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RESUMO

FRANCO, L.S. Avaliagdo do Efeito Bactericida de Lisozima em estirpes de
Salmonella spp.. [Evaluation of the Bactericidal effect of Lysozyme on strains of
Salmonella spp.] 2023. 89 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2023.

Salmonellas sdo bactérias Gram negativas, da familia Enterobacteriaceae,
considerada um dos principais patdogenos entéricos de transmissdo alimentar, com
grande importancia para a saude publica. Sorovares de Salmonella spp. com fenoétipo
de resisténcia multipla aos antimicrobianos emergiram na avicultura a partir de 2004,
justificando a busca por produtos alternativos no controle da infeccdo nas aves. A
lisozima ou 1,4-B-N-acetiimuramidase é uma enzima natural, presente no sistema
imune inato dos animais e seres humanos, que possui propriedade bactericida. O
mecanismo de acédo utilizado é pela via ndo-enzimatica, na presenca de atividade de
peptideos catidnicos antimicrobianos e propriedades hidrofébicas, induzindo a morte
celular por alteracdo na membrana. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito
bactericida da lisozima nos sorovares Salmonella Heidelberg e Salmonella Minnesota.
Foram isoladas 44 estirpes de Salmonella spp., em 4 granjas da regido sudeste (SP
e MG), sendo 28 identificadas como S. Heidelberg e 16 como S. Minnesota. O
percentual de isolados com resisténcia multipla aos antimicrobianos foi de 97,72%. A
Concentragao Bactericida Minima para 90% das estirpes (CBM90) foi < 15 ppm.
Ensaios time-kill em tempos pré-estabelecidos demonstraram que a reducdo de
71,42% das estirpes de Salmonella Heidelberg entre 4 e 8 horas, embora alguns
isolados tenham resistido a exposi¢cdo por mais de 24 horas em concentracdes de
1000 e 2000 ppm. Para Salmonella Minnesota, a reducéao foi de 62,5%. O desafio in
vivo com S. Heidelberg revelou reducao da frequéncia de frangos colonizados apdés o
desafio, com 63,66% de frangos positivos aos 21 dias no controle positivo e 26,08%
dos frangos colonizados no grupo tratado com lisozima 1000 ppm. Foram detectadas
diferencas estatisticas significativas na contagem de col6nias no ingltvio e nos cecos
de frangos tratados, na comparagdo com 0s grupos controles. Esses resultados
sugerem que a lisozima possui potencial como substancia alternativa no uso de
antimicrobianos nas infeccfes por sorovares resistentes de S. Heidelberg e S.

Minnesota.



Palavras-chave: Salmonella Heidelberg, Salmonella Minnesota, Lisozima, Sanidade

avicola



ABSTRACT

FRANCO, L.S. Evaluation of the Bactericidal effect of Lysozyme on strains of
Salmonella spp. [Avaliacdo do Efeito Bactericida de Lisozima em estirpes de
Salmonella spp.] 2023. 89 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2023.

Salmonellas are Gram-negative bacteria, from the Enterobacteriaceae family,
considered one of the main enteric pathogens of food transmission, with considerable
importance for public health. Serovars of Salmonella spp. with multiple antimicrobial
resistance phenotypes emerged in poultry from 2004 onwards, justifying the search for
alternative products to control bird infections. Lysozyme or 1,4-3-N-acetylmuramidase
IS a natural enzyme, present in the innate immune system of animals and humans,
which has bactericidal properties. The mechanism of action is based on the non-
enzymatic route, the presence of antimicrobial cationic peptide activity and
hydrophobic properties, inducing cell death by membrane modification. The aim of this
work was to evaluate the bactericidal effect of lysozyme on Salmonella Heidelberg and
Salmonella Minnesota serovars. Forty-four strains of Salmonella spp. were isolated
from 4 farms in the southeast region (SP and MG), 28 of which were identified as
S. Heidelberg and 16 as S. Minnesota. The percentage of isolates with multiple
antimicrobial resistance was 97.72%. The Minimum Bactericidal Concentration for
90% of the strains (CBM90) was < 15 ppm. Time-kill assays at pre-established times
demonstrated a reduction of 71.42% of most strains of Salmonella Heidelberg,
between 4 and 8 hours, although some isolates resisted exposure for more than 24
hours at concentrations of 1000 and 2000 ppm. Salmonella Minnesota isolates
presented a reduction of 62.5%. The in vivo challenge with S. Heidelberg revealed a
reduction in the frequency of chickens colonized after the challenge, with 63.66% of
chickens positive at 21 days in the positive control and 26.08% of chickens colonized
in the group treated with lysozyme 1000 ppm. Significant statistical differences were
detected in colony counts in the proventriculus and cecum of treated chickens, in
comparison with the control groups. These results suggest that lysozyme has potential
as an alternative substance in the use of antimicrobials in infections by resistant
serovars of S. Heidelberg and S. Minnesota.

Keywords: Salmonella Heidelberg, Salmonella Minnesota, Lysozyme, Poultry health.
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1. INTRODUCAO

A avicultura no Brasil € uma das mais produtivas e tecnificadas do mundo.
Segundo dados do relatorio anual da Associacao Brasileira de Proteina Animal, no
ano de 2020, o Brasil produziu 13.845 milh6es de toneladas de carne de frango,
exportando 4.231 mil toneladas e liderando o ranking mundial de exportacdes de
carne de frango. Em 2021, houve um aumento na produc¢do, chegando a marca de
14.329 milhdes de toneladas com exportacdo de 4.610 mil toneladas de carne. A
producao brasileira sustenta 67,83% do mercado interno, permitindo um consumo de
carne de frango de 48,56kg/habitante (ABPA, 2022). No mercado externo, o pais é
responsavel pelo fornecimento de carne de frango para mais de 150 paises dos cinco
continentes (ABPA, 2022; Webber et al., 2019). Segundo o Centro de Estudos
Avancados em Economia Aplicada da Esalg/USP, o crescimento exponencial da
avicultura brasileira deve ser mantido nos préximos anos em razao dos focos de
influenza aviaria em diversos paises asiaticos, europeus e americanos, com aumento

da procura por produtos com melhor status sanitario (CEPEA, 2018).

Hoje, a avicultura brasileira alberga mais de 150 mercados importadores de
carne de frango, embarcando mais de 4 milh6es de toneladas por ano. Além do
mercado de ovos, que possui grandes polos de producao, com elevados indices de
postura. As altas taxas de producdo e exportacdo sdo devido ao avanco das
tecnologias em genética, ambiéncia e manejo. Esses pontos de melhoria permitiram

ao Brasil destaque e referéncia no mercado mundial.

Dentre os fatores que favorecem a producgao e a exportagéo de aves podemos
destacar a qualidade sanitaria do plantel de aves no pais e o cumprimento das
exigéncias sanitarias do mercado externo, resultando em maior seguranca do
alimento (Berchieri, Neto, 2009). O Brasil € considerado pais livre da maioria das
enfermidades classificadas como barreiras sanitarias pela Organizagdo Mundial de
Saude Animal (OIE, 2018) e desde 1994 possui um Programa Nacional de Sanidade
Avicola - PNSA, com diretrizes relacionadas ao controle do Tifo aviario, da Pulorose
e das infeccdes paratiféides causadas pelos sorovares S. Enteritidis e S. Typhimurium
(BRASIL, 1994).

Apesar dos esforcos para o controle dos sorovares S. Enteritidis e S.

Typhimurium, o controle do paratifo aviario ainda € um dos maiores desafios do setor,
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reforcado nos dltimos anos pela emergéncia de sorovares de Salmonella, tais como
S. Heidelberg, S. Minnesota, S. Saint Paul, S. Agona, S. Infantis, entre outros (Foley
etal., 2011; Silva et al., 2013; Gast, Porter Jr, 2020; Castro-Vargas et al., 2020). Estes
sorovares tém sido apontados como barreiras comerciais para a exportacao devido a
possibilidade de associacdo com surtos de doenca de transmissdo alimentar e,
também representam uma preocupacdo pelos indices crescentes de resisténcia

antimicrobiana (Tellez et al., 2012).

A proibicdo sequencial do uso de aditivos zootécnicos melhoradores de
desempenho é uma estratégia global para controlar a emergéncia de patégenos
resistentes dentro do conceito de saude Unica, e visa assegurar a eficacia de
antimicrobianos de classe compartilhada, criticamente importantes e de elevada
prioridade para saude humana (Brasil, 2017; OMS, 2019). Diversos produtos
alternativos tém sido registrados no mercado avicola, como estratégias necessarias
para o controle das doencas aviarias bacterianas, incluindo prebiéticos, probioticos,
imunoestimulantes, 6leos essenciais, suplementacdo de &cidos organicos e enzimas
(El-Shall et al., 2019). Embora o efeito bactericida da lisozima extraida do ovo seja
conhecido, ndo existem dados suficientes na literatura para avaliar se 0 composto
seria uma alternativa viavel para o controle dos sorovares S. Heidelberg e S.

Minnesota circulantes nas granjas brasileiras.

2. REVISAO DE LITERATURA

2. 1 ETIOPATOGENIA

Salmonellas sdo bactérias Gram negativas, da familia Enterobacteriaceae.
Consideradas anaerobios facultativos e com identificagdo do género e biotipo feita
através da fermentacao de glicose e outros agucares, ou atraves da descarboxilacao
de aminoacidos. A maioria dos seus sorotipos possuem flagelos, permitindo a
mobilidade da estirpe, podendo ser flagelo monofasico ou bifasico (Campos et al,
2015). Algumas variantes como Salmonella Gallinarum e S. Pullorum ndo possuem
flagelos e séo classificadas como iméveis (Jajere, 2018).

