimentos, o género
Salmonella é um dos principais responsaveis por casos fatais e complicacdes clinicas dos
afetados (BORSOI et al., 2011).

A salmonelose € uma das zoonoses mais problematicas para a saide publica em todo o
mundo, devido a elevada endemicidade, alta morbidade e acima de tudo, pela dificuldade no
controle. Este desafio resulta do extraordinario nimero de fontes de infeccéo, envolvendo
praticamente todo o escaldo filogenético dos vertebrados, alguns dos quais, fontes de proteina
animal para o homem. A contaminacdo dos produtos avicolas, carnes e ovos para 0 consumo
humano pode ocorrer devido as infec¢Bes intestinais e sistémicas das aves, através do abate,
processamento da carcaca, contato com superficies contaminadas, das maos dos
manipuladores, durante a preparagdo dos alimentos ou por contaminagdo cruzada (SILVA,
1996).

Devido a alta prevaléncia de Salmonella em aves, ndo é surpreendente que produtos
avicolas sejam fontes comuns de infeccdo desta bactéria em humanos. Dai o fato de ter sido a
Salmonella uma das bactérias apontadas pela FAO como prioritaria para os estudos de risco
de transmisséo de resisténcia bactariana aos antimicrobianos. A salmonelose em humanos
frequentemente ocorre devido ao consumo de carne de aves e ovos mal cozidos (POPPE,
1999), embora o0 nimero e a variedade de alimentos envolvidos no aparecimento de surtos de
infecgBes por Salmonella sejam maiores. A salmonelose em humanos é influenciada por uma
série de fatores que incluem: o sorovar de Salmonella envolvido, a idade e a dose infectante, o
tipo de alimento contaminado e a predisposicdo para doencas, dentre outros. Entre os fatores
qgue contribuem para a resisténcia contra as salmoneloses, estdo: acidez gastrica, flora
microbiana intestinal normal e imunidade intestinal local, aléem da motilidade do trato
gastrointestinal (BORSOI et al., 2011).

O primeiro relato da ocorréncia de Salmonella enteritidis em aves no Brasil foi
realizado por pesquisadores da Universidade de Sdo Paulo, em 1990 (FERREIRA et al.,
1990).

Segundo Silva (2002), a Salmonella Enteritidis (SE) emergiu como um grande
problema avicola e de saude publica no Brasil a partir de 1993, sugerindo o autor que a
entrada desse agente no Brasil se deu via importacdo de material genético avicola

contaminado, provavelmente no final da década de 80.
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Com a expanséo da avicultura no Brasil durante a década de 90, criaram-se condicOes
favoréveis para a proliferacéo da SE nos plantéis avicolas.

Ainda de acordo com os autores, embora as cepas de SE isoladas de aves mostrassem
alta sensibilidade aos antibioticos de uso comum em avicultura, ja se observava um aumento
da resisténcia antimicrobiana e multirresisténcia em cepas de origem humana.

Levantamentos realizados no ano de 2001 e utilizados na publicacdo em questéo,
mostraram que a SE em materiais avicolas era o principal sorovar responsavel pelas infeccdes
humanas e que, embora as carcacas de frangos apresentassem altas taxas de contaminagéo por
SE, eram 0s ovos e seus derivados os principais responsaveis pelos surtos humanos.

Salmonella sp. é alvo de estudos que enfocam caracteristicas epidemiolégicas e
moleculares por se tratar de um importante patdgeno responsavel por toxi-infecgbes
alimentares em humanos apresentando complexa interacdo entre agente, meio ambiente e
diversas espécies de hospedeiros (LIU et al., 2011).

Durante a caracterizacdo epidemioldgica de um surto causado por infec¢do bacteriana
é importante estabelecer a relacdo clonal entre os isolados, pois em varios casos, a origem da
doenca se encontra na exposicdo a uma fonte comum do patdégeno. Dessa maneira, muitos
desses microrganismos sdo resultantes da divisdo continua de uma Unica celula, gerando
isolados praticamente idénticos geneticamente (TOZETTO, 2006). Portanto, a identificagéo e
diferenciacdo de clones bacterianos é possivel devido a tipificacdo bacteriana (OLSEN et al.,
1993).

Existem diversas técnicas capazes de diferenciar isolados de Salmonella sp. que
devem ser constantemente empregadas no ambito da vigilancia epidemioldgica, visto o
aumento da diversidade de sorovares. Para tanto sdo aplicados os métodos de tipificacdo que
auxiliam no monitoramento epidemioldgico de cepas, sendo possivel a investigacdo da
origem de um surto alimentar bem como o monitoramento de perfis de resisténcia
antimicrobiana (YAN et al., 2003). Além disso a tipificacdo de Salmonella também é utilizada
para a deteccdo de focos de contaminacdo em ambientes de processamento de produtos
alimentares (LIM et al., 2005).

Métodos de tipificacdo bacteriana, portanto, sdo definidos como quaisquer métodos
que possam diferenciar os microrganismos além da classificacdo em espécies, apresentando
como base a capacidade de comparar isolados e agrupar cepas que demonstrem resultados
idénticos (OLSEN et al., 1993). Desta forma, parte-se da ideia de que linhagens clonais de

bactérias (microrganismos proximamente relacionados) compartilham propriedades que
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podem ser identificadas e utilizadas para distingui-las das que ndo séo similares (EBERLE;
KIESS, 2012).

As técnicas de tipificacdo sdo baseadas no fendtipo e no genétipo das bactérias
(FOLEY et al., 2009). Os métodos fenotipicos sdo aqueles que diferenciam as cepas por meio
da caracterizagdo dos produtos da expressdao génica, como por exemplo, a presenga de
antigenos na superficie celular e o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos (TENOVER et
al.,, 1997). Os métodos genotipicos sdo baseados na analise da estrutura genética do
microrganismo utilizando enzimas de restricdo, amplificacdo de 4&cido nucléico ou
sequenciamento de nucleotideos (YAN et al., 2003).

Dentre os diversos métodos de tipificacdo existentes, sejam eles fenotipicos ou
genotipicos, a escolha do mais adequado ao objetivo do estudo deve ser baseada na analise de
trés critérios essenciais: tipicidade, reprodutibilidade e discriminacdo (HUNTER; GASTON,
1988; HUNTER, 1990; BELKUM et al., 2007; HURST et al., 2009; EBERLE; KIESS, 2012).

A proporc¢éo de isolados tipificaveis por um determinado método gerando resultados
interpretaveis esta relacionada a tipicidade (FOLEY et al., 2009). Essa propriedade é
frequentemente elevada em métodos genotipicos a medida que métodos tradicionais como a
sorotipificacdo e fagotipificacdo apresentam limitagdes devido a variacdo genética, de forma
que os laboratérios devem introduzir novos soros e fagos para melhora-la (OLSEN et al.,
1993).

A reprodutibilidade de um dado método de tipificacdo é avaliada quando sdo aplicados
testes de repeticdo de um determinado isolado, em ocasides diferentes, obtendo-se resultados
iguais (BELKUM et al., 2007; BEHRINGER et al., 2011). Essa propriedade ¢é especialmente
importante para o desenvolvimento de bases de dados confidveis contendo as cepas
conhecidas de uma determinada espécie para comparacdo e classificacdo com organismos
desconhecidos (OLIVE; BEAN, 1999). Por isso é necessario uma estrita padronizacdo da
técnica, de modo a permitir alta reprodutibilidade intra e inter-laboratorial (SCHURCH;
SOOLINGEN, 2012).

A discriminagdo ou poder discriminatorio € a competéncia da técnica de diferenciacdo
dos isolados ndo relacionados (EBERLE; KIESS, 2012); a0 mesmo tempo, ela deve ser capaz
de apresentar a relacdo de todos os organismos isolados de individuos infectados por meio da
mesma fonte (OLIVE; BEAN, 1999). Para avaliar a capacidade de discriminacdo dos métodos
de tipificacdo, HUNTER; GASTON (1988) sugeriram a utilizacdo do indice de diversidade de
Simpson que €é calculado por meio da probabilidade de duas cepas ndo relacionadas,

originadas de uma determinada populacdo, serem alocadas em grupos diferentes.
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Cada técnica apresenta vantagens e desvantagens e nenhuma utilizada, isoladamente, ir4
cumprir todos 0s requisitos necessarios para um resultado adequado ao objetivo do estudo
(OLSEN et al., 1993). Por isso, &€ importante uma avaliacdo detalhada e a compreensdo do
pesquisador em relacao as limitacdes de cada uma.

Atualmente, existem diversas técnicas para realizar a tipificacdo de Salmonella sp.
Dentre 0os métodos fenotipicos, que sdo considerados os mais tradicionais, estdo a
sorotipificagdo (MURMANN et al., 2008; XIA et al., 2009; YANG et al., 2010; ABBASSI-
GHOZZI et al., 2011), fagotipificacdo (LACONCHA et al., 1998; MAJTANOVA et al.,
2011) e perfil de suscetibilidade a antimicrobianos ( LIU et al., 2011; HUR et al., 2012). Em
relacdo as técnicas moleculares, utilizadas para a caracterizacdo do genétipo da Salmonella,
podem ser destacadas o perfil plasmidial (AKTAS et al., 2007; ABBASSI-GHOZZI et al.,
2011), polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD) (BETANCOR et al., 2004;
GUIMARAES, 2010) e eletroforese em campo pulsado (PFGE) (XIA et al., 2009; CHEN, et
al., 2011).

2.5 DETERMINACAO GENOTIPICA E FENOTIPICA DE Salmonella

Pelos idos de 1940, Chain e colaboradores (CHAIN et al., 1940) sugeriram pela
primeira vez o uso de halos de inibicdo, inclusive em bases quantitativas, para medir a
eficiéncia da penicilina. Bauer et al. (1966) , propuseram 0 uso de um unico disco de alta
concentracdo para determinar a sensibilidade bacteriana, uma vez que, até entéo, os resultados
obtidos com os métodos existentes geravam resultados discrepantes, ndo sé pela metodologia
usada como também pelas concentracdes de antibacterianos contidos nos discos. Os primeiros
trabalhos com o objetivo de padronizar a metodologia do antibiograma foram desenvolvidos
pelo FDA (1972) e OMS (1971). Posteriormente, uma padronizagéo de consenso foi adotada
entre as entidades acima mencionadas e o CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute
— USA), o qual, recentemente, normatizou a pratica do antibiograma para drogas utilizadas na
terapéutica veterinaria, algumas de uso exclusivamente animal e outras de uso tanto em
humanos como em animais.