Atualmente séo reconhecidas apenas duas espécies de Salmonella spp.: S.
bongori e S. enterica, sendo a Ultima dividida entre seis subespécies: S. enterica

subespécie enterica, S. enterica subespécie salamae, S. enterica subespécie
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arizonae, S. enterica subespécie diarizonae, S. enterica subespécie houtenae e S.
enterica subespécie indica (Issenhuth-Jeanjean et al, 2014). Essa designacdo se da
pela diferenca de andlises de sequéncia de 16 rRNA (Eng et al., 2015). J& foram
descritos mais de 2.659 sorotipos diferentes de Salmonella, abrangendo diversas
classes animais, com aproximadamente 100 sorovares zoonoticos, incluindo os seres
humanos como principal reservatério natural (Shinohara et al, 2008; Freitas Neto et
al., 2020). Cerca de 90 sorovares podem afetar humanos e causar quadros de diarreia
(Berchieri, Neto, 2009). Desde 1930, sua classificacdo por meio de sorovares pode
ser descrita pelo esquema de identificacdo de White-Kauffman, caracterizado pela
composicao antigénica das salmonelas de acordo com seus antigenos somaticos (O),
flagelar (H) e capsular (K) (Yoshida et al., 2016; Alzwghaibi et al., 2018).

O antigeno somatico O é um oligossacarideo componente da parede
bacteriana, constituida por lipossacarideo termoestavel localizado na membrana
externa da bactéria e esta presente em cerca de 50 sorogrupos distintos de
Salmonella (Zishiri, 2016). O antigeno H, caracterizado como termol&bil € encontrado
nos flagelos bacterianos e é responsavel pela motilidade bacteriana e atua na
estimulacdo da resposta imune do hospedeiro. Entre as salmonelas, € comum a
ocorréncia de dois genes que codificam flagelos em sua superficie, os genes fliC e
fliB, podendo expressa-los cada um por vez, com variacao de fase (McQuiston et al.,
2011). Essa caracteristica permite que sejam classificados como difasicos, fase | e Il.
Na fase |, a expresséao é responsavel pela identidade imunoldgica, enquanto a fase Il
€ inespecifica e pode ser expressa por muitos sorotipos distintos (McQuiston et al.,
2008; Jajere, 2019). Os antigenos capsulares K séo polissacarideos sensiveis ao
calor localizados na superficie capsular bacteriana e encontrados em diversos
sorotipos de Salmonella spp. Um exemplo classico € o subtipo Vi, responsavel pela
viruléncia, protegendo a bactéria dos mecanismos de imunidade inata do hospedeiro,
e pode ser encontrado apenas em sorotipos patogénicos de Salmonella Paratyphi C,
S. Dublin e S. Typhi (Campos et al.; Eng et al., 2015; Wattiau et al., 2016).

O género Salmonella se destaca dos demais pelas caracteristicas de
invasibilidade, que resulta em risco de infeccdes sistémicas potencialmente fatais se
nao diagnosticadas e tratadas em tempo (Silva et al., 2013). O agente carrega em seu
genoma, proteinas efetoras que viabilizam a invasdo no epitélio intestinal,

promovendo um desarranjo no citoesqueleto da célula do hospedeiro (Freitas Neto et
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al., 2020). Além da sua capacidade de invadir as células, também pode se multiplicar
dentro delas e resistir a destruicdo causada pelos fagocitos e o sistema complemento,
dificultando seu combate (Mendo, Knobl, 2016). Possuem uma série de fatores de
viruléncia que dificultam sua eliminacdo e tratamento, como capsula, plasmideos,
fimbrias, sistemas de aderéncia, ilhas de patogenicidade, proteinas efetoras e outros
fatores de viruléncia como o gene ShdA, Rck, LPS, superéxido desmutase, flagelina
e o0 antigeno Vi (Campos et al, 2015; Jajere, 2019). Quando relacionado a capacidade
patogénica, todas as espécies de Salmonella podem invadir, replicar e sobreviver em

células hospedeiras (Eng et al., 2015).

Caracteristicas de sobrevivéncia de Salmonella sdo fatores importantes para
entender como elas se mantém no ambiente, nos alimentos e no hospedeiro. Estirpes
de Salmonella sdo consideradas mesofilas, podendo sobreviver a variacdo de
temperaturas entre 2° e 54°C. Isso ocorre pela presenca de fatores Sigma, que sao
proteinas capazes de desencadear o mecanismo de resposta celular para adaptacéo
(Spector, Kenyon, 2012). Outra caracteristica é a capacidade destas bactérias em
sobreviver ao pH &cido, geralmente entre 4 e 5, por conta da sua fermentacdo acido
latica. Sua resposta adaptativa pode favorecer a permanéncia em pH mais acidos. A
presenca de fatores de viruléncia regulando o sistema PhoP/PhoQ das salmonelas
permite que genes atuem no desenvolvimento da célula bacteriana, sobrevivendo
dentro dos macrofagos, em pH baixo. Além desse sistema, Salmonella também
apresenta a resposta acido-tolerante (ATR), que permite a sobrevivéncia de bactérias
em pH extremamente acidos, como 3.0 e 4.0 (Andino, Hanning, 2015) e o sistema
acido-resistente (AR), reagindo a pH 2.5 (Alvarez-Ordéfiez et al., 2010). Esse
mecanismo é de extrema importancia para que cepas de Salmonella consigam
sobreviver no trato gastrointestinal do hospedeiro devido ao pH acido encontrado no
estbmago (Spector, Kenyon, 2012). Uma terceira caracteristica importante € a
atividade de agua da Salmonella, que pode ser definida através da presséo de vapor
da agua de um determinado alimento e a pressdo da agua pura em uma mesma
temperatura, e levando em consideracdo que quanto mais elevado o valor, mais

rapido é o crescimento bacteriano (Labuza et al., 1970; Andino, Hanning, 2015).

Um dos mecanismos de adesdo em diferentes células e superficies utilizado
pela Salmonella é a presenca de fimbrias (Campos, 2015). Sdo estruturas anexas

formadas de uma camada proteica, e uma de suas partes possibilita a interagdo com
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o hospedeiro receptor, através da adesdo na superficie (Wiedemann et al., 2015). E
possivel através dessas estruturas ocorrer a transferéncia de genes e troca de
informagdes com outros microrganismos (Baumler et al., 1997). O grande desafio para
entender a fungdo e a importancia de cada fimbria se d& pela presenca de varios tipos
em diversos sorovares diferentes, em uma ampla distribuicdo (Campos, 2015). Um
exemplo é a S. Typhimurium que apresenta treze tipos de fimbrias (Wiedemann et al.,
2015). As fimbrias mais comumente encontradas séo as do tipo |, fimbria curli, fimbria
plasmidial e fimbria longa polar (Campos, 2015).

Fatores de viruléncia sdo amplamente estudados dentre as salmonelas,
podendo assim caracterizar os diferentes sorovares. Salmonella Typhimurium e S.
Typhi possuem 90% de similaridade nos seus genes, enquanto os 10% séao
correlacionados com os fatores de viruléncia dessas variagfes, que conferem o
potencial patogénico a elas (de Jong et al., 2012). A ShdA, por exemplo, é uma
adesina formada de fibronectina e colageno, e est4 associada com a colonizacdo do
ceco e da excrecdo de Salmonella nas fezes (Campos, 2015). Aparece em S.
Typhimurium e em outros sorovares associados a infeccdo em humanos e animais de

sangue guente (Kingsley et al., 2000).

O LPS pode ser considerado um fator de viruléncia (Campos, 2015), e € o maior
componente presente nas bactérias gram-negativas protegendo de componentes

toxicos e da acdo de defensinas (Campos, 2015; Wiedemann et al., 2015).

E importante lembrar que grande parte dos genes de viruléncia de Salmonella
estdo localizados nas ilhas de patogenicidade. Sao descritas 21 ilhas de
patogenicidade diferentes, porém apenas 5 sdo mais estudadas, dando destaque para
a SPI-1 e SPI-2 (de Jong et al., 2012; Campos, 2015) que conferem a capacidade de
sobrevivéncia intracelular (Wang et al., 2020).

llhas de patogenicidade sao descritas por conferirem similaridade cromossomal
e plasmidial entre salmonelas, ou seja, regides clonais dentre os sorovares (Wang et
al., 2020). S&o a porcédo do DNA provenientes de transferéncia horizontal de outros
microrganismos e sao ausentes em estirpes néo patogénicas (Zishiri et al., 2016).

SPI-1 é reconhecida em todas as linhagens de Salmonella de ambas as
espécies S. bongori e S. enterica (Lostroh, Lee, 2001); é uma das ilhas conhecida por

possuir proteinas efetoras que induzem a invasédo das células epiteliais através do
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rearranjo do citoesqueleto de actina e a internalizacdo da bactéria por enterdcitos ndo
fagociticos (Zhang et al., 2018). Essas proteinas efetoras séo translocadas para a
célula hospedeira através de um Sistema de Secrec¢éo tipo Ill, denominado T3SS-1.
Esse sistema possui um aparato de secrecdo semelhante a uma seringa, que permite
a penetracdo e multiplicacdo dentro do hospedeiro (de Jong et al., 2012; Tran et al.,
2018), com a colonizacéo e invasdo no epitélio intestinal, causando uma necrose e
reacOes inflamatdrias em macroéfagos. SP-1 apresenta tamanho em torno de 40kb e
possui estruturas estaveis (Wang et al., 2020). Genes conhecidos como inv, spa, prg
e org codificam parte desse Sistema de Secrecéao tipo Il (T3SS). Ja os genes sic/sip
codificam as proteinas efetoras e o translocon (SipBCD), uma estrutura formadora de
poro que se insere na membrana da célula hospedeira e injeta as proteinas efetoras
para o citoplasma da mesma (Lostroch, Lee; Campos, 2015; Wang et al., 2020).
Muitos outros genes podem ser de extrema importancia para 0os sovorares de
Salmonella, e eles sédo principalmente descritos em S. Typhimurium, S. Typhi e S.
Parathyphi A (Wang et al., 2020).

A SPI-2 esta relacionada com mecanismos de sobrevivéncia da Salmonella e
replicacdo no interior das células hospedeiras como células dendriticas, células M,
mondcitos, macrofagos e neutréfilos (Campos, 2015; Tran et al., 2018). Apresenta em
sua composi¢ao 40 genes constituidos por 4 operons (Wang et al., 2020).

A SPI-3 apresenta tamanho médio de 17kb e contém 10 ORFs com seis
unidades de transcricdo. Um dos genes de importancia pertencentes a SPI-3 é o
mgtCB, que tem alta afinidade por magnésio, sendo um sistema de captacao
adaptado as condi¢des nutricionais intra fagossémica (Potard, Groisman, 1997). A
SPI-3 esta envolvida tanto no inicio da adesdo quanto na disseminacao sistémica da

bactéria (Campos, 2015).

A ilha de patogenicidade SPI-4 apresenta o sistema de secrecéo tipo 1 (T1SS).
Embora apresente 27kb, ela contribui para a adesdo da Salmonella na superficie
epitelial da célula. O T1SS compreende cinco proteinas denominadas complexo
SIIABCDF, caracterizadas por causar infeccdo intestinal (Barlag, Hensel, 2015),
secretam adesinas formadoras de muco de membrana, facilitando essa adesao
(Wang et al., 2020). Tanto a SPI-1 quanto a SPI-4 s&o intimamente necessarias por

invadir células epiteliais polarizadas (Barlag, Hensel, 2015).
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A presenca de antigeno Vi em sorovares de Salmonella Typhi e S. Parathyphi
permite a formacdo de uma capsula de polissacarideos que torna a bactéria menos
imunogénica, promovendo sua evasdo do sistema imune, auxiliando também a
colonizagdo no hospedeiro, resistindo a bacteri6fagos e completando a sua acéo de
lesédo ao sistema complemento (Liston et al., 2016); e confere fatores de viruléncia

gue incluem producao de toxina tifoide (Wang et al., 2020).

A SPI-5 é responsével pela enteropatogenicidade das salmonelas e apresenta
um tamanho de 7kb. Compreende genes envolvidos na secrecdo de fluidos na
mucosa intestinal (Wang et al, 2020), em destaque, 0 gene sopB que codifica a

proteina SopB, aumentando os fluidos através da secrecéo de cloro (Campos, 2015).

De acordo com dados metagendmicos, sorotipos de salmonelas também
podem ser diferenciados de acordo com o tamanho do seu genoma. A variacao entre
eles pode ser de 4460 a 4857kb (Thomson et al., 2008). Entre as salmonelas n&o-
tifdides, S. Gallinarum apresenta um tamanho médio de 4658kb, com 52% de
conteudo G-C. De Jong e colaboradores (2012) compararam genomas de estirpes de
Salmonella Typhimurium e Escherichia coli e constataram que ambas apresentam
apenas 10% de diferenca genética, sugerindo que foram derivadas de um mesmo
antecessor em 100 milhdes de anos atras.

Tanto o grupo de salmonelas tifoides quanto o ndo-tifoides séo caracterizados
por causar quatro diferentes estagios clinicos da doenca: febre entérica,
gastroenterite, bacteremia e complicacbes extra intestinais e estado cronico da
doenca (Darby & Sheorey, 2008). Complicacdes extra intestinais sdo responsaveis
por 93,8 milhdes de casos de gastroenterites, com 155 mil mortes anualmente
(Vinuenza-Burgos et al., 2016). A sintomatologia pode ser muito variada, com uma
ampla gama de sintomas, desde infec¢des assintomaticas até casos mais graves com
diarreia, hipertermia, émese, panoftalmia e artrite, podendo evoluir para sepse e 6bito
(Kanashiro et al., 2002; Soncini, 2002). Sua sintomatologia esta diretamente ligada ao
hospedeiro, devido a sua idade, estado imune, localizacdo, condicdes ambientais,

condicOes de estresse e nutricionais (Kanashiro et al., 2002; Corréa et al., 2013).

Em casos de infeccdo em humanos, causada pelos géneros de Salmonella
Typhi e S. Parathyphi, a febre tifoide pode manifestar sintomas como gastroenterite,

sepse e febre entérica e sua variagcdo de sintomatologia também se deve ao sistema
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imune do hospedeiro e a viruléncia do isolado (Andino, Hanning, 2015), com
manifestacdo entre 7 e 14 dias (Crump et al., 2015), sendo responsaveis por cerca de
200 mil mortes anuais na Asia Central (Andino, Hanning, 2015). As salmoneloses n&o
tifoides, caracterizadas por NTS, causadas por géneros que ndo sdo hospedeiro-
especifico, podem incluir S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Newport e S. Heidelberg.
Conhecidas por causar quadros agudos de gastroenterites e bacteremias (Kurtz et al.,
2017), levando o hospedeiro a infeccdes mais graves, com necessidade de
hospitalizagéo (Andino, Hanning, 2015).

A infeccdo nas aves pode ocorrer devido a fatores de risco relacionados
principalmente a questfes sanitarias. Animais com uma higiene inadequada de cama
e gaiola, em uma alta densidade de animais, unido ao estresse tém uma maior
predisposicdo a desenvolver a doenca, principalmente em animais mais jovens
(Waltman et al., 2008).

Quanto a colonizagdo e sintomatologia nas aves, € preciso mencionar as vias
de transmisséo oral-fecal e cloacal. Salmonella pode ser transmitida na forma vertical,
através da infeccdo de ovarios e ovidutos, permitindo a contaminacéo dos ovos (Lutful
Kabir, 2010; Foley et al., 2011). A multiplicacdo do patégeno ocorre no trato
gastrointestinal das aves, colonizando o 6rgédo e contaminando o ambiente através da
excrecdo pelas fezes. Uma das principais caracteristicas € a invasdo da mucosa
intestinal, das tonsilas cecais e das placas de Peyer. No primeiro momento da
infeccdo, a invaséao € feita no trato gastrointestinal das aves (Chappell et al., 2009). A
Salmonella pode invadir os macréfagos apos atravessar a barreira intestinal (Brown
et al., 2005) e, quando isso ocorre, hA um aumento na multiplicagdo dentro de
macrofagos, extravasando através da corrente sanguinea ou sistema linfatico para
outros orgaos como baco e figado (Lutful Kabir, 2010; Foley et al., 2011). Em um
segundo momento, a infecgcdo pode acometer também ovarios, ovidutos, saco da
gema, moela, pulmdes, miocardio e pericardio (Barrow, 1993; Lutful Kabir, 2010; Foley
et al, 2011). De acordo com o sorovar em questdo, a predilecdo por determinados
orgaos pode variar. S. Typhimurium e S. Enteritids, por exemplo, colonizam 6rgaos do
sistema reprodutor das aves de postura mais velhas, causando uma maior
mortalidade de pintinhos ao nascimento (Dunkley et al., 2009). S. Pullorum tem um
maior tropismo pela Bursa de Fabricius, provocando uma inflamacao intestinal no

orgao (Henderson et al., 1999). J& S. Heidelberg, tem uma predilecdo maior pelas
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camadas do sistema reprodutor, utilizando um mecanismo semelhante a S. Enteritidis
para invasdo dos ovos (Gast et al., 2004; 2007a; 2007b).

2.2 IMPORTANCIA EM SAUDE ANIMAL E SAUDE PUBLICA

Salmonella spp. é considerada um dos principais patdégenos entéricos, com
grande importancia para a saude publica, pois representou o agente etioldgico mais
frequente isolado em surtos de origem alimentar no Brasil, entre 2000 e 2015 (SVS,
2015). Sao responsaveis por infec¢des tanto em humanos quanto animais e causam
milhares de mortes anuais, juntamente com os géneros Escherichia, Campylobacter,
Vibrio, Brucella, Shigella e Yersinia (Tran et al., 2018). Possuem grande importancia
econbmica devido as doencas originadas por alimentos em paises em
desenvolvimento por conta dos custos com prevencéo e tratamento (Crump et al.,
2004; Ma et al., 2014; Eng et al., 2015).

A problematica desses patdgenos envolve sua transmissao oro-fecal, através
da agua e alimentos contaminados, além de aerossois, solo e vegetacao contaminada
(Nair et al., 2018), podendo permanecer por longos periodos nos sistemas de agua.
Atuam ainda na transmissao os artropodes, e outros animais sinantropicos (Allgayer
et al, 2009).

A presenca de biofilme em estirpes de Salmonella pode favorecer a resisténcia
bacteriana e sua persisténcia no ambiente. Os biofilmes sdo formados por estruturas
multicelulares mantidas em rearranjo por fimbrias, pili, flagelo e exopolissacarideo
(Tran et al, 2018). Estédo associados a contaminagdo dos alimentos devido a sua
capacidade de aderéncia em superficies bibticas e abidticas (Beshiru et al., 2018),
resultando em infec¢des nos humanos (Chia et al., 2009). Biofilme aparece
promovendo uma protecdo para bactérias aos desinfetantes, radiacdo ultravioleta,
mudancgas osmoticas, agentes antimicrobianos, entre outros (Nisson et al., 2011). E
relatos encontrados em literatura, descrevem a formacao de biofilme in vivo como um
dos principais componentes de célculos biliares, além de agravar quadros de
pacientes com doencas biliares pré-existentes (Mor, 2019).

O paratifo aviario persiste como um desafio sanitario nas criagdes, uma vez
gue as salmonelas do grupo paratifoide podem ser transmitidas ao homem por meio
da ingestéo de produtos de origem aviaria (Berchieri; Neto, 2009). Um dos fatores de
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suma importancia na transmisséo de Salmonella € a contaminacéo de alimentos de
origem animal, particularmente a carne suina, de aves e os ovos (Li et al., 2020).
Alguns sorovares de Salmonella spp. s&o transmitidos pela via vertical, resultando em
contaminacgao da progénie apos a infec¢do no sistema reprodutor de galinhas (Jajere,
2019).