O método de disco-difuséo foi idealizado por Bauer et al. (1966), e desde entdo é um
dos métodos mais utilizados nos laboratérios de microbiologia. O principio deste método

baseia-se na difusdo, através do agar, de um antimicrobiano impregnado em um disco de
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papel-filtro. A difusdo do antimicrobiano leva a formacdo de um halo de inibicdo do
crescimento bacteriano, cujo diametro é inversamente proporcional & concentracao inibitoria
minima (CIM). Esse método é qualitativo, ou seja, permite classificar a amostra bacteriana em
suscetivel (S), intermediaria (I) ou resistente (R) ao antimicrobiano.

Uma técnica utilizada para dosificar a atividade antimicrobiana de um farmaco é a
determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minina (CIM ou MIC — Minimum Inhibitory
Concentration). Nesta técnica utiliza-se uma série de tubos com o mesmo inéculo bacteriano,
incorporando-se em cada tubo quantidades crescentes do antimicrobiano a ser estudado mais
meio de cultura. Os tubos sdo posteiormente incubados em estufa a 37 °C, durante 24h. O
crescimento bacteriano é observado pela turvacdo do meio. A menor concentracdo de
antibidtico capaz de inibir o crescimento € determinada como Concentracdo Inibitoria
Minima.

A CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) de uma bactéria para um determinado
agente antimicrobiano pode ser determinada e fornece estimativa quantitativa para a
susceptibilidade. CIM é definida como a menor concentracdo de agente antimicrobiano
necessaria para inibir o crescimento das bactérias. A CIM informa sobre o grau de resisténcia
e pode dar informagdes importantes sobre 0 mecanismo de resisténcia e 0s genes de
resisténcia envolvidos. Em contraste, os testes em difusdo de disco s&o principalmente
métodos qualitativos que, normalmente, s6 devem ser utilizados para a verificacdo da
existéncia de resisténcia. Testes de difusdo sdo baratos em comparacdo com a maioria dos
métodos dos testes para determinacao de CIM. O E-teste é um teste de difusdo, porém foi
desenvolvido para dar um valor de CIM aproximado. Pode ser realizada a determinagao da
CIM por técnicas de micro e macrodiluicdo além do E-test. O controle de qualidade é
recomendado pelo CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute.

Embora os testes fenotipicos tenham boa sensibilidade e confiabilidade de resultados,
além da praticidade de execucéo, s6 é possivel confirmar a presenca e determinar eventual
fator de resisténcia por meio de técnicas de genotipagem, que sao mais sensiveis e especificas.
A disseminagdo clonal e o encontro de cepas relacionadas entre si também s6 podem ser
avaliados com técnicas moleculares e sdo particularmente Uteis na ocorréncia de surtos ou
epidemias (CORNAGLIA et al., 2000; GIBB et al., 2002).

Para melhor elucidar questfes epidemioldgicas e de mecanismos de resisténcia microbiana,
tém sido propostos alguns métodos com aplicacdo de biologia molecular. Estes métodos

genotipicos tém maior reprodutibilidade e sdo menos sujeitos a variages. Para o estudo de
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Salmonella, as técnicas mais utilizadas sdo a PCR (Polimerase Chain Reaction), a PFGE
(Pulsed Field Gel Electroforesis) e a determinagdo de MLST (Multilocus Sequence Typing).

A analise de fragmentacdo de DNA por meio de eletroforese em campo pulsado
(PFGE) é util para a investigacdo epidemioldgica de microrganismos e auxilia na elucidacéao
de surtos (CORNAGLIA et al., 2000).

A técnica de PFGE foi descrita pela primeira vez em 1984, como uma ferramenta para
exame de DNA cromossomal de organismos eucariéticos. Subseqiientemente, a técnica foi
comprovada como altamente eficiente para tipagem molecular de diferentes espécies
bacterianas. A técnica gera de 10 a 30 fragmentos de restricdo, com tamanho de 10 a 800kb,
através da preparacdo do DNA com o uso de enzimas de restricdo (TENOVER et al,, 1997).
Em 1995, Tenover e colaboradores publicaram critérios de interpretacdo de resultados de
PFGE, em um esforco para tornar homogéneo o uso desta técnica para fins epidemioldgicos.
Assim, se existe uma relacdo epidemioldgica entre as bactérias idénticas, provavelmente trata-
se de surto. Por outro lado, bactérias de mesma espécie e mesmo genoétipo, isoladas de
pacientes que ndo possuem uma ligacdo epidemiologica detectavel, podem representar
linhagens epidémicas. Os mesmos pesquisadores assumiram que bactérias ndo relacionadas
epidemiologicamente devem possuir gendétipos diferentes. Considera-se o fato de que um
minimo de 10 fragmentos de DNA (consequentemente 10 bandas no gel) devem ser obtidos
por bactéria, para que a técnica tenha poder discriminatdrio relevante. Alguns fatores podem
interferir na PFGE, como composicdo e concentracdo da agarose, solucdo tamponante, tensédo
da corrente elétrica (voltagem), tempo de pulso e de corrida eletroforética, dentre outros
fatores, sendo que a escolha da enzima de uso deve ter sido previamente estudada
(MAGALHAES et al., 2005).

Dentre as técnicas desenvolvidas mais recentemente, a tipagem de sequéncia de
multilocus (MLST) é uma técnica de biologia molecular para a tipagem de mdltiplos loci. A
técnica de MLST mede diretamente as variacdes da sequéncia de DNA de um conjunto de
genes e caracteriza as estirpes pelos seus perfis de alelos originais. O principio do MLST
envolve amplificacdo por PCR seguida por sequenciamento de DNA. As diferencas entre as
estirpes de nucleotideos podem ser verificadas em um ndmero variavel de genes, de acordo
com o grau desejado de discriminacao.

A técnica de MLST é utilizada para estudos continuados sobre um determinado
microrganismo e baseia-se na amplificagio e sequenciamento de 7 genes
essenciais/constitutivos (housekeeping genes, necessarios ao funcionamento normal de uma

célula). Sdo sequenciados fragmentos de 450-500bp de cada gene e é feita uma analise
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filogenética baseada na comparacdo entre os fragmentos estudados em bases de dados ja
existentes. Para bactérias de uma mesma espécie, sequéncias diferentes de alelos séo
designadas; para cada isolado, o local de cada alelo constitui um sequence type (ST).

O MLST é uma técnica molecular valiosa amplamente utilizada para os estudos
epidemiologicos. Para a analise de salmonelas, tradicionalmente emprega-se sete
housekeeping genes (MLST, 2013), porém diversas variagdes tém sido propostas
(KOTETISHVILI et al., 2002; SUKHNANAND et al., 2005; TANKOUO-SANDJONG et
al., 2007). Comparado a outros métodos de tipagem, o MLST tem muitas vantagens, dentre
elas o formato digital dos dados resultantes da técnica, que permite comparagdo rigorosa com
dados obtidos a partir de diferentes laboratérios. Uma das principais limitagcdes, ¢ a
insuficiente resolucdo do MLST no esquema de interpretacao atual, que muitas vezes limita a

sua utilidade em estudos epidemiologicos locais (FAKHR et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Conhecer e comparar o perfil de resisténcia a antimicrobianos considerados
criticamente importantes em medicina veterindria e humana, para cepas de Salmonella
isoladas de aves comerciais e materiais avicolas, durante o periodo da década de 90 e
amostras isoladas durante o periodo entre os anos de 2008 e 2010.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o perfil de resisténcia a antimicrobianos das cepas de Salmonella atraves
do teste de difusdo em disco;

Conhecer a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos antimicrobianos para 0s quais
as cepas apresentaram resultado resistente ou resisténcia intermediaria no teste de difusdo em
disco;

Realizar a sorotipicacdo das cepas de Salmonella selecionadas como resistentes ou
com resisténcia intermediaria para os antimicrobianos testados;

Acessar o perfil genético clonal pela técnica de eletroforese em campo pulsado

(PFGE) das cepas selecionadas nos testes de resisténcia a antimicrobianos.
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.1 EXPERIENTO 1: Perfil de resisténcia a antimicrobianos

Cem amostras de Salmonella isoladas no periodo da década de 90 e amostras isoladas
do periodo entre os anos de 2008 e 2010, provenientes de aves comerciais e material avicola
e estocadas no Laboratdrio de Ornitopatologia do Departamento de Patologia da FMVZ/USP,
foram submetidas para avaliacdo de resisténcia pelo método de disco difusdo em &gar frente
agentes antimicrobianos; o trabalho foi dividido em duas fases. Fase 1 de anélise de cinquenta
amostras da década de 90 frente a vinte e um antimicrobianos e Fase 2 de analise de
cinglienta amostras,isoladas nos anos 2008 a 2010, frente a seis antimicrobianos escolhidos

dentre a lista dos antimicrobianos criticamente importantes.

4.2 EXPERIMENTO 2: Determinacgéo de sorovar

Trinta e quatro cepas de Salmonella selecionadas pelos testes para avaliacdo de
resisténcia tiveram seu sorovar determinado pelo método de sorotipificacdo por aglutinacdo

em placa.

4.3 EXPERIMENTO 3: Determinacédo da concentragdo inibitoria minima (CIM)

Trinta e quatro cepas dentre as cem amostras de Salmonella que apresentaram
resisténcia ou resisténcia intermediaria aos antimicrobianos criticamente importantes no teste
de disco difusdo em &gar, foram submetidas ao teste de determinacdo de CIM para 0s
antimicrobianos ciprofloxacina, enrofloxacina, ceftiofur e também para gentamicina,

cloranfenicol e florfenicol.



58

4.4 EXPERIMENTO 4: Anélise clonal

Trinta e quatro cepas de Salmonella selecionadas pelos testes para deteccdo de
resisténcia foram analisadas pelo método de eletroforese em campo pulsado (PFGE) a fim de

se determinar o perfil clonal das mesmas.