7

No contexto de saude publica um dos maiores desafios € o controle de
Salmonella Enteritidis (Rabello, 2020). Devido a necessidade de produzir carne de
frango para mercado interno e mercado externo, a densidade de aves tem sido cada
vez maior e a implementacdo de outros sistemas de criacdo, como o vertical, tem
facilitado a propagacdo desse sorovar em granjas (Bailey, 1988; Velge et al., 2005).
Além da possibilidade de contaminacdo dos ovos, ha aumento da proliferacdo do

patdgeno, causando uma consequente infeccdo em humanos (Foley et al., 2011).

O maior desafio encontrado na avicultura séo sorotipos de Salmonella que
infectam as aves. S0 animais que se mostram assintomaticos dentro da granja,
porém tem uma facilidade muito grande de disseminar o patégeno (Duchet-Suchaux
et al.,, 1997). Aves e seus produtos sdo potenciais carreadores de Salmonella,
representando até 58% dos casos de salmonelose (Painter, 2013; Bearson, 2017).
Podemos citar trés tipos distintos que podem acometer as aves, Salmonella
Gallinarum responsavel por causar o tifo aviario, Salmonella Pullorum, causando a
pulorose e outros sorotipos que ndo séo especificos de aves, porém podem causar 0
paratifo aviario nesses animais (Freitas Neto et al., 2020). Um estudo realizado na
China por Gong e colaboradores (2014) identificou a Salmonella como um patégeno
presente em grande frequéncia nas criagfes de aves comerciais. A pesquisa mostrou
a prevaléncia de Salmonella em 12,4% em gansos, 6,8% em patos, 10,4% em perus
e 9,8% em galinhas, sendo o ultimo grupo, relacionado com mais de 20 sorovares
distintos (Gong et al., 2014).

2.3 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

O aumento da resisténcia bacteriana aos antibidticos utilizados na medicina
veterinaria e a transferéncia horizontal de genes de resisténcia entre as
enterobactérias representam uma ameaca mundial (OMS, 2017). Estima-se que a

mortalidade anual por infeccbes bacterianas causadas por microrganismos
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multirresistentes afete 10 milh6es de pessoas em 2050, se ndo forem adotadas
medidas de uso prudente (O Neill, 2014). O uso prudente de antibidticos faz parte dos
programas governamentais da maioria dos paises produtores e exportadores de carne
e determina que as classes de antimicrobianos classificados como “criticamente
importantes” na medicina humana ndo devem ser compartilhadas na medicina
veterinaria (OMS, 2017). Com o aumento do uso imprudente dos antibiéticos, a busca
por outros antimicrobianos cresceu, devido a dificuldades de encontrar alternativas
para tratamento de outras doencas que nao salmonelose, precisando encontrar

associacfes para um resultado positivo (Glenn et al., 2011).

7

Uma das caracteristicas de infeccbes por Salmonella é sua capacidade
autolimitante, permitindo muitas vezes que ndo haja a necessidade do uso de
antimicrobianos. Porém, na medicina humana, pacientes imunodeprimidos, criancas
e idosos, devem aderir ao uso de determinadas drogas para ndo agravar as
consequéncias do quadro, progredindo para o 6bito (San Martin et al, 2005; Butaye et
al., 2006; Souza et al., 2010; Foley et al., 2011).

Por anos, como tratamento de elei¢cao, foi recomendado o uso de ampicilina,
cloranfenicol e sulfametoxazol-trimetoprim, porém, devido ao aumento da resisténcia
e 0 aparecimento de estirpes bacterianas multirresistentes - MDR, as fluorquinolonas
e cefalosporinas de amplo espectro tomaram espaco, e passaram a Ser mais
utilizadas (Carramifiana et al., 2004; Butaye et al., 2006; Jajere, 2019). O primeiro
relato de Salmonella MDR reportado foi em 2003, apresentando infeccbes em
humanos adquiridas pela ingestdo de alimentos contaminados de origem animal
(Jajere, 2019). Em relatos recentes, ja foram reportadas estirpes de Salmonella
carreando genes de resisténcia a colistina mediados pelo gene mcr-1, alertando a
emergéncia para o uso racional de antibioticos (Doumith et al., 2016; Pornsukarom et
al., 2018). O mesmo ocorre no gene gnr, que confere resisténcia a fluorquinolonas
mediado por um plasmideo, ja reportado em estirpes de Salmonella em 2013 (Rabello
et al., 2020).

A emergéncia de salmonelas resistentes pode estar relacionada a mutacdes
das estirpes, ou da dispersdo de elementos genéticos moveis por meio da conjugacao
de plasmideos, ou da aquisicdo de genes por via horizontal associada a
transformacdo bacteriana, presenca de transposons, integrons e bacteriéfagos

(Cogliani et al., 2011). Nas ultimas décadas, a resisténcia de Salmonella no Brasil
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indicou ampicilina como o0 antimicrobiano menos suscetivel, seguido pelas
cefalosporinas de primeira e segunda geracdo, sulfonamidas, tetraclicinas e
nitrofurantoinas (Oliveira et al., 2005). Porém um estudo realizado por Penha-Filho e
colaboradores (2019) relata um perfil diferente de resisténcia em amostras de Sao
Paulo e Goiéas, apresentando uma maior prevaléncia de quinolonas em comparacéao

com tetraciclinas e sulfonamidas.

Em salmonelas, os mecanismos de multirresisténcia sdo amplamente
estudados. Alguns sorotipos apresentam habilidade de carrearem plasmideos
contendo genes que conferem resisténcia ao cloranfenicol, tetraciclina, ampicilina e
estreptomicina (Guerra et al., 2001; 2002). Nos estudos recentes, Salmonella aparece
com um grande potencial de carrear plasmideos de cefalosporinas de espectro
estendido, incluindo ceftriaxona, dificultando o tratamento humano devido ao
mecanismo de inativacdo do antibidtico feito por hidrolise de enzimas (Nair et al.,
2018). Outra caracteristica importante é o aparecimento de estirpes ESBL, beta-
lactamases de espectro estendido, conhecidas também como CTX-M. Comumente
esta sendo reportado estirpes que conferem transferéncia de genes ESBL CTX-M via

conjugacéao de plasmideos e transposons (Nair et al., 2018).

Sainderberg e colaboradores (2022) identificaram isolados de Salmonella
Heidelberg e Salmonella Minnesota em aves, com perfil de multirresisténcia e
portadoras de genes de resisténcia a cefalosporinas de terceira geracdo e
fluorquinolonas, reforgando os riscos a saude humana. Na medicina veterinéria, 0 uso
de antimicrobianos € atualmente restrito ao tratamento e profilaxia de doencas e a
limitacdo do uso de medicamentos disponiveis no mercado pretende contribuir para

diminuicdo da resisténcia de bactérias (Vinueza-Burgos et al., 2016).

A hipotese de que o uso de promotores de crescimento em animais tenha
relacdo com a emergéncia de bactérias multirresistentes determinou a proibi¢cdo do
uso de antibiéticos como aditivos melhoradores de desempenho em alguns paises,
tornando-se uma barreira comercial (WHO, 2012; Shi et al., 2019). Esta proibicao,
aliada a pressdo da opinido publica, estimulou pesquisas de produtos substitutos,
como por exemplo, os probidticos, prebidticos, enzimas e acidos organicos (Wang et
al., 2016; Mohammadagheri et al., 2016; Huff et al., 2015; Nair et al., 2018). Dentre as

substancias naturais encontradas, os peptideos e proteinas se destacam devido a
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facilidade de serem encontrados na natureza e pertencerem ao sistema imune de

qualquer organismo (Kamysz, 2005).

2.4 DIAGNOSTICO DE SALMONELOSES

Os métodos diagnosticos para identificacdo do género Salmonella ainda séo os
convencionais, baseados em cultura e isolamento do patdgeno utilizando meios de
cultura seletivos (Painel, Noguer, 2019). A amostra € previamente enriquecida com
dgua peptonada e inoculada em caldo tetrationato para diminuir a carga
microbiolégica e selecionar o agente em pesquisa. Posteriormente, a amostra é
semeada em 4gar seletivo e apds apresentar morfologia carateristica do agente, &

submetida a confirmacao pelo método sorolégico (Ferrati et al., 2001).

A preconizagdo exigida pela Secretaria de Vigilancia e Saude exige como
método diagnostico o isolamento microbiolégico e caracterizacdo bioquimica do
agente, porém o tempo gasto para obtencdo de um resultado pode permitir a
disseminacdo do patdgeno para todo o lote em questdo devido a sua facil
disseminagdo propagacao bacteriana (Rubio, 2017). A vantagem dessa técnica € o
baixo custo por amostra e a rapida classificacdo por coloracdo e morfologia das

colénias (Paniel, Noguer, 2019).

Outra desvantagem apresentada pelo método convencional é a possibilidade
de contaminacdo da amostra e a presenca de bactérias vidveis, mas néo cultivaveis,
gue dificultam o isolamento da Salmonella (Oliver et al., 2010; Ayrapetyan, Oliver,
2016). Essas bactérias podem aparecer como contaminantes devido a condi¢cbes
ambientais e de estresse, como alteracdo na temperatura, anoxia, salinidade e pH,
sendo necessaria a utilizacdo de técnicas de desinfeccdo em alimentos (Li et al.,
2014), devido ao risco para consumo humano (Fakruddin et al., 2013); necessitando
metodologias mais robustas, com técnicas automatizadas e semiautomatizadas,
utilizando DNA e anticorpos combinados com as técnicas bioquimicas (Paniel,
Noguer, 2019).

Testes imunologicos sdo recomendados para deteccdo de Salmonella por
serem rapidos e especificos, porém apresentam baixa sensibilidade ao agente e baixa
afinidade com o anticorpo quando ha presenca de contaminantes. Entre os ensaios
imunoldgicas (IA) existentes, que permitem a identificacdo da célula bacteriana ou
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células marcadas especificas (Brandao et al., 2015), pode-se destacar para deteccéo
de Salmonella o Imunoensaio Enzimético (EIA) (Sun et al., 2015), Ensaio Imuno-
enzimatico indireto (ELISA) (Schneid et al., 2006), Analise por Injecdo de Fluxo (FIA)
(Abdel-Hamid et al., 1999), Teste Imuno-cromatogréfico (Xia et al., 2016) e Separacéo
Imuno-magnética (IMS) (Leon-Velarde et al., 2009).

Métodos moleculares como PCR podem ser uma 6tima opcao, levando em
consideracao a especificidade e sensibilidade ao agente, além da rapidez, acuracia e
a possiblidade de rodar uma quantidade maior de amostras ao mesmo tempo. (Paniel,
Noguer, 2019). Na deteccéo de Salmonella podem ser utilizados os métodos de PCR
convencional, PCR real-time, PCR multiplex e RT-PCR (Oliveira et al., 2002).
Técnicas mais novas para deteccdo do agente como o sequenciamento de nova
geracdo e 0 sequenciamento do genoma total, vém revolucionando a rotina dos

laboratorios, permitindo a caracterizacao de estirpes (Bell et al., 2016).

Uma série de outros métodos como contagem de células, bioluminescéncia
(Boer, Beumer, 1999), biosensores e biomarcadores tém surgido como alternativa
para o diagnostico, porém as técnicas de cultura e isolamento e bioquimicas
convencionais, os métodos de PCR e as técnicas imunoldgicas ainda sao o “Gold
Standard” (Paniel, Noguer, 2019).

2.5 CONTROLE DE INFECCOES POR Salmonella EM AVES

As acdes de controle e monitoramento de salmonelas nas granjas no Brasil
seguem condicfes impostas pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), previstas no Programa Nacional de Sanidade Avicola - PNSA. Medidas
diferem nas granjas comerciais de corte e reproducédo e estabelecimentos de abate

registrados pelo Servigco de Inspecédo Federal (SIF) (Brasil, 1994).

As medidas especificas de controle de salmoneloses se baseiam em duas
instru¢cdes normativas. A Instrugcdo Normativa N°78, de 03 de novembro de 2003,
determina que granjas avicolas de reproducdo devem realizar um controle sanitario
periodico de salmonelas que sdo de importancia na saude publica e animal, sejam
estabelecimentos permanentes ou eventuais. Todo esse controle é realizado pelo
MAPA e laboratorios credenciados para certificacdo de Estabelecimento Avicola Livre
de Salmonella Gallinarum e S. Pullorum e Livres ou Controladas para Salmonella
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Enteritidis e S. Typhimurium. A Instrucdo Normativa N°20, de 21 de outubro de 2016,
prevé o controle e monitoramento de Salmonella spp. em estabelecimentos
comerciais de corte de frangos e perus, estabelecimentos de abate de galinhas,
frangos, perus de corte e reproducao registrados no SIF, com o objetivo de reduzir a

prevaléncia de Salmonella spp., visando a protecédo da saude do consumidor.

Devido aos problemas com a saude publica e animal e a rapida disseminacéo
do patdgeno, podendo infectar facilmente tanto os sistemas organicos — nao
convencionais quanto o0s sistemas convencionais de criacdo (Dibner, 1998),
comercialmente, sdo encontradas vacinas para alguns sorovares de Salmonella. A
utilizacdo de vacinas para aves comerciais apresenta variaveis de acordo com o
estabelecimento referido. Condi¢gbes impostas pelo MAPA visam o uso de vacinas
inativadas para matrizes e é vedado o uso de qualquer tipo de vacina em avoseiros,
bizavoseiros e granjas de selecdo de reprodutoras primarias de linhagem puras,
segundo a IN78. A vacinacdo para controle de S. Enteritidis e S. Typhimurium é
possivel nos setores de postura e nas matrizes, mas esta vacinacao nao reduz a
presenca de salmonelas com outras variantes antigénicas, e apresentam pouca ou

nenhuma eficacia para o controle de outros sorovares (Gast, 2007).

Os planos de controle de Salmonella nos ultimos anos foram implementados
devidos a alta demanda da producéo de carne de frango. Uma gama de opc¢des
gue pudessem reduzir as doencas entéricas em aves e a presenca do agente em
carne de frango apareceram com grande ascensdo no mercado (Patterson,
Burkholder, 2003). Alternativas de tratamentos das salmoneloses tém sido cada vez
mais estudadas diante do aumento da resisténcia antimicrobiana. Estudos recentes
mostram a implementacdo do uso de prebidticos, probidticos, componentes derivados
de plantas como 6leos essenciais e acidos organicos como substituicdo do uso de
antibioticos (Nair et al., 2018), que permitem a modulacdo do intestino das aves
promovendo protecdo da colonizacdo de Salmonella, seja produzindo substancias
antimicrobianas, estimulando o sistema imune quanto competindo por nutrientes
(Dibner, 1998).

Prebidticos sdo conhecidos por serem carboidratos ndo digestiveis que
promovem o crescimento de bactérias benéficas ou da microbiota e promovem a
producédo de cadeias de acidos graxos e o crescimento de bactérias intestinais como

Lactobacillus e Bifidobacterium (Tran et al., 2016; Nair et al., 2018). Suas principais
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funcdes sdo modular os microrganismos do intestino, estimular o sistema imune do
hospedeiro e reduzir os fatores de viruléncia presentes nos patdgenos (Tran et al.,
2016; Nair et al., 2018). Caracteristicas importantes dos prebibticos permitem a
reducdo de danos no trato gastrointestinal, como a presenca de um regulador de
microbiota, ndo permitindo a colonizacdo de uma grande quantidade de bactérias
benéficas formadoras de acido latico, que por sua vez, podem promover a formacao
de biofilme, facilitando a adeséo de agentes patogénicos e sua proliferacdo; além de
um revestimento epitelial que facilita a adesao de patdgenos na sua superficie, devido
a presenca de radicais glicosilados (Tran et al., 2016). Para Salmonella Typhimurium,
um dos mecanismos utilizados pelos prebioticos é a regulacdo de fatores de
expressdo de adesinas e fatores de viruléncia. Eles agem através de produtos finais
de fermentagcdo, como acido acético e acido propibnico, para inibir a expressao de

fatores de adesinas e também a invasao desse sorovar (Tran et al., 2016).

A utilizacdo de probidticos visa a manutencdo da microbiota animal, agindo
como inibidor dos efeitos de patégenos (Patterson & Burkholder, 2003), utilizando
agentes como Bacillus subtilis, cepas de Lactobacillus, Saccharomyces spp. e
Aspergillus oryzae. Esses microrganismos possuem propriedades antimicrobianas
que combatem diretamente estirpes de Salmonella spp. (Nair et al.,, 2018).
Comumente conhecidos e ja implementados no mercado, é possivel encontrar
probiodticos classificados como bactérias acido-laticas e sua interacdo com a
microbiota benéfica do hospedeiro, como espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium
(Patterson, Burkholder, 2003) e uma gama de produtos probidticos que ndo sao
encontrados na microbiota, como Saccharomyces boulardii tendo efeito em infec¢des
por Escherichia coli em humanos (Tellez et al., 2012). De acordo com a microbiota de
cada espécie, € possivel direcionar o uso dos probidticos para limitar a populacdo de

Salmonella spp. no intestino das aves (Nakphaichit et al., 2011).

Oleos essenciais possuem propriedades naturais extraidas de plantas e podem
servir como uma alternativa no uso de antimicrobianos. Estudos relatam o uso eficaz
de 6leos quando empregado em metodologias de micro diluicdo (Burt, 2004). Tran e
colaboradores (2012) relataram que cinamaldeido e eugenol obtiveram bons
resultados na colonizagcédo de Salmonella em camas de frangos, reduzindo genes de
motilidade e invasdo. Um outro estudo apresenta uma reducéo significativa de estirpes

multirresistentes de S. Typhimurium em suinos com o uso de 6leo de canela e extrato
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de oliva (Chen et al., 2013). Uma das desvantagens no seu uso sao o impacto negativo

em relacdo as qualidades organolépticas, podendo reduzir o consumo do alimento.

O uso de acidos organicos também se tornou uma alternativa para redugéo da
carga microbiana. Ele propriamente ndo é utilizado como um antibiotico, porém seu
uso na dieta auxilia a reducdo de microrganismos no trato gastrointestinal das aves,
servindo como um aliado na conversao alimentar e no ganho de peso (Paul et al.,
2007). Devido a isso, 0s acidos organicos se encontram em ascensao nos estudos,
atuando com grande eficacia em estirpes de Salmonella spp. Podem ser encontrados
nos acidos formico, acido acético, acido propiénico e acido sérbico e aumentam seus
efeitos. Interacdes entre acidos organicos e probidticos promovem maior eficacia na

reducdo de microrganismos (Gunal et al., 2006).

2.6 LISOZIMA

Descoberta por Alexander Fleming em 1922, a lisozima se tornou um dos
componentes enzimaticos mais estudados. Presente no sistema imune inato dos
animais e seres humanos, as lisozimas, podem ser usadas como alternativa para
inibicdo de bactérias. A lisozima ou 1,4-3-N-acetilmuramidase é uma enzima natural,
de estrutura globular, com importante papel na defesa contra microrganismos

patogénicos (Marana et al., 2006).

A lisozima é utilizada com frequéncia na industria alimentar, principalmente
para prevencdo de Clostridium tyrobutyricum (Wasserfall & Teuber, 1979), devido a
sua atividade antimicrobiana natural (Lima, 2017). Também é apresentada
comercialmente como enzimas alimentares utilizadas em vinhos, paes, sucos e 0leos;
enzimas de alimentagcdo animal e enzimas técnicas utilizadas em detergentes,
produtos téxteis e de cuidados pessoais (Cherry, Fidantsef, 2003; Silva, 2019). E um
dos poucos antimicrobianos naturais aprovados e liberados para uso regular nos

alimentos, principalmente carnes e queijos (Nattress et al., 2001).