4.5 EXPERIMENTO 5: Analise de ancestralidade

A técnica de MLST (sequéncia de multiplos locus) foi realizada para a cepa 980, selecionada
através da combinacdo de caracterizacdo entre os testes de resisténcia e PFGE, para
comparacdo de resultados de ancestralidade pela técnica de MLST com banco de dados

internacional para histérico de amostras mundiais.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 BACTERIAS

Cem cepas de Salmonella foram recuperadas a partir de estoques em agar. Para cada
amostra, uma alcada de agar estoque foi inoculado em 3mL de caldo BHI (Brain Hearth
Infusion, BD Difco) e incubada a 37° C, por 24 horas. Posteriormente, foram semeadas em
placas contendo agar MacConkey (BD Difco) e incubadas nas mesmas condi¢fes descritas.
As amostras foram submetidas a testes bioquimicos preliminares padrdo (APENDICE A) e

ressemeadas em agar MacConkey (BD Difco) e incubada a 37° C, por 24 horas.

5.2 ANTIMICROBIANOS

Discos de papel impregnados com antimicrobianos em concentragfes padronizadas da
marca Sensifar-Vet Cefar®, fabricados por Cefar Diagndstica Ltda. (S&o Paulo, SP), foram
utilizados para o teste de sensibilidade antimicrobiana por disco difusdo, assim por classe
farmacoldgica descritos:

- Quinolonas/Fuoroquinolonas: Acido Nalidixico (NAL 10ug), Ciprofloxacina (CIP 5ug),
Enrofloxacina (ENO 5ug) e Norfloxacina (NOR 10pg);

- Aminoglicosideos: Apramicina (15ug), Amicacina (AMI 30ug), Espectinomicina (EPT
100ug), Estreptomicina (EST 300ug), Gentamicina (GEN 10ug), Kanamicina (CAN 30ug) e
Tobramicina (TOB 10ug);

- Cefalosporinas: Cefalotina (CFL 30pg), Cefotaxima (CTX 30ug) . Ceftiofur (CTF 30ug) e
Cefuroxima (CRX 30ug);

- B lactamicos: Amoxacilina (AMO 20pug);

- Anfenicois: Cloranfenicol (CLO 30pug) e Florfenicol (FLF 30ug);

- Sulfas: Cotrimoxazol SUT (trimetoprim 1,25 pg + sulfametoxazol 23,75ug);

- Macrolideos: Eritromicina (ERI 15ug);

- Tetraciclinas: Doxiciclina (DOX 30ug) e Tetraciclina (TET 30ug).
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Na Fase 1 de analise das amostras foram utilizados todos os antimicrobianos acima
descritos e na Fase 2 foram utilizados os antimicrobianos ceftiofur, ciprofloxacina,

cloranfenicol, enrofloxaxina, florfenicol e gentamicina.

5.3 TESTE DE DISCO DIFUSAO

O teste foi realizado de acordo com metodologia padréo descrita pelo CLSI — Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006). A partir das amostras isoladas em &gar
MacConkey, previamente descrito no item 5.1, foi selecionada uma colénia de cada amostra,
sendo elas inoculadas em 10mL de caldo em BHI , a 37°C, até a turbidez alcancar 0,08 a
0,13 de absorbancia (correspondente a 0,5 na escala de McFarland) sendo lida em 625 nm
(nandmetro) de comprimento de onda em espectrofotdmetro ThermoSpectronic — modelo
Biomate 3 Series.

As amostras com densidade Optica ajustadas, foram plaqueadas com suabes estéreis
em placas contendo &gar Mueller-Hinton. Apo6s 15 minutos foram depositados os discos com
0s antimicrobianos, e as placas foram incubadas por 16 a 18 horas a 37°C. A leitura de
didmetro dos halos foi realizada apés o periodo de incubacdo. Colbnias grandes que
cresceram dentro dos halos de inibicdo foram isoladas novamente, reidentificadas e retestadas
para o antimicrobiano em questdo. Controle foi realizado com cepa padrdo Escherichia coli
ATCC 25922.

As amostras que apresentaram resultados resistente ou com resisténcia intermediaria
foram, novamente, submetidas aos testes bioquimicos, antes do envio para testes de

Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) e eletroforese em campo pulsado (PFGE).

5.4 SOROTIPIFICACAO

A identificacdo dos sorovares de Salmonella foi realizada no laboratorio de
enterobactérias da Fundagdo Instituto Oswaldo Cruz, RJ, com base no esquema de
Kauffmann-White (LE MINOR, L; BOCKEMUHL, 1985) para identificacdo de antigenos
capsulares (Vi), antigenos somaticos (O) e antigenos flagelares (H).
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5.5 DETERMINACAO DE CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

O método diluicdo em agar foi utilizado para determinacdo da concentracéo inibitoria
minima (CIM) dos 6 antimicrobianos (ciprofloxacina, enrofloxacina, ceftiofur, gentamicina,
cloranfenicol e florfenicol) conforme recomendado pelo CLSI — Clinical and Laboratory
Standards (CLSI, 2006). Brevemente, a metodologia é desenvolvida com diferentes
concentracdes dos antimicrobianos selecionados diluidos em agar Mueller-Hinton (Oxoid
Brasil Ltda.) e solidificados em placas. Um total de 10* UFC/mL foram inoculados em cada
placa e estas foram incubadas a 35 + 2 ° C por 16 a 20 horas. O registro do CIM foi realizado
a partir da visualizacdo da placa com a menor concentracdo do agente antimicrobiano que

inibiu completamente o crescimento das salmonelas.

5.6 ANALISE POR PFGE

Para a andlise de Salmonella por PFGE , foram preparados blocos de agarose contendo
DNA gendmico com cultivo das cepas em caldo BHI, na concentracdo celular de 1x10°
UFC/mL, para formacdo dos blocos (plugs) em agarose 2%. Cinco blocos de cada isolado
foram encubados em uma primeira solucéo de lise, com 40 pl de lisozima (volume total 200
ul), por 2h a 37°C. Apds desprezar a primeira solugdo os blocos foram incubados a 57°C, em
solucdo a mesmo volume, com 10 pl da enzima proteinase K. Apés passar por incubagdo em
tampdo e lavagens, os blocos foram mantidos a 3°C em microtubos com 900 pl de tampédo
TE, até 0 momento da restricao.

A restricdo do DNA gendémico foi realizada em solucdo de restricdo com 2 ul de
enzima Xba | (Amershan biosciences), incubado por 24h a 37°C. As amostras foram
submetidas a analise de perfil de microrrestricdo utilizando o sistema de eletroforese CHEF
DR 11l Chiller System(Bio-Rad), com corrida das amostras no gel em dois periodos, assim
estabelecidos: 11h a 6 VV/cm, angulo fixo de 120°, pulso inicial 7s e final 12s; 13h a 6 VV/cm,
angulo fixo de 120°, pulso inicial 20s e final 40s, realizados a 13°C. O gel resultante foi
corado com Blue Green e a visualizagdo dos fragmentos foi realizada em luz ultravioleta, com

sistema de foto documentacdo ImageMaster® (Amershan biosciences). A anélise dos
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fragmentos foi realizada com o programa BioNumerics (Applied Maths). A metodologia
citada foi realizada segundo descrito por Liu e Sanderson (1992).

5.7 ANALISE DE MLST

A andlise de sequéncia de multiplos locus foi realizada de acordo com protocolos
descritos no site oficial da técnica de MLST ( MLST, 2013). Brevemente, as 6 amostras de
Salmonella selecionadas (SA432, SA670, SA676, SA698, SA980 e SA983) foram plaqueadas
em agar TSA (&gar Triptona de Soja, Oxoid), e incubadas a 37 ° C durante 18-24 h. Apéds a
incubacdo, as coldnias foram inoculadas em 40 pl de tampé&o de lise de células (50 pg / ml de
proteinase K (Amresco, Solon) em tampdo TE (pH 8). As células foram lisadas por
aquecimento a 80° C durante 10 minutos seguido por 55° C durante 10 minutos em
termociclador (Eppendorf®). A suspensao final foi diluida 1:02 em agua estéril, centrifugada
para remover os restos celulares e transferida para um tubo estéril. A amplificacdo por PCR
para os genes do painel MLST foi realizado como segue. Os pares de primers (Quadro 5)
(IDT) foram utilizados para amplificar o DNA para a presenca dos descritos.

Quadro 5- Denominacgédo dos genes, sequéncia de nucleotideos, produto esperado e referéncia
dos iniciadores (primers) utilizados para a caracterizacdo das cepas de Salmonella

Gene Sequéncia Produto Referéncia
(pb)
thrA F5-GTCACGGTGATCGATCCGGT-3' 852 ACHTMAN,
R 5-CACGATATTGATATTAGCCCG-3' etal., 2012,
purkE F15-GACACCTCAAAAGCAGCGT'-3' 510 ACHTMAN,
R2 5-AGACGGCGATACCCAGCGG-3' etal., 2012,
SucA F15-CGCGCTCAAACAGACCTAC-3' 643 ACHTMAN,
R15-GACGTGGAAAATCGGCGCC-3' etal., 2012.
hisD F15-GAAACGTTCCATTCCGCGC-3' 894 ACHTMAN,
R15-GCGGATTCCGGCGACCAG-3' etal., 2012.
aroC F5'-CCTGGCACCTCGCGCTATAC-3' 826 ACHTMAN,
R 5-CCACACACGGATCGTGGCG-3' etal., 2012.
hemD | F15-GAAGCGTTAGTGAGCCGTCTGCG-3' 666 ACHTMAN,
R 5-ATCAGCGACCTTAATATCTTGCCA-3' etal., 2012.
dnaN F5-ATGAAATTTACCGTTGAACGTGA-3' 833 ACHTMAN,
R 5-AATTTCTCATTCGAGAGGATTGC-3' etal., 2012.

pb: pares de base.
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As reacdes de PCR foram realizadas em volumes de 50 ul contendo 1pl de molde de
DNA, Taq DNA polimerase (Promega) (1,25 L), 1 x tampéo de PCR (Promega).

Os primers (forward e reverse) foram adicionados em 0,1 mM, cad; dNTPs a 200 pM
(Promega). As reacOes de PCR foram realizadas num termociclador (Eppendorf), utilizando
0S seguintes parametros para os ciclos 94 ° C durante 30 s, seguido por 30 ciclos de 95 ° C
durante 30s, 55 ° C 30s e 76 ° C durante 30s, com extens&o final de 75° C durante 2 minutos
seqguido de espera a 4° C. Para os produtos de PCR, 10 ul foram colocados em géis de
agarose a 1% e realizada a eletroforese.