Encontrada em diversos fluidos corporais como lagrima e saliva, possui
diversas funcdes, sendo uma delas a antibacteriana (Sahoo et al., 2012; Gong et al.,
2014). Seu mecanismo de ac¢do é pela via ndo-enzimética, na presenca de atividade
de peptideos catibnicos antimicrobianos e propriedades hidrofébicas que induzem a
morte celular por alteracdo na membrana (During et al., 1999; Bao et al., 2018).
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Como estrutura primaria da lisozima ha4 uma Unica cadeia polipeptidica
constituida de 129 aminoéacidos, contendo 4 pares de cisteinas ligados por uma fonte
dissulfidica ao longo dela (Medeiros et al., 2017), e com massa molecular em torno de
14 kDa (Lima, 2017), podendo variar de 11 kDa a 25 kDa (Silva, 2019). Composto por
3 componentes estruturais: o primeiro € constituido por trés extensdes de a-hélice, o
segundo componente € uma folha pregueada anti-paralela, ja o terceiro é constituido
de uma sequéncia dobrada de forma aleatéria (Torreggiani et al., 2005). Naturalmente
encontrada em ovos, leite de vaca e colostro, aléem de verduras como couve-flor e
repolho (Masschalck et al.,, 2001). Presente no sistema defensivo de diversos
organismos como fungos, protozoarios, vertebrados e invertebrados (Callewaert et al.,
2008). Aparece em abundancia na albumina dos ovos de galinha (Figura 1), e é
extraida comercialmente e utilizada como preservativo natural de alimentos, na
prevencao da colonizacéo de patdégenos e formacao de biofilme de algumas bactérias
(Brower et al., 1998; Losso et al., 2000).

Figura 1. Estrutura cristalografica da lisozima do ovo de galinha - tipo c, através da difracdo de raio-x
com resolucéo de 1,29A.

Fonte: Carpentier et al. (2010).

Possui atividade bactericida e bacteriostatica em bactérias gram positivas.

Cepas de Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus, por exemplo,
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apresentam sensibilidade a lisozima devido a modificacbes na camada de
peptideoglicano (Bao et al., 2018), entretanto sua acdo em bactérias gram negativas
é limitada, devido a constituicdo da parede celular bacteriana, que previne o acesso
da lisozima devido a barreira de membrana externa (Vanderkelen et al., 2012).

Sua acédo provoca a lise da parede, destruindo a ligacdo glicosidica entre o
acido N-acetilmuramico e N-acetilglucosamina no peptideoglicano da bactéria, um
componente importante da parede celular (Pellegrini et al.; 2000; Sahoo et al., 2012;
Gong et al., 2014). Como a constituicdo da parede celular das bactérias gram
negativas possui somente uma camada de peptideoglicano e uma membrana interna
com lipopolissacarideo, normalmente ndo sdo suscetiveis a lisozima, apresentando
alta especificidade e potentes inibidores contra ela (Callewaert et al., 2012), entretanto
algumas lisozimas tém sido alteradas por técnicas como fermentacdo para atuacao
em bactérias gram negativas (Ellison llI; Giehi, 1991; Sahoo et al., 2012; Bao et al.,
2018), e a utlizacdo de EDTA para desestabilizagcdo da membrana externa de
protecdo dessas bactérias (Branen & Davidson, 2004; Callewaert et al., 2011).

Além da acdo antimicrobiana, a lisozima também pode agir como um anti-
inflamatério, inibindo a quimiotaxia de leucdécitos ativados e interagindo com o sistema
complemento de maneira indireta (Ogundele, 1998). Entre outras fun¢fes, também
possui propriedades antivirais, antissépticas, antineoplasicas e anti-histaminica (Wu
et al., 2016; Pereira, 2019).

As lisozimas descritas em literatura séo divididas de acordo com a sequéncia
de aminoéacidos presentes e suas propriedades bioquimicas. A c-type (chicken type
ou convencional), g-type (goose eggs type), i-type (invertebrate type). (Callewaert et
al., 2011), lisozima de fagos, semelhante a c-type estruturalmente, lisozima bacteriana
ou de fungos e lisozima das plantas (Silva, 2019). Animais vertebrados apresentam
genes tanto para o c-type quanto o g-type (Vanderkelen et al., 2012). A expressao do
gene c-type ocorre para controle de horménios esteroidais dentro do oviduto das
galinhas, que pode ser melhorada na presenca de lipopolissacarideos bacterianos
(Myers et al., 2006).

Trabalhos recentes mostram a utilizacdo da lisozima como um promotor de
crescimento. Liu e colaboradores (2010) realizaram um experimento em que frangos

de corte apresentaram uma melhor taxa na conversao alimentar apos o fornecimento
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de lisozima via oral, devido a reducdo de Clostridium perfringens no trato
gastrointestinal, inibindo também o crescimento de Escherichia coli e Lactobacillus no
ileo desses animais. Em contrapartida, Amit-Romach e colaboradores (2004)
relataram o0 uso de lisozima para reducdo da populagcdo de seis grupos de
microrganismos, Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Salmonella spp.,
Campylobacter spp., Escherichia coli e Clostridium spp. também em frangos de corte,
e como resultado do experimento, ndo obtiveram diminuicdo no numero de bactérias
com adicdo da lisozima na dieta das aves. Nao ha relatos do uso de lisozimas para
reducdo da colonizacdo de Salmonella Minnesota e S. Heidelberg em frangos de

corte.
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3. OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito bactericida da lisozima sobre

estirpes de Salmonella spp. isoladas de aves comerciais.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Isolar e identificar os sorovares de Salmonella spp. em 4 integracdes dos
estados de S&o Paulo (SP) e Minas Gerais (MG);

b) Determinar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana pelo método de
Concentracao Inibitoria Minima (CIM);

C) Avaliar o efeito bactericida in vitro da lisozima, por meio da determinacéo
da Concentragéo Bactericida Minima (CBM);

d) Estabelecer uma curva de morte bacteriana dos isolados de Salmonella
spp. apos a exposicao a lisozima;

e) Avaliar o efeito da lisozima in vivo sobre a colonizacdo intestinal de

frangos de corte experimentalmente desafiados com Salmonella Heidelberg.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DAS AMOSTRAS

Foram analisadas 400 amostras de fezes de frangos provenientes de quatro
integracdes da regido sudeste do Brasil (estados de Sdo Paulo e Minas Gerais). As
integracdes de tamanho médio (abate aproximado de 100.000 a 150.000 aves/dia)
foram escolhidas por conveniéncia de acordo com a disponibilidade em
compartilhamento de dados e localizac&o. Destas integracdes foram selecionados de
forma aleatoria 20 (vinte) galpdes em cada uma delas e coletadas amostras de fezes
de 5 (cinco) aves por galpéo, totalizando 400 amostras. As amostras foram coletadas
em suabes estéreis e encaminhadas refrigeradas para o Laboratério de Medicina
Aviaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de S&o Paulo
(CEUA 8036250718).

4.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO BACTERIANA

Os suabes de fezes foram incubados em agua peptonada por 24h a 37°C e
posteriormente, em caldo Tetrationato de sédio por 24h a 37°C. Todas as amostras
foram semeadas em agar XLT4 para identificacado de colénias enegrecidas por 24-48
horas a 37°C. Uma segunda confirmacéao foi realizada em agar seletivo, Chromagar
Salmonella, selecionando as colénias de coloracdo rosa-purpura, seguindo as
recomendacdes do fabricante. Todas as colonias caracteristicas foram estocadas e
posteriormente submetidas a identificacao pela técnica de espectrometria de massa —
MALDI-TOF MS, uma técnica aprovada para identificacdo do género Salmonella,
segundo Mor (2019).

Para a identificagdo, as colonias estocadas foram semeadas em agar TSA
(Difco Bacto Tryptic Soy Agar) e incubadas por 24 horas a 37°C. Foi selecionada uma
colénia deste cultivo, adicionada em um microtubo de 1,5mL contendo 300 pL de H20
MiliQ. Foram adicionados 900 pL de etanol absoluto para suspensao das bactérias e
o microtubo foi agitado e centrifugado por 2 minutos a 12.800 xg, descartando o
sobrenadante. Foi feita uma secagem completa do microtubo por 24 horas em
temperatura ambiente, com posterior adicdo de 30 pL de acido formico 70% e 30 pL
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de acetonitrila (100%). A mistura foi novamente centrifugada a 13.000 xg por 2 minutos

e 0 sobrenadante foi estocado a -20°C até o processamento final das amostras.

O teste foi realizado em um espectofotdmetro de massa Microflex™ (Burker
Daltonik). Para realizacdo da leitura, 1 uL de suspensao proteica foi transferido para
a placa de aco inox polido com 96 pocos. ApGs a secagem em temperatura ambiente
foi adicionado sobre a amostra 1 uL da matriz (10 mg de &acido a-ciano-4-hidroxi-
cindmico ml-1 em acetonitrila a 50% / &cido trifluoroacético a 2,5%). Cada estirpe foi
distribuida em duplicata, com duas leituras por placa, para a captura dos espectros
proteicos foi utilizado o programa FlexControl™ (Burker Daltonik) pelo método
MTB_autoX.

A identificacdo bacteriana foi realizada com auxilio do programa BioTyper™
(MALDI Biotyper CA Systems 3.0 Burker Daltonik), utilizando as configuractes
padrées, por meio da comparacdo dos espectros capturados com a biblioteca do
fabricante. Foi adotado critérios de interpretacéo de picos especificos de cada género
e espécie bacteriana: = 2.0 para atribuigdo de espécie, 21.7 e <2.0 para atribuigdo de

género.