O sequenciamento dos produtos de PCR utilizando o ABI 3730 DNA Analyser,
sistema de andlise de DNA de 48 capilares com a tecnologia Life Technologies — Applied
Biosystems. Para as reacfes de sequenciamento foi utilizando o BigDye® terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (codigo 4337456). As corridas foram realizadas em capilares de 36cm
utilizando o polimero POP7. As sequéncias foram analisadas pelo software Sequencing
Analysis 5.3.1 utilizando o Base Caller KB, sendo que as reacdes de sequenciamento
alcancam em 600 a 700 bases.

A andlise do indice de ancestralidade foi realizada no site oficial para analise de
MLST (http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Senterica/GetTablelnfo_html).



http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Senterica/GetTableInfo_html
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6 RESULTADOS

6.1 EXPERIMENTOS 1e 2

Para a fase de andlise de amostras de Salmonella isoladas na década de 90, entre 0s
anos de 1989 a 1999, os resultados de disco difusdo para os vinte e um antimicrobianos estdo

detalhados na tabela 1 e figura 2.

Tabela 1- Resultados da analise de cinguenta cepas de Salmonella para resisténcia a
antimicrobianos no teste de disco difusdo, frente a vinte e um antimicrobianos

Antimicrobiano Amostras Amostras Amostras
Resistentes (%) | Intermedirias (%) Sensiveis (%)
Ac. Nalidixico 56 12 32
Ceftiofur 22 62 16
Cefotaxima 18 8 74
Tetraciclina 18 0 82
Estreptomicina 16 12 72
Cotrimoxazol 12 2 86
Doxiciclina 10 6 84
Espectinomicina 10 2 88
Gentamicina 10 2 88
Kanamicina 10 12 78
Apramicina 8 72 20
Amoxacilina 8 4 88
Florfenicol 6 0 94
Cefuroxima 4 16 80
Ciprofloxacina 4 28 68
Amicacina 2 2 96
Cloranfenicol 2 98
Cefalotina 0 4 96
Enrofloxacina 0 28 72
Norfloxacina 0 6 94
Tobramicina 2 6 92
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Figura 2- Perfil geral de resisténcia e sensibilidade para cinquenta cepas de Salmonella,
isoladas nos entre 2008 e 2010, testadas frente aos antimicrobianos criticamente importantes

M Sensivel

M Intermediario

W Resistente

Nas analises de disco difusdo para as amostras da década de 90 (1989 a 1999), os

resultados estdo apresentados na tabela 2. Ainda, na mesma tabela, a comparacdo de

resultados das amostras isoladas entre de 2008 e 2010, para os antimicrobianos criticamente

importantes.

Tabela 2- Porcentagem de amostras de Salmonella de diferentes décadas caracterizadas como

resistentes,

resisténcia

criticamente importantes em medicina veterinaria e/ou humana

intermedidria e sensiveis para 0s antimicrobianos

Antimicrobiano

Amostras 1989 a 1999

Amostras 2008 a 2010

resistente | intermediario | sensivel | resistente | intermediario | sensivel
Ceftiofur 0 41% 59% 28% 56% 16%
Ciprofloxacina | 0 0 100 3% 22% 75%
Cloranfenicol |0 0 100 2% 0 98%
Enrofloxacina | O 0 100 2% 28% 70%
Florfenicol 0 0 100 2% 0 98%
Gentamicina 0 0 100 7% 2% 91%
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O teste de difusdo em disco para resisténcia de Salmonella a antimicrobianos
apresentou diferentes percentuais de amostras resistentes ou com resisténcia intermediaria aos
antimicrobianos de importancia em medicina veterinaria e/ou humana selecionados, para 0s
diferentes anos de isolamento das amostras. Frente ao resultado descrito na tabela 2, foram
selecionadas trinta e quatro cepas para 0s demais experimentos (Experimentos 2 a 5).

A tipificacdo das trinta e quatro cepas de Salmonella selecionadas no experimento 1
apresentou 10 sorovares. O quadro 5 apresenta dados de tipificacdo, ano de isolamento,
origem da amostra e o perfil de resisténcia destas cepas selecionadas.

Os sorovares de Salmonella (S.) determinados pertencem a 4 grupos antigénicos assim
determinados: grupo B (S. Brandenburg, S. Typhimurium, S. Schwarzengrund e S. Saintpaul),
grupo C (S. Mbandaka), grupo D (S. Enteritidis e S. Panama), grupo G (S. Worthington e S.
Havana). A amostra sorotipificada pela formula antigénica O:6;7:eh:- ndo esta classificada

em nenhum dos grupos antigénicos descritos até 0 momento.



Quadro 6- Tipificacdo, ano de isolamento, origem da amostra e o perfil de resisténcia das cepas selecionadas

N° da Salmonella Ano Origem da amostra | Perfil de Resisténcia Resisténcia
Amostra Sorovar Intermediaria
437/487 Enteritidis 1997 | ovos bicados 100% sensiveis CTF

416 Enteritidis 1999 |suabe arrasto matriz | 100% sensiveis CTF
430 Enteritidis 1999 | drgdos frango corte | 100% sensiveis CTF
432 Enteritidis 1999 | drgdos frango corte | 100% sensiveis CTF
423 Enteritidis 1999 |ovos bicados corte 100% sensiveis CTF
429 Enteritidis 1999 |orgaos frango corte | 100% sensiveis CTF
417 Enteritidis 1999 | drgdos postura 100% sensiveis CTF
418 Enteritidis 1999 | 6rgaos postura 100% sensiveis CTF
418 B Enteritidis 1999 | 6rgaos postura 100% sensiveis CTF
431 Enteritidis 1999 | drgdos frango corte | 100% sensiveis CTF
434 Enteritidis 1999 | ovos bicados corte 100% sensiveis CTF
436 0:6;7:eh:- 2001 |ceco frango corte 100% sensiveis CTF
670 Worthington 2009 |racdo CLO,SUT, EST, TET AMO
672 Mbandaka 2009 |racdo SUT, DOX, TET
673 Brandenburg 2009 |suabe cama matrizes |NAL, GEN, TET AMO
676 Typhimurium 2009 |ambiente NAL, AMO,DOX, GEN, CAN, TET, TOB
683 Panama 2009 |suabe cama matrizes |CTX,SUT CTF
687 Typhimurium 2009 | 6rgdos matrizes CTF, CIP, EST, FLF, GEN, CAN NAL, ENO
AMI, CTX, CTF, CRX, SUT, DOX, EPT, EST,
682 Havana 2009 |suabe cama frango CAN, TET CLO
696 Enteritidis 2008 | 6rgdos matrizes NAL, CTF, CRX, CIP
698 Enteritidis 2008 | 6rgdos matrizes NAL, CTX, CTF, CRX, CIP, ENO
699 Enteritidis 2008 |suabe cama matrizes |NAL, CTX, CTF, CRX, CIP, ENO, CAN

L9




705 Enteritidis 2008 |suabe cama frango CTX, EST CTF
710 Enteritidis 2008 |suabe cama frango NAL, AMO, CAN, TET CFL, CTF, CIP, DOX, TOB
702 Enteritidis 2008 | 6rgdos matrizes NAL, CTX, CTF CIP
706 Enteritidis 2008 |suabe cama frango NAL, CTX,CTF
707 A Enteritidis 2008 |suabe cama frango CTX,CTF, EST
707 B Enteritidis 2008 |suabe cama frango CTX, EST NAL, CTF, CRX
712 Enteritidis 2009 |suabe cama frango NAL, APR, DOX, EPT, TET CTF, CIP, SUT, ENO, CAN
713 Typhimurium 2009 |suabe cama frango NAL, AMO, CTF, CRX, SUT, DOX, TET APR, CIP, ENO, CAN, NOR
975 Schwarzengrund| 2010 |Nao identificada CTF, ENO CIP
978 Saintpaul 2010 | N&o identificada CTF
980 Schwarzengrund| 2010 | N&o identificada CTF ENO
983 Brandenburg 2010 | Néo identificada CTF ENO

Amostra 437 também identificada como 487.

89




6.2 EXPERIMENTO 3

Quadro 7- Identificacdo da amostra, ano de isolamento, origem e concentragdo inibitéria minima para determinada de amostras de Salmonella
que apresentaram resisténcia frente aos antimicrobianos criticamente importantes
CIP: ciprofloxacina; ENO: enrofloxacina. CEF: ceftiofur; GEN: gentamicina; CLO: cloranfenicol,; FLO: florfenicol.

CIM (pg/mL)
Amostra/ sorovar de
Salmonella CIP ENO CTF GEN CLO | FLO Perfil de Perfil de
Ano Origem resisténcia* resisténcia
intermediaria
437 Enteritidis 1997 Ovos bicados 0,031 4 <0,015 | <£0,015 8 8 ENO
436 0:6;7:eh:- 2001 | Ceco frango corte 0,25 1 <0,015 | <0,015 8 8 ENO
706 Enteritidis 2008 | Suabe cama frango 0,25 0,5 <0,015 | <0,015 4 8 ENO
696 Enteritidis 2008 Orgaos matriz 1 2 1 1 4 8 CIP, ENO
698 Enteritidis 2008 Orgaos matriz 0,5 2 <0,015 | <0,015 4 8 ENO
699 Enteritidis 2008 | Suabe cama matriz 1 2 <0,015 0,5 8 16 CIP, ENO FLO
702 Enteritidis 2008 Orgaos matrizes 0,5 2 <0,015 | <0,015 8 8 ENO
707 Enteritidis 2008 | Suabe camafrango | 0,031 | 0,125 | <0,015 | <0,015 | >32 | >64 CLO, FLO
710 Typhimurium 2008 | Suabe cama frango 0,5 1 <0,015 | <0,015 8 8 ENO
670 Worthington 2009 Racéo 0,015 | 0,125 | <0,015 | 0,015 | =32 | >64 CLO, FLO
676 Typhimurium 2009 Ambiente 0,5 1 1 >32 16 8 GEN CLO
712 Enteritidis 2009 | Suabe cama frango 0,25 1 <0,015 | <0,015 8 8 ENO
713 Typhimurium 2009 | Suabe cama frango 0,5 2 1 2 4 4 ENO
975 Schwarzengrund | 2010 NI 2 4 <0,015 0,031 4 CIP, ENO
980 Schwarzengrund | 2010 NI 2 4 >32 <0,015 8 16 CIP, ENO, CTF FLO
983 Brandenburg 2010 NI 1 4 <0,015 | 0,015 16 16 CIP, ENO CLO, FLO
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6.3 EXPERIMENTO 4

A determinacéo de perfil clonal por PFGE apresentou os padrbes representados na figura 3.

Figura 3- Dendograma do perfil clonal das cepas de Salmonella submetidas aos testes de determinacdo de perfil de resisténcia antimicrobiana
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6.4 EXPERIMENTO 5

A cepa 980 de Salmonella foi selecionada para analise de ancestralidade por ter
apresentado espectro de resisténcia ao ceftiofur, o qual pertence ao grupo de antimicrobianos
criticamente importantes para medicina humana e veterinéria, as cefalosporinas.

Os resultados de ancestralidade da cepa de 980 do presente trabalho, pela técnica de
MLST revelaram ST pertencente ao Complexo Clonal (CC) 33 do sorotipo S.
Schwarzengrund. O resultado mostrou que dentre os STs mundialmente depositados no banco
de dados oficiais, existe uma similaridade ancestral com o ST96 descrito na Europa, USA,
Asia e Africa (Quadro 7).

Quadro 8- Andlise de ancestralidade de Salmonella Schwarzengrund, pertencente ao
complexo clonal CC33, produtora de beta-lactamase de amplo espectro (ESBL) de enzima do
tipo CTX-M-2

Cepas Alelos ST/CC | Pais Ano
aroC | dnaN | hemD | hisD | purE | sucA | thrA

980 43 47 49 49 41 - 3 -/33 Brasil 2010
SARB57 |43 47 49 49 41 15 3 96/33 Escécia* 1988
M69 43 |47 |49 |49 |41 [15 |3 96/33 | Afr.do Sul* | 2001
M81 43 47 49 49 41 15 3 96/33 | Afr.do Sul* | 2001
M217 43 47 49 49 41 15 3 96/33 USA* 2001
H2535 43 47 49 49 41 15 3 96/33 | Taiwan* 2001
3222 43 47 49 49 41 15 3 96/33 | Alemanha* | 1985
S/20050 |43 47 49 49 41 15 3 96/33 Escocia* 2005
414

M2 43 47 49 49 41 15 3 96/33 USA* 2001
RM 435 |43 47 49 49 41 15 3 96/33 USA* 2008
SARB57 |43 47 49 49 41 15 3 96/33 UK* 1988
S/20042 | 43 47 49 49 41 15 3 96/33 Escocia* 2004

666

H2500 43 47 49 49 41 15 3 96/33 Dinamarca* | 2001

9836/08 | 43 47 49 49 41 15 3 96/33 Tunisia* 2008

ST: sequence type; CC: complexo clonal; Afr.: Africa; USA: Estados Unidos da América;
UK: United Kingdon; - : sem resultado; * Dados de analise comparativa do site mlst.ucc.ie

N&o houve resultado para o alelo SucA, pois 0 gene sequenciado ndo correspondeu ao
descrito no site, apesar de o primer para este gene ter sido descrito pelo mesmo site oficial.

O resultado do sequenciamento dos alelos, exceto para o SucA, encontra-se no
APENDICE B.
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7 DISCUSSAO

Durante as Ultimas décadas, ha uma crescente preocupacdo mundial em saude publica
no que concerne ao surgimento de cepas resistentes aos antimicrobianos em bactérias
patogénicas, incluindo a Salmonella. Os alimentos de origem animal, especialmente augeles
derivados de aves, sdo 0s principais veiculos para a transmissdo de Salmonella a humanos
devido aos eventos de contaminacao cruzada ou coc¢do inadequada de produtos derivados de
aves (CAPITA et al., 2007). Considerando-se a alta prevaléncia de Salmonella em aves, nos
ultimos anos, foram implementados programas de controle em diversos paises nas criacdes

de Gallus gallus, incluindo-se matrizes, poedeiras e frangos de corte (EFSA, 2011).

O status dos produtos avicolas como principal veiculo de transmissdo de Salmonella
deve-se, em parte, ao crescimento da industria avicola dentro de uma visdo econdmica
tipicamente de producdo, com aumento do numero de aves por espaco de criacdo. No
contexto da producdo avicola, a Salmonella é responsavel por significativos prejuizos as
exportacdes, sendo uma zoonose que tem importantes consequéncias para a salde publica
(OKAMURA et al., 2001).

Nesse sentido, pela importancia que representam os antimicrobianos e 0s patdgenos
zoonoticos para saude humana, o Comité de Higiene de Alimentos do Codex Alimentarius
discutiu em 2008 a adocao de um documento guia para o controle da contaminacéo de carne
de frango por Campylobacter e Salmonella spp. Esse documento guia proposto, contemplou
pontos criticos de controle (PCC) do processo de producdo de frangos, nos quais poderiam ser
implementadas medidas especificas de controle, baseadas em um processo de analise de risco
(CAC, 2008).

Com relacdo a fase de producdo de aves comerciais, 0 documento descreve que 0 USO
responsavel de antimicrobianos é uma ferramenta de extrema importancia para garantir um
alimento seguro aos consumidores, ou seja, 0 uso de antimicrobianos na prevencao, controle e
tratamento de doencas de ocorréncia comum na criagcdo de aves comerciais, ajuda a garantir
que o consumidor final tenha acesso a um alimento de boa qualidade, com menor risco de
contaminacdo ou carga bacteriana e que, portanto, ndo oferega risco de transmissdo de
doengas dos animais para os seres humanos, quando ingerido. Por outro lado, 0 uso dessas

mesmas ferramentas de forma ndo responsavel poderia oferecer, ainda que néo
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imediatamente, risco de pressdo de selecdo sobre bactérias frente aos agentes bacterianos mais
comuns na producdo avicola e consequente aumento no aparecimento de cepas bacterianas
resistentes aos antimicrobianos de eleicdo no tratamento de doencas de aves comerciais, 0S
quais podem, em alguns casos, pertencer as mesmas classes dos antimicrobianos utilizados no

tratamento de doengas em humanos.

Por todo quanto exposto, o presente trabalho foi realizado com base na pauta
fundamentada pela OMS e OIE, a qual aborda resisténcia de microrganismos a
antimicrobianos das classes cefalosporinas de 3% e 42 geragdes, macrolideos e quinolonas
(incluindo-se as fluorquinolonas)  criticamente importantes para medicina humana e
veterinaria, com foco em Salmonella spp. isoladas de aves e material avicola em diferentes

épocas.

Partindo-se da avaliagdo de cem amostras de Salmonella sp pelo teste de discos de
difusdo , inicialmente foram identificadas 34 amostras com perfil de resisténcia ou resisténcia
intermedidria para um ou mais antimicrobianos criticamente importantes. Dentre as trinta e
quatro amostras identificadas nos testes de discos de difusdo, dezesseis amostras foram
confirmadas resistentes pela metodologia de CIM. Deste modo, as trinta e quatro amostras
selecionadas inicialmente foram analisadas quanto ao perfil clonal para maior poder

discriminatorio de resultados, juntamente a sorotipificacdo das mesmas.

As amostras de Salmonella isoladas nos anos 2008 a 2010 apresentaram, neste estudo,
resisténcia no teste de disco difusdo a pelo menos 1 antimicrobiano, dentre os vinte e um
farmacos selecionados para a triagem. Quando testadas as amostras de Salmonella das
recentes e antigas, frente aos antimicrobianos criticamente importantes (Tabela 2), notou-se
clara diferenca em resisténcia ou resisténcia intermediaria entre estes grupos, sendo que as
cepas de Salmonella antigas apresentaram resisténcia somente ao ceftiofur e as cepas

rrecentes mostraram resisténcia a todos os antimicrobianos criticamente importantes.

Sd0 poucas as publicagbes mundiais com estudos temporais que abordam,
especificamente, Salmonella de origem avicola e antimicrobianos; dentre elas, uma pesquisa
realizada por Alvares-Fernandez et al. (2012) na Espanha, com amostras de Salmonella
isoladas de aves, nos anos de 1993 e 2006. Este trabalho mostrou aumento de resisténcia

dessa bactéria para a cefalotina, enrofloxacina e tetraciclina nas cepas do ano de 2006. Esses
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dados estdo de acordo com os resultados do presente trabalho, onde as cepas novas
apresentaram maior percentual de resisténcia as quinolonas, dentre outros agentes testados.
Outro dado temporal foi divulgado pelo sistema de monitoria de resisténcia a antimicrobianos
em aves, nos Estados Unidos da América, para resisténcia de Salmonella isoladas de carne de
aves. Esse estudo mostra que, nos anos de 2000 a 2011, ndo foram registradas amostras com
resisténcia as quinolonas, enquanto que as amostras resistentes aos aminoglicosideos
diminuiram em percentagem (FDA, 2011). Tais dados estdo em desacordo com os resultados
apresentados nesta tese; porém, ha que salientar que as bactérias isoladas de carne de aves
dispostas para o consumo humano passam por diferentes tipos de estresses ambientais durante
0 processamento das aves para consumo, e estes poderiam alterar a expressao de genes de
resisténcia nestas amostras (RANDALL, 2007). Por outro laso, as diferencas podem estar
ligadas as diferentes cepas bacterianas analisadas neste trabalho e naquele dos Estados
Unidos.

As amostras de Salmonella analisadas no presente estudo foram sorotipificadas e
identificou-se 10 sorovares de Salmonella. Cabe salientar que a grafia correta da denominacéo
completa do género € Salmonella enterica subespécie enterica sorovar "x", abreviando-se
para Salmonella (em italico), sequido do sorovar com primeira letra em caixa alta e sem
itdlico. Uma amostra foi categorizada somente para formula antigénica (0O:6;7:eh:-), sabendo-
se que ela pertence ao grupo antigénico C. Os 9 sorovares nomeados foram todos envolvidos
em surtos alimentares , embora nem todos tenham sido ligados a carne de frango ou nos ovos.
No Brasil, dados oficiais indicam que 42,5% dos surtos reportados tém a Salmonella spp
como agente; além deste percentual, os trabalhos ainda indicam 4,2% de surtos com o sorovar
Salmonella Enteritidis, totalizando-se 46,7% do geral de notificacbes para o género. Os

alimentos mais envolvidos nos surtos foram ovos e produtos a base de ovos (SVS, 2009).