4.3 DETERMINACAO DO SOROGRUPO

Os isolados foram enviados ao Laboratério do Instituto Adolfo Lutz (IAL) — Séo
Paulo para realizacdo do teste de soro aglutinacdo rapida, segundo o esquema
de Kauffman-White. As estirpes que nao puderam ser tipadas com esta metodologia
foram submetidas a analise in silico apds o sequenciamento de Genoma completo
(WGS). Seis estirpes representativas dos sorogrupos identificados foram cultivadas a
37°C por 24 horas em agar MacConkey. O DNA gendmico foi extraido utilizando o kit
DNeasy (Qiagen, CA). As concentragcdes de DNA foram quantificadas usando o
espectrofotometro NanoDrop. Bibliotecas gendmicas foram preparadas utilizando o kit
Nextera XT (llumina, Ca). O sequenciamento de Nova Geracdo foi realizado na
Plataforma llumina MiSeq. Os genomas foram montados usando SPAdes 3.10.1. Os
contigs <200 bp e cobertura <10 vezes foram excluidos das andlises downstream
(Gurevich et al., 2013; Pornsukarom et al., 2018). A andlise in silico foi determinada
pela ferramenta NASP (Sahl et al., 2016).
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4.4 DETECCAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA — CIM PARA
ANTIMICROBIANOS

O perfil de resisténcia antimicrobiana foi avaliado por meio da concentracao
inibitéria minima, utilizando a metodologia de microdiluicio em placa de acordo com
o protocolo descrito no documento M31-A3 do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2013a; CLSI, 2013b; CLSI, 2020). O painel utilizado para
determinacao da CIM foi composto pelos seguintes antibiéticos: amoxicilina com acido
clavulanico (0,5mg/L - 64mg/L), acido nalidixico (8mg/L - 128mg/L), ampicilina
(Img/mL-64mg/mL), azitromicina (4mg/L - 64mg/L), ceftiofur (0,25mg/L - 8mgl/L),
ciprofloxacina (0,06mg/L - 8mg/L), cloranfenicol (4mg/L - 64mg/L), colistina (Img/L -
16mg/L), florfenicol (0,5mg/L - 8mg/L), fosfomicina (8mg/L - 512mg/L), gentamicina
(0,5mg/L - 32mg/L), marbofloxacina (0,12mg/L - 8mg/L) meropenem (0,25mg/L -
8mg/L), neomicina (4mg/mL-16mg/mL), oxitetraciclina (2mg/L - 32mg/L),
sulfametoxazol-trimetoprim (2mg/L - 76mg/L), sulfonamida (256mg/L - 1024mg/L).
Todas as estirpes de Salmonella foram inoculadas em duplicata por 24h em 37°C. A
figura 2 ilustra a disposicéo e as concentracdes dos respectivos antibiéticos utilizados

na microplaca.

Para o preparo do indculo, as estirpes de Salmonella spp. foram cultivadas em
caldo BHI (Difco) e incubadas por 24h em 37°C. Para ajuste da turbidez do cultivo foi
utilizado uma solucdo salina estéril (0,9%) a fim de obter uma turbidez éptica
comparavel a da solucdo padrdo de 0,5 McFarland, confirmada, posteriormente, em
espectrofotometro (0,150 a 600nm). Apds ajuste do cultivo, a suspenséo bacteriana
foi diluida na ordem de 1:1000 em caldo Muller Hinton Il (Difco), de maneira a obter
uma concentracgdo final de, aproximadamente, 5 x 10° UFC/mL. Em cada poco da
microplaca foi distribuido 50uL do inéculo. Apés a distribuicdo na placa, a mesma foi
selada com adesivo estéril e incubada em 37°C por 24h. Foram utilizados como
controle do teste as estirpes de Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus
aureus ATCC 29213.

Os resultados do teste foram interpretados de acordo com os padrbes
apresentados no Quadro 1.



Figura 2. Distribuicdo dos antimicrobianos no painel utilizado para realizacdo da CIM
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 + + -
AUG AUG AUG AUG AUG AUG AUG AZI CHL NAL
A TIO4 | TIOS8
64/32 32/16 16/8 8/4 4/2 2/1 1/0,5 64 64 128
B 110 2 AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP SUL AZI CHL NAL
64 32 16 8 4 2 1 1024 32 32 64
c 110 1 FOS FOS FOS FOS FOS FOS FOS SUL AZI CHL NAL
512 256 128 64 32 16 8 512 16 16 32
b TIO MERO | MERO | MERO | MERO | MERO | MERO | MAR SUL AZI 8 CHL NAL
0,5 8 4 2 1 0,5 0,25 0,06 256 8 16
£ TIO MAR MAR MAR MAR MAR MAR MAR STX AZI 4 CHL NAL
0,25 8 4 2 1 0,5 0,25 0,12 4/76 4 8
CIP CIP CIP CIP STX NEO NEO NEO
F CIp8 | CIP4 | CIP2 CIP1
0,5 0,25 0,12 0,06 2/18 16 8 4
G GEN GEN GEN GEN GEN GEN GEN COL COoL CoL COoL CoL
32 16 8 4 2 1 0,5 16 8 4 2 1
FFN FFEN OXl OXl
H FFN4 | FFN2 | FFN 1 OXI8 | OXI4 | OXI2 | POS POS
8 0,5 32 16

Fonte: Franco (2023).
Legenda: TIO — ceftiofur, AUG — amoxicilina com clavulanato, AZI — azitromicina, CHL — cloranfenicol, NAL — 4cido

nalidixico, AMP — ampicilina, SUL — sulfonamida, FOS - fosfomicina, MERO — meropenem, MAR — marbofloxacina,

STX- sulfametoxazol-trimetoprim, CIP — ciprofloxacina, NEO — neomicina, GEN — gentamicina, COL — colistina,

FFN — florfenicol, OXI — oxitetraciclina, POS — positivo.

Quadro 1. Padrdes de interpretacdo da CIM

Antimicrobiano

Concentracao Inibitéria Minima

Extensdo CIM

S I R (mg/mL)
Amoxicilina com clavulanato <8/4 16/8 =32 1/0,5-32/64
Oxitetraciclina <4 8 216 2-32
Ampicilina <8 16 232 1-64
Ceftiofur <2 4 28 0,25-8
Acido nalidixico <16 - 232 8-128
Ciprofloxacina <0,06 0,12-0,5 >1 0,06-8
Meropenem <1 2 24 0,25-8
Marbofloxacina <1 2 24 0,12-8
Colistina - - 4 1-16
Gentamicina <4 8 >16 0,5-32
Neomicina - - =8 4-16
Fosfomicina <64 128 2256 8-512
Azitromicina <16 - =232 4-64
Cloranfenicol <8 16 =232 4-64
Florfenicol <4 8 216 0,5-8
Sulfonamida <256 - 2512 2-76
Sulfametoxazol-trimetoprim <2/38 - 24/76 256-1024

Fonte: Franco (2023).
Legenda: S: susceptivel; I: intermediério; R: resistente. (CLSI, 2013;2020)
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4.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM)
DA LISOZIMA

A CBM foi determinada pelo teste de micro diluicdo em caldo, em placas de 96
pocos estéreis, com o fundo “U”, conforme a metodologia recomendada pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013). Os inéculos foram padronizados pela

escala 0,5 de MacFarland.

Os testes foram realizados em duplicata, utilizando uma solucéo de lisozima
em caldo LB (Luria Bertani) sem sal (pH 4,31), distribuida em placas de 96 orificios na
concentracéao inicial de 2.000 ppm, seguida de diluicdo seriada nas concentracbes
1.000, 500, 250, 125, 62, 31 e 15 ppm, respectivamente. Micrococcus luteus foi
utilizado como controle negativo e Escherichia coli ATCC 25922 como controle

positivo. As placas foram incubadas a 37°C por 24hr.

Para a determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), as placas
contendo meio LB foram plagueados com 10uL de in6culo de cada um dos pocos,
utilizando um replicador de placas Scienceware® estéril (Figura 3). A leitura do teste
foi realizada pela avaliacdo do crescimento de colénias apés 24h de incubacéo), a
37°C.

Figura 3. Scienceware® replicator 96-well, Sigma

Fonte: Sigma Alderich (2023).
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4.6 CURVA DE MORTE BACTERIANA PELO METODO Time Kill

O método Time Kill ou ensaio de morte bacteriana foi realizado de acordo com
a metodologia descrita segundo a norma M26-A do National Committe for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS, 1997). Esse ensaio avaliou o efeito de diferentes
concentragbes de lisozima, em diferentes tempos, em um intervalo de 24 horas
(Klepser et al. 1998; Nogueira, 2012).

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos, acrescidos de caldo LB e
lisozima, na concentracéo inicial de 2.000ppm, seguida, respectivamente de diluicao
seriada nas concentragfes 1.000, 500, 250, 125, 62, 31 e 15 ppm. O ino6culo foi
padronizado seguindo a escala 0,5 de MacFarland, e foi utilizado uma estirpe de
Micrococcus luteus como controle negativo e uma Escherichia coli ATCC 25922 como

controle positivo, em todos 0s ensaios.

As placas foram incubadas a 37°C, e os pocos foram plaqueados em tempos
definidos, 3h, 6h, 12h e 24h, utilizando o replicador de placas Scienceware® estéril
(Figura 3), com aliquotas de 10uL desse inoculo. A leitura do teste foi baseada no
crescimento de colbnias em placas de LB, apés 24h de incubacgéo a 37°C.

As curvas de crescimento foram construidas plotando a contagem média de

colonias (log 10 UFC/mL) em fung&o do tempo.

4.7 AVALIACAO DA LISOZIMA NA COLONIZACAO INTESTINAL DE
FRANGOS DE CORTE EXPERIMENTALMENTE DESAFIADOS COM S. Heidelberg

O protocolo experimental de desafio de aves foi aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da FMVZ-USP, sob 0 n° 7091130921. O experimento
foi realizado no Centro de Patologia Aviaria CEPA-VPT-FMVZ-USP, com duragéo de

3 semanas.
4.7.1 Amostra bacteriana
Foi utilizada uma cepa multirresistente de Salmonella Heidelberg (SH),

selecionada pelos dados de sequenciamento do genoma total. A cepa foi cultivada em
caldo BHI, incubado a 37°C por 18 horas. O in6culo foi padronizado na concentracao
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de 1x10° UFC/mL em tampédo salina fosfato pH 7.2 e mantido em refrigeracdo até o
momento da inoculacéo.