De acordo com o Centro de Controle de Doencas dos Estados Unidos da America,
estdo registrados surtos em humanos ligado a produtos avicolas para os sorovares Salmonella
Enteritidis, Typhimurium, e Mbandaka. Ainda nas publicacbes do CDC, aparecem outros
sorovares que estdo envolvidos em surtos, porém encontrados em diferentes tipos de produtos
relacionados como fonte como, por exemplo, a Salmonella Saintpaul em pepinos, a
Salmonella Schwarzengrund em racdo para cées, a Salmonella Worthington em mangas e a
Salmonella Panama em melbées (CDC, 2013). Na Italia, foram analisadas amostras de

Salmonella Brandenburg relacionadas a surtos em humanos; porém nédo foi especificada a
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fonte de infeccdo das mesmas (MAMMINA et al., 2011). Salmonella Havana também foi
associada a surto em humanos envolvendo brotos de alfafa, conforme reportado nos Estados
Unidos da América (BACKER et al., 2000).

A epidemiologia dos relatos de surtos indicam que a maioria das pessoas infectadas
com Salmonella desenvolvem diarréia, febre e colicas abdominais de 12 a 72 horas apés a
infeccdo. A doenga geralmente dura 4 a 7 dias, e a maioria das pessoas se recupera sem
tratamento. No entanto, em algumas pessoas (idosos, criangas e pessoas com
comprometimento do sistema imune) a diarreia pode ser tdo grave, que o paciente tem de ser
hospitalizado. Nesses pacientes, a infeccdo por Salmonella pode atingir a corrente sanguinea e
diferentes drgaos do corpo, podendo causar a morte se o0 paciente ndo for rapidamente
tratado com antibioticos. De acordo com o CDC (2013), a antibioticoterapia de escolha para
as infeccbes graves incluem fluoroquinolonas, cefalosporinas de terceira geragédo
(antimicrobianos criticamente importantes) e ampicilina (para infecces suscetiveis). Para tal,
é postulado que os testes de sensibilidade podem ajudar a orientar o tratamento adequado,
dado o fato, comprovado nesta tese, de que a resisténcia aos antibidticos é cada vez maior

entre algumas cepas/sorovares de Salmonella.

A respeito dos sorovares de Salmonella encontrados no presente trabalho, notou-se
que para as amostras mais recentes a diversidade foi maior que para as amostras mais antigas
(Tabela 3). Das amostras antigas, 100% foram identificadas como Salmonella Enteritidis,
enquanto que para as novas, apenas 39% das amostras foram positivas para esse sorovar. A
Salmonella Typhimurirum apareceu em segundo lugar entre as amostras novas com 17% de
frequéncia; além de 9% para cada um dos sorovares Salmonella Brandenbugr e
Schwarzengrund e 4% para cada um dos demais. Neste sentido, independente da variedade de

fontes de isolamento, todas as amostras antigas sdo pertencentes a um unico sorovar.

Quanto aos resultados acima citados, pode-se sugerir uma diminuicéo da circulacéo de
Salmonella Enteritidis, a partir da liberacdo do uso de vacina contra este sorovar em matrizes
(BRASIL, 2003c). Desse modo, com a diminuicdo de incidéncia do sorovar Enteritidis, outros
sorovares puderam ocupar este nicho. Foi sugerido que, uma vez as matrizes vacinadas, 0s
pintinhos de corte diminuiram positividade e, assim, também houve reducéo da circulagdo do
sorovar no meio ambiente. Esta hipotese é apoiada por trabalhos recentes, a exemplo do
estudo realizado em 2009 e 2010 (VOSS-RECH et al.,, 2011) no qual foram analisados

amostras isoladas de aviarios de frangos de corte para a presenca de Salmonella e o sorovar
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Enteritidis ndo foi detectado. Os autores concluiram que o declinio deste sorovar foi
consequéncia do uso de vacinacdo em matrizes, assim possibilitando a emergéncia de outros
sorovares. Outro estudo, que avaliou 2.323 suabes de arrasto em matrizes de corte, no periodo
de 2006 a 2010, mostra que a Salmonella Enteritidis ndo foi identificada nos anos de 2009 e
2010 e que a Salmonella Typhimurium ndo foi identificada no ano de 2010, sendo o
isolamento da Salmonella Hadar (34%) mais prevalente naquele ano (CARDOSO et al.,
2013). Essa dinamica populacional em Salmonella ja foi considerada em outra situagéo,
quando da erradicacdo do sorovar Salmonella Gallinarum, agente do tifo em aves e altamente
patogénica para as mesmas, e a subsequente emergéncia do sorovar Salmonella Enteritidis nas
populagdes de aves comerciais (SILVA;DUARTE, 2002; FOLEY et al., 2011).

Novamente abordando a resisténcia antimicrobiana das amostras de Salmonella
analisadas, notou-se que ndo houve concordancia entre os resultados dos testes de disco
difusdo e a concentracdo inibitéria minima (CIM) (Tabelas 3 e 4). Através dos resultados
apresentados pode-se avaliar que, principalmente para os resultados de resisténcia
intermedidria nos testes de disco difusdo, obteve-se perfil de resisténcia nos testes de CIM.
Salienta-se que para o teste de CIM, as dezesseis cepas que apresentaram algum perfil de
resisténcia, apresentaram-no para 0s antimicrobianos criticamente importantes. Quanto ao fato
de os resultados serem discrepantes nos dois testes, voltando a literatura, encontram-se

estudos que abordam este assunto.

Watson et al. (1991) analisaram o0s pontos de corte para os dois testes, em diferentes
bactérias de origem veterindria. Os autores chegaram a conclusdo que um Unico ponto de
corte ndo parece valido para determinar a resisténcia aos microrganismos que sao testados em
um laboratério de diagnostico veterinario. Sugeriram os autores, que um painel com uma
gama selecionada de dilui¢fes de todos os microrganismos, ou painéis para bactérias Gram
negativas e Gram positivas, aumentaria o nimero de resultados positivos para o teste CIM e,
deste modo, os resultados poderiam ser mais aproximados aos dos testes de disco difuséo. No
entanto, o maior problema na criagdo destes painéis sdo os custos adicionados ao trabalho.
Citam, ainda, que talvez painéis CIM modificados, que pudessem ser utilizados em um grupo
mais amplo de microrganismos seria preferivel e, asssim, o0s resultados positivos
guestionaveis seriam menores. Foi, ainda, sugerido que a concordancia entre os testes seria

maior se fossem agregadas as cepas intermadiarias as cepas resistentes.
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Ainda a respeito destes dois testes, Poutanen e Low (2003), trabalhando com amostras
clinicas de Salmoenlla em humanos, salientaram que a resisténcia as fluoroquinolonas em
Salmonella spp. estd aumentando no mundo inteiro; dessa forma, a tendéncia € que este
aumento continue a ocorrer sem ser notado, a menos que mudangas nos atuais pontos de corte
para CIM sejam realizadas e critérios de interpretacdo para zonas de difusdo em disco quanto
a sensibilidade para fluoroguinolonas também sejam delineadas. Sugerem que testes de CIM
para ciprofloxacina ou testes de sensibilidade ao &cido nalidixico deveriam ser realizados em
todas as amostras de Salmonella isoladas de pacientes em que a terapia com fluoroquinolona
tenha falhado. Sugerem, ainda, que os isolados com CIMs > 0.125 pg/mL de ciprofloxacina
ou resistentes ao acido nalidixico, devam ser considerados como representando

suscetibilidade reduzida as fluoroquinolonas.

A técnica de eletroforese em campo pulsado (PFGE) foi descrita pela primeira vez em
1984, como uma ferramenta para exame de DNA cromossomal de organismos eucarioticos.
Subsequentemente, a técnica foi comprovada como altamente eficiente para tipagem
molecular de diferentes espécies bacterianas, ou perfil de clones. A técnica gera de 10 a 30
fragmentos de restricdo, com tamanho de 10 a 800kb, atraves da preparacdo do DNA com o
uso de enzimas de restricdo (TENOVER et al,, 1997). Tenover et al. (1995) publicaram
critérios de interpretacdo de resultados de PFGE, em um esforco para tornar homogéneo o
uso desta técnica para fins epidemioldgicos. Assim, se existe uma relacdo epidemioldgica
entre bactérias idénticas, provavelmente trata-se de um surto. Por outro lado, bactérias de
mesma espécie e mesmo genotipo, isoladas de pacientes que ndo possuem uma ligacdo
epidemioldgica detectavel, podem representar linhagens epidémicas. Os mesmos
pesquisadores assumiram que bactérias ndo relacionadas epidemiologicamente devem possuir
gendtipos diferentes. Para Magalhdes et al. (2005), alguns fatores podem interferir na PFGE,
como composicdo e concentracdo da agarose, solucdo tamponante, tensdo da corrente elétrica
(voltagem), tempo de pulso e de corrida eletroforética dentre outros fatores, sendo que a

escolha da enzima de uso deve ter sido previamente estudada.

As amostras de Salmonella Enteritidis analisadas apresentaram quatro padrdes clonais
na técnica de PFGE, sendo que as cepas antigas pertenciam todas ao clone dominante. As
amostras novas apresentaram-se nos quatro perfis clonais, inclusive no perfil em que as
amostras antigas compuseram. Isolados de Salmonella Enteritidis normalmente apresentam

homogeneidade genética evidenciada por um clone prevalente, sendo tal fato foi demonstrado
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no presente trabalho, assim como por outros pesquisadores (BAKERI et al.,, 2003,
VALDEZATE et al, 2007, VAZ et al., 2010). Foram observadas cepas sensiveis e resistentes
aos antimicrobianos no padrdo do clone predominante de Salmonella Enteritidis. Tais
diferencas de susceptibilidade antimicrobiana sdo possiveis para um mesmo clone, podendo
estar associadas a alteragdes genéticas recentes, como, por exemplo, a aquisicdo de
plasmideo, porém que foram insuficientes para alterar o perfil de PFGE. A associagdo de
perfil de PFGE com o perfil de resisténcia a antimicrobianos € dificil de ser determinada
devido a complexidade das rotas de circulacao das cepas, diferentes tipos de pressdo sofrida
pelas bactérias no animal e ambiente de criacao das aves e mudancgas temporais na ocorréncia
de resisténcia aos antibioticos (PHILLIPS et al., 2004).

As Salmonella do sorovar Typhimurium isoladas de diferentes fontes sdo mais
estreitamente relacionadas do que Salmonella de outros sorovares. A estreita relagdo genética
das variantes do sorovar Typhimurium sugere que relativamente poucas mudancas genéticas
possam ser responsabilizadas pelas adaptacBes aparentes nos diferentes reservatérios e
hospedeiros. Um mecanismo possivel através da qual estas variantes possam ter surgido € a
transferéncia de fatores de viruléncia mediada por fagos, dado que os genes de viruléncia ja
foram identificados nos genomas de varios dos seus profagos (RABSH et al., 2002). Para este
sorovar no presente estudo, observaram-se 2 padrdes clonais em 4 amostras o que, de acordo
com a literatura citada, parece ter importancia. De fato, os diferentes padrdes observados
podem indicar ocorréncia de mudancas genéticas em termos de viruléncia para estas amostras.
Para melhor acossar tal hipotese, far-se-ia necessario o uso da técnica de fagotipagem,
recomendada a ser utilizada em conjunto a outra técnica (como PFGE) em funcdo de

apresentar um melhor poder discriminatorio das cepas (RABSH et al., 2002).

Notou-se que o sorovar Typhimurium apresentou resisténcia no teste de disco difuséo
para um nimero maior de antimicrobianos que os outros sorovares; no teste de CIM, apenas a
amostra isolada de meio ambiente ndo apresentou alguma resisténcia aos antimicrobianos
criticamente importantes. De acordo com Stefani et al. (2013), amostras de origem avicola
foram estudadas no estado do Parana. O sorovar Salmonella Typhimurium representou 11%
dos isolados e estes apresentaram resisténcia no teste de difusdo em disco para 0s
antimicrobianos ceftiofur, gentamicina e enrofloxacina. O teste de CIM realizado nestas
mesmas cepas demonstrou resisténcia em 27% das amostras para o ceftiofur, 54,5% para

gentamicina e 18%para enrofloxacina. Os dados destes autores corroboram com os perfis
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encontrados no presente trabalho, tanto para percentual de isolamento e como para o perfil de
resisténcia. Em outro estudo realizado no Parand (BIFFI et al., 2011), de 28 amostras de
Salmonella de origem avicola, foram identificadas 2 cepas de Salmonella Typhimurium que
apresentaram resisténcia em disco difusdo para os antimicrobianos norfloxacina e

fosfomicina, sendo este um perfil diferente do encontrado no presente estudo.

Os sorovares de Salmonella Mbandaka, Worthington e Schwarzenground identificados
na presente tese tém sido isolados no Brasil, a partir de amostras de soja e farelo de soja
utilizados para fabricacéo de racdes de aves. A incidéncia na soja foi de 50% de positividade
para Mbandaka, 5,3% para Worthington e 2,6% para Schwarzenground; ja para 0s
percentuais de incidéncia em farelo de soja foram respectivamente 11% para Mbandaka e 4%
para Schwarzenground (BACK, 2013). Ainda tém sido identificados estes sorovares em
amostras de suabes em poedeiras comerciais e suabes de arrasto em frangos de corte
(RODRIGUES, 2003; ANDREATI-FILHO et al., 2009).

As amostras sorotipificadas como Schwarzenground apresentaram-se de um mesmo
clone, porém apresentaram diferenca de perfil quando do teste de CIM (Tabela 4). Este
sorovar tem sido relatado como bastante varidvel quanto a linhagem genética, como
demonstrado por Aarestrup et al. (2007) que, ao analisarem 581 amostras de Salmonella
Schwarzenground de diferentes paises, encontraram 183 padrbes clonais por PFGE e
resisténcia em diferentes niveis ao acido nalidixico e ciprofloxacina. Tais dados de resisténcia
estdo de acordo com os encontrados no presente estudo.

Finalizando, a amostra sorotificada como Worthington apresentou 0 mesmo perfil
clonal do sorovar Mbandaka. Ambas cepas foram isoladas de amostras de racdo e somente a
amostra de Salmonella Worthington obteve perfil de resisténcia no teste de MIC, este para
cloranfenicol e florfenicol. Vaz et al. (2009) citam que sdo encontradas amostras de
Salmonella com perfil de resisténcia aos fenicois e sulfas, porém esta ocorréncia esta
diminuindo desde a restricdo destes antimicrobianos para uso como promotores de
crescimento em aves.

O resultado em PFGE apresentado neste estudo para as Salmonella Worthington e
Mbandaka como sendo de um mesmo clone néo era esperado; tratam-se de grupos antigénicos
e sorovares distintos. Como anteriormente descrito, a técnica de PFGE tem, dentre seus
passos para diferenciacdo de clones, o uso de enzimas de restricdo que fragmentam o DNA
das bactérias analisadas. Para o género Salmonella a enzima Xbal tem sido a mais utilizada,

porém para 0s dois sorovares em questdo, esta enzima ndo fragmentou o DNA em numero e
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locais suficientes para a diferenciacdo dos clones. Ramos (2012) cita que a técnica de PFGE é
considerada um método de tipagem molecular "padrdo ouro™; porém, se variacdo genética da
bactéria ndo afetar significativamente o tamanho ou a mobilidade de um fragmento especifico
de restricdo durante a eletroforese, entdo a mudanca pode ndo ser identificada em separado,
ou seja o clone pode n&o ser diferenciado.O autor sugere que esta limitacdo possa ser
superada pelo uso de, pelo menos, uma segunda enzima, ou ainda, um painel de diferentes
enzimas de restricdo para maior poder discriminatorio entre as amostras.

A escolha da cepa 980 sorotipificada como Salmonella Schwarzengrund para anélise
de ancestralidade foi feita em funcdo da apresentagdo no teste de CIM de um perfil de
resisténcia ao ceftiofur, uma cefalosporina de terceira geracéo e, portanto, considerada pela
FAO, OMS e OIE como cepas de enterobactérias produtoras de betalactamses relevantes a
salde publica.

A producdo de betalactamases constitui o principal mecanismo associado a resisténcia
aos antibidticos betalactdmicos: penicilinas, cefamicinas, cefalosporinas, monobactamicos e
carbapenens. Estas enzimas sdo capazes de “destruir” uma ou vérias partes da molécula do
antibidtico, impedindo sua acdo antibacteriana. Até 0 momento, mais de 430 ESBL foram
caracterizadas, havendo descricdo de muitas delas no Brasil. Em relacdo a familia
Enterobacteriaceae, o isolamento de ESBL foi descrito em diversos patdégenos de origem
hospitalar e comunitéaria, incuindo-se aqui a Klebsiella spp., Escherichia coli, Salmonella
enterica, Citrobacter spp., Enterobacter spp., Proteus mirabilis e Serratia marcescensi
(SILVA; LINCOPAN, 2012).

A possibilidade de um novo ST pertencente ao Complexo Clonal 33 do sorotipo S.
Schwarzengrund foi revelado, no presente trabalho, para a cepa Salmonella analisada . Dentre
os STs mundialmente depositados, existe uma similaridade ancestral desta cepa com o0 ST96
descrito na Europa, USA, Asia e Africa; porém, nenhuma das cepas depositas foi produtora de
ESBL, o que sugere que a aquisi¢cdo do gene de resisténcia deste clone tenha ocorrido no
Brasil, como sugerido pela anélise de PFGE realizada para os sorovares S. Schwarzengrund e
Hadar por Silva e colegas (2013).

Cabe salientar que deve-se ter cautela, neste trabalho, com uma conclusdo efetiva a
respeito da possibilidade de termos encontrado um novo ST, devido ao fato de que um dos
primers recomendados pelo site oficial da técnica do MLST, o SucA, ndo ter sido,
aparentemente, desenhado de forma correta no site. Apesar deste fato, quer-nos parecer
tenhamos evidéncias seguras e fortes para sugerir que tenhamos encontrado, realmente, um

clone diferente de bactérias que adquiriu 0 gene de resisténcia no Brasil.
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Conhecendo-se o problema das doencas transmitidas por alimentos e sabendo-se da presenca
de patégenos produtores de ESBL em animais produtores de alimentos, quer-nos parecer que
0 encontro desta cepa bacteriana resistente € preocupante; de fato, ha risco de ocorréncia de
infeccdes em humanos e em animais que teriam alternativas terapéuticas limitadas e, também,
pela possibilidade nada remota de que o intestino dos seres humanos e dos animais de
producdo venham a servir de reservatorio para genes de resisténcia. Finalmente, e ndo menos
importante, ha possibilidade de transferéncia horizontal dos mecanismos de resisténcia desta

bactéria presente na microbiota residente a outros patdgenos.
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8 CONCLUSOES

8.1 CONCLUSOES ESPECIFICAS

e O teste de disco difusdo possibilitou selecionar trinta e quatro, dentre as cem amostras
de Salmoenella estudadas, com perfil de resisténcia ou resisténcia intermediaria aos

antimicrobianos criticamente importantes em medicina humana e veterinéria.

e Dezesseis amostras de Salmonella foram identificadas como resistente a pelo menos
um antimicrobiano no teste de determinacdo de concentracdo inibitéria minima para 0s
antimicrobianos ciprofloxacina, enrofloxacina, ceftiofur, gentamicina, cloranfenicol e

florfenicol.

e Dez sorovares de Salmonella foram identificados na sorotipificacdo das amostras
analisadas, sendo prevalente o sorovar Enteritidis (59%), seguido de Typhimurium
(11,8%), Schwarzenground (5,9%). Brandenburg (5,9%) e 2,9% de incidéncia para 0s

sorovares Mbandaka, Saintpaul, Havana, Panama, Worthington e O:6,7:eh:-.

e Foram detectados quatorze perfis clonais na técnica de PFGE, com relevancia para 2
clones entre 4 cepas do sorovar Typhimurium e 4 clones para o sorovar Enteritidis,

dentre os quais as amostras antigas pertenceram a um Unico clone.

e A metodologia utilizada na técnica de PFGE ndo proporcionou diferenca entre as

amostras dos sorovares Mbandaka e Worthington.

e A analise de ancestralidade da cepa 980 de S. Schwarzengrund revelou a possibilidade
de um novo ST pertencente ao Complexo Clonal 33, sendo esta cepa produtora de
ESBL, sugerindo que a aquisi¢do do gene de resisténcia deste clone ocorreu no Brasil.
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8.2 CONCLUSAO GERAL

Houve mudanca no perfil de resisténcia a antimicrobianos criticamente importantes
em medicina humana e veterinaria quando analisadas diferentes épocas de isolamento de
Salmonella a partir de aves e material avicola. As amostras antigas apresentaram resisténcia
intermedidria a somente um antimicrobiano, diferentemente das amostras novas, que

apresentaram perfil de resisténcia aos seis antimicrobianos criticamente importantes testados.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados, acima, sugerem que existam pontos a serem avaliados com relacdo ao
uso de antimicrobianos em aves de producéo e o desenvolvimento de resisténcia adquirida aos
antimicrobianos criticamente importantes, com possivel impacto a questdo da seguranca
alimentar e eventual aparecimento e tratamento de doencas em humanos, ainda que este ndo
seja 0 Unico ponto critico a ser considerado no cenario atual. De fato, outras informacdes
referentes ao uso de antimicrobianos em humanos, como automedicacdo, sub-medicagdo ou
sobremedicacdo devem ser sempre considerados como fatores importantes no aparecimento
de resisténcia aos antimicrobianos em humanos.

Com relacéo as doencas entéricas transmitidas por alimentos de origem animal, faz-se
necessaria a criacdo, no Brasil, de um banco de dados fidedigno que possa correlacionar,
adequadamente, todos os elos envolvidos em uma eventual ocorréncia.

Ainda, vale sempre a pena lembrar que a adogdo de quaisquer medidas de manejo de
risco devam ser, sempre que possivel, pautadas em resultados obtidos a partir de processo de
andlise de risco, o qual deve envolver todos os elos da cadeia de producdo de proteina animal,
bem como os organismos de referéncia em satde publica.

Nesse sentido, como um dos elos da cadeia de producdo, 0s médicos veterinarios sao
um dos pontos-chave no controle da disseminacdo da resisténcia antimicrobiana e, para isso, a
adocdo das ferramentas adequadas de manejo. Dentre elas, 0 uso dos antimicrobianos na
prevencdo, controle e tratamento de doencas, deve ser sempre feito de forma responsavel e
prudente para garantir um alimento seguro para 0 consumidor e, principalmente, a
continuidade do uso dessa relevante ferramenta como alternativa para o setor de producédo de

alimentos de origem animal.
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APENDICE A
Quadro 9 - Resultado de provas bioquimicas para as amostras de Salmonella com perfil de

resisténcia ou resisténcia intermediaria aos antimicrobianos

Amostra | Gas H2S LTD Urease | Motili// | Indol Lisina | Citrato
416 - + - + + - + +
430 - + - + - - + +
432 - + - + - - + +
436 + + - + + - + +
423 + + - + + - + +
429 - + - + - - + +
417 + + - - - - + +
418 - + - + + - + +
418B - + - + + - + +
431 - + - + + - + +
434 - + - + + - + +
487 - + - + + - + +
670 - + - + + - + +
672 - + + + + - + -
673 - + - - + - + +
676 - + - + + - + -
683 + + - - + - n n
687 + + - - + - + +
682 - + - + + - + +
696 - + - + + - + -
698 - + - + + - + +
699 - + - + + - + +
705 - + - + + - + +
710 - + - + + - + -
713 - + - + + - + -
702 - + - + + - + +
706 - + - - + - + -
707A - + + - slc - slc -




100

707B

712

975

978

980

983

713

s/c=sem crescimento
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APENDICE B

Resultado da sequéncia de alelos dos genes utilizados no MLST.

Gene aroC = alelo 43

GTTTTTCGTCCGGGACACGCGGATTACACCTATGAGCAGAAATACGGCCTGCGCG
ATTACCGTGGCGGTGGACGTTCTTCCGCGCGTGAAACCGCGATGCGCGTAGCGGC
AGGGGCGATTGCCAAGAAATACCTGGCGGAAAAGTTCGGCATCGAAATCCGCGG
CTGCCTGACCCAGATGGGCGACATTCCGCTGGAGATTAAAGACTGGCGTCAGGTT
GAGCTTAATCCGTTCTTTTGTCCCGATGCGGACAAACTTGACGCGCTGGACGAAC
TGATGCGCGCGCTGAAAAAAGAGGGTGACTCCATCGGCGCGAAAGTGACGGTGA
TGGCGAGCGGCGTGCCGGCAGGGCTTGGCGAACCGGTTTTTGACCGACTGGATGC
GGACATCGCCCATGCGCTGATGAGCATCAATGCGGTGAAAGGCGTGGAGATCGG
CGAAGGATTTAACGTGGTGGCGCTGCGCGGCAGCCAGAATCGCGATGAAATCAC
GGCGCAGGGT

Gene dnaN = alelo 47

ATGGAGATGGTCGCGCGCGTTACGCTTTCTCAGCCGCATGAGCCAGGCGCCACTA
CCGTGCCGGCGCGGAAATTCTTTGATATCTGCCGCGGCCTGCCGGAGGGCGCGGA
GATTGCCGTTCAGTTGGAAGGCGATCGGATGCTGGTGCGTTCTGGCCGTAGCCGC
TTCTCGCTGTCTACACTGCCTGCCGCCGATTTCCCGAATCTTGACGACTGGCAAAG
CGAAGTTGAATTTACGCTGCCGCAGGCCACGATGAAGCGCCTGATTGAAGCGACC
CAGTTTTCGATGGCTCATCAGGATGTGCGCTACTACTTAAACGGTATGCTGTTTGA
AACGGAAGGCAGCGAACTGCGCACTGTTGCGACCGACGGCCACCGTCTGGCGGT
GTGCTCAATGCCGCTGGAGGCGTCTTTACCCAGCCACTCGGTGATTGTGCCGCGT
AAAGGCGTGATTGAACTGATGCGTATGCTTGACGGTGGCGAAAACCCGCTGCGC
GTGCAG

Gene hemD = alelo 49

GCGACTCTGACGGAAAACGATCTGGTTTTTGCCCTTTCACAGCACGCCGTCGCCTT
TGCTCACGCCCAGCTCCAGCGGGATGGTCGAAACTGGCCTGCGTCGCCGCGCTAT
TTCGCGATTGGCCGCACCACGGCGCTCGCCCTTCATACCGTTAGCGGGTTCGATA
TTCGTTATCCATTGGATCGGGAAATCAGCGAAGCCTTGCTACAATTACCTGAATT
ACAAAATATTGCGGGCAAACGCGCGCTGATTTTGCGTGGCAATGGCGGCCGCGA
ACTGCTGGGCGAAACCCTGACAGCTCGCGGAGCCGAAGTCAGTTTTTGTGAATGT
TATCAACGATGTGCGAAACATTACGATGGCGCGGAAGAAGCGATGCGCTGGCAT
ACTCGCGGCGTAACAACACTTGTTGTTACCAGCGGCGAGATGTTGCAA
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Gene hisD = alelo 49

ATTGCGGGATGTCAGAACGTGGTTCTGTGCTCGCCGCCGCCCATCGCTGATGAAA
TCCTCTATGCGGCGCAACTGTGTGGCGTGCAGGAAATCTTTAACGTCGGCGGCGC
GCAGGCGATTGCCGCTCTGGCCTTCGGCAGCGAGTCCGTACCGAAAGTGGATAAA
ATTTTTGGCCCCGGCAACGCCTTTGTAACCGAAGCCAAGCGTCAGGTCAGCCAGC
GCCTCGACGGCGCGGCTATCGATATGCCAGCCGGGCCGTCTGAAGTACTGGTGAT
CGCCGACAGCGGCGCAACACCGGATTTCGTCGCTTCTGACCTGCTCTCCCAGGCT
GAGCACGGTCCGGATTCGCAGGTGATCCTGCTGACGCCTGATGCTGACATTGCCC
GCAAGGTGGCGGAGGCGGTAGAACGTCAACTGGCGGAGCTGCCGCGCGCGGACA
CCGCCCGGCAGGCCCTGAACGCCAGTCGTCTGATTGTGACCAAAGATTTAGCGCA
GTGCGTC

Gene purk = alelo 41

AGCGACTGGGCTACCATGCAATTCACCGCCGAAATTTTTGAAATTCTGGATGTCC
CGCACCATGTAGAAGTGGTTTCCGCTCATCGCACCCCCGATAAGCTGTTCAGCTT
CGCCGAAACGGCGGAAGAGAACGGATATCAAGTGATTATTGCCGGCGCGGGCGG
CGCGGCGCACCTGCCGGGAATGATTGCGGCAAAAACGCTGGTCCCGGTACTCGG
CGTGCCGGTACAAAGCGCTGCGCTAAGCGGCGTGGATAGCCTTTACTCCATTGTG
CAGATGCCGCGCGGCATTCCGGTGGGTACACTGGCGATCGGTAAAGCCGGTGCC
GCTAACGCCGCCCTGCTCGCCGCGCAGATTCTGGCGCAACACGACGCGGAACTGC
ATCAGCGCATCGCTGAC

Gene thrA = alelo 3

GTGCTGGGCCGTAATGGTTCCGACTATTCCGCCGCCGTGCTGGCCGCCTGTTTACG
CGCTGACTGCTGTGAAATCTGGACTGACGTCGATGGCGTGTATACCTGTGACCCG
CGCCAGGTGCCGGACGCCAGGCTGCTGAAATCGATGTCCTACCAGGAAGCGATG
GAACTCTCTTACTTCGGCGCCAAAGTCCTTCACCCTCGCACCATAACGCCTATCGC
CCAGTTCCAGATCCCCTGTCTGATTAAAAATACCGGCAATCCGCAGGCGCCAGGA
ACGCTGATCGGCGCATCCAGCGACGATGATAATCTGCCGGTTAAAGGGATCTCTA
ACCTTAACAACATGGCGATGTTTAGCGTCTCCGGCCCGGGAATGAAAGGGATGAT
TGGGATGGCGGCGCGTGTTTTCGCCGCCATGTCTCGCGCCGGGATCTCGGTGGTG
CTCATTACCCAGTCCTCCTCTGAGTACAGCATCAGCTTCTGTGTGCCGCAGAGTGA
CTGC