O numero de UFC foi determinado através de diluices decimais em solucao
tampéo de PBS com pH 7.2. Todas as determinac¢des bacterianas foram realizadas
pelo plagueamento de 0,1mL das suspensdes (BHI) e respectivas diluicdes decimais
(PBS), em duplicata de agar XLT4. A leitura das placas foi feita apos incubacgéo a 37°C

por 24-48 horas.

4.7.2 Aves e instalacbes

Um total de 72 pintinhos de corte machos da linhagem Cobb foram adquiridos
de um incubatdrio e alojados no primeiro dia de vida. Todas as aves foram analisadas
no primeiro dia para a presenca de Salmonella spp. no mecénio.

As aves foram alojadas, de modo randdmico, em boxes com area de 1,2 m?,
forrados com cama de maravalha e equipados com bebedouro pendular, comedouro
tubular e campéanula de aquecimento. Antes do alojamento das aves, as instalacoes
foram submetidas a lavagem, desinfeccéo e vazio sanitario de 15 dias.

As aves foram alimentadas com racdo comercial e tiveram acesso a agua
potavel ad libitum. Todas as medidas de biosseguridade foram adotadas para impedir

a transmissao horizontal entre os grupos.

4.7.3. Delineamento experimental

O delineamento experimental foi casualizado com trés tratamentos e trés

repeticdes de oito aves por grupo, conforme o seguinte protocolo.

T1 - Controle negativo: total de 24 aves divididas em 3 grupos de 8 aves, que nao
receberam a lisozima e foram inoculadas com 0,5 mL de PBS no 2° dia de vida, via
gavagem.

T2 - Controle positivo: total de 24 aves divididas em 3 grupos de 8 aves que foram
inoculadas com 0,5 mL de inéculo de SH no 2° dia de vida, via gavagem.

T3- Grupo de tratamento: total de 24 aves divididas em 3 grupos de 8 aves que foram

inoculadas com 0,5 mL de in6culo de SH no 2° dia de vida, via gavagem. Estas aves
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foram tratadas a partir do 3° dia de vida com 0,5 mL de lisozima na dose de 1.000

ppm, via gavagem, durante 3 semanas.

4.7.4 Analise microbiolégica de determinacdo de Salmonella

Nos dias 2, 5, 7, 14 e 18 foi realizada a colheita de suabes cloacais de quatro
aves por repeticao, de todos os tratamentos, para pesquisa de SH.

A analise de suabe cloacal foi realizada de acordo com a Instrucdo Normativa
n°126, de 03 de novembro de 1995 e Instrucdo Normativa n°62, de 6 de agosto de
2003 do MAPA. As fezes foram coletadas com suabes estéreis, com incubacdo em
solucado salina peptonada tamponada 1% a 37°C por 24 horas. ApGs esse periodo a
amostra foi enriguecida em caldo Tetrationato na proporcédo 1:20, com incubacao a
37°C por 24 horas. As amostras foram cultivadas em agar XLT4, incubados por 24
horas em estufa a 37°C. As amostras que apresentaram colonias com morfologia
tipica de Salmonella foram consideradas positivas.

No 21° dia de vida as aves foram eutanasiadas para a quantificacédo
microbiolégica de SH no inglavio e nos cecos. O inglavio e um dos cecos foram
removidos com pingas e tesouras estéreis, pesados em sacos plasticos estéreis e
macerados. Foi adicionado agua peptonada na proporcéo 1:10, obtendo—se a dilui¢éo
101, Ap6s a homogeneizacdo do contelido, foi retirado 1mL para realizacdo de
diluicdes seriadas até o tubo 108, em tubos contendo 9mL de PBS.

O plaqueamento foi realizado com 100 pL de cada diluicdo, em duplicata, em

placas de agar XLT4, incubadas a 37°.C por 24-48 horas.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica do desafio in vivo, foram construidos 2 bancos de
dados, sendo um para a frequéncia de animais positivos ou negativos durante as
avaliac6es microbiolédgicas nos dias 2, 5, 7, 14 e 18 dias (andlise qualitativa nominal)
e outro banco de dados referente a contagem bacteriana e frequéncia de positividade

do 21°. dia (analise qualitativa nominal e qualitativa continua).
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Todos os testes realizados levaram em consideragcdo um a bidirecional (p-valor)
de 0,05 e intervalo de confianca (IC) de 95% e foram realizados com apoio
computacional dos softwares R (R Core Team, 2020) ou IBM SPSS Statistics para
Windows, verséao 25 (IBM Corp., Armonk, N.Y., USA).

Os dados foram descritos com frequéncia e intervalo de confianca para
varidveis qualitativas e com medidas de tendéncia central (média e mediana) e
medidas de disperséo (desvio padrdo, intervalo interquartil, minimo e maximo) para
dados quantitativos. A existéncia de associacdo entre as variaveis qualitativas foi
testada com qui-quadrado com correcdo de Yates. A associacdo entre variaveis
guantitativas e grupo de tratamento foi avaliada com teste de Kruskal-Wallis e o teste
de post-hoc, quando associagao significativa, com o Teste de Dunn.

A relacdo da variavel grupo de tratamento com a tendéncia temporal da
positividade dos animais foi avaliada pelo teste estatistico ANOVA ndo paramétrica
(Brunner, Domhof, Langer, 2002), implementada no pacote nparLD (Kimihiro et al.
2012).

Os dados de resisténcia antimicrobiana (CIM) foram agrupados em um

dendrograma, utilizando o software Bionumerics versédo 8.0 (Applied Maths — Bélgica).
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5. RESULTADOS

5.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DAS ESTIRPES

Das 400 amostras de fezes processadas foram isoladas 44 estirpes com
morfologia compativel com Salmonella spp em &gar XLT4 e no Chromagar
Salmonella. Todas as estirpes foram submetidas a identificacdo de género/espécie
pela metodologia do MALDI-TOF MS, apresentando resultados de escore entre 1.8 e
2.1 na espectrometria de massa. De acordo com os dados obtidos pela metodologia,
0s 44 isolados foram identificados como Salmonella enterica, e a frequéncia de
ocorréncia de Salmonella spp. nas granjas analisadas foi de 11,5%. A Tabela 1
apresenta o percentual de isolamento em cada integracdo, e os dados de
sorotipagem. Dos 44 isolados, 28 (64%) foram identificadas como S. Heidelberg e 16
(36%) como S. Minnesota. S. Heidelberg estava presente em 3/4 integracdes no

estado de SP e S. Minnesota em 1/4 integracdo em Minas Gerais.

Tabela 1. Estirpes positivas para Salmonella spp. em amostras coletadas de granjas de Séo Paulo e
Minas Gerais, 2020.

Integracéo Localizagéo Positividade para Salmonella spp. Sorovar
1 Séo Paulo 9/100 (9%) S. Heidelberg
2 Séo Paulo 8/100 (8%) S. Heidelberg
3 Minas Gerais 16/100 (16%) S. Minnesota
4 Sé&o Paulo 11/100 (11%) S. Heidelberg
Total 44/400 (11,5%)

Fonte: Franco (2023)

As 44 estirpes de Salmonella spp. foram submetidas ao teste de microdiluicéo
em caldo para determinacéo da sensibilidade antimicrobiana. Os resultados da CIM,
CIM 50% e CIM 90% frente aos 17 antimicrobianos testados podem ser observados
na Tabela 2. As estirpes resistentes estdo destacadas em vermelho na tabela. Os
maiores indices de resisténcia foram observados para sulfonamidas e oxitetraciclina,
com 97,7% e 95,4%, respectivamente. Entretanto, a associa¢ao de sulfametoxazol
com trimetoprim resultou em 100% de sensibilidade. Também ndo se observou

resisténcia para fosfomicina, florfenicol e meropenem.
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Para o grupo dos beta-lactamicos foram testados os antibiéticos: ampicilina,
amoxicilina com clavulanato e ceftiofur. As estirpes apresentaram 75% de resisténcia
para ampicilina e 56,8% para a amoxicilina com clavulanato, ambas com CIM90 de 64
pg/mL. Para o ceftiofur as estirpes apresentaram 36,6% de resisténcia, com CIM50 e

CIM90 entre 2ug/mL e 8ug/mL, respectivamente.

Para a classe das quinolonas, um total de 63,6% das estirpes apresentou
resisténcia ao &cido nalidixico, sendo também 59% destes isolados resistentes a
ciprofloxacina, com CIM50 e CIM90 entre 1 e 2 pg/mL, respectivamente. No entanto,
a marbofloxacina demonstrou boa atividade antimicrobiana e apenas 2,2% dos

isolados foram classificados como resistentes.

Os aminoglicosideos testados foram a neomicina e a gentamicina, com taxas
de resisténcia de 34% e 18,1% respectivamente. A CIM50 e CIM90 variou de 8 a 16

pg/mL, para neomicina e de 16 a 32 pg/mL para gentamicina.

Destaca-se ainda a taxa de resisténcia de 25% para o macrolideo azitromicina,
com CIM90 de 32 pg/mL. Menores taxas de resisténcia foram observadas para
colistina e cloranfenicol, com indices de 4,5% para ambos.

A comparacédo entre as diferentes classes avaliadas revelou que 97,72% das
estirpes analisadas apresentou resisténcia multipla aos antibiéticos (MDR), com
resisténcia a trés ou mais antibiéticos de classes distintas. Apenas uma estirpe foi

resistente a duas classes de antimicrobianos (sulfonamidas e quinolonas).



Tabela 2. Distribuicdo das 44 estirpes de Salmonella spp. segundo valores de CIM dos antimicrobianos testados, Sédo Paulo, Brasil.

Numero de estirpes /CIM pg/mL Cim CiM
Antimicrobianos 50% 90% %
006 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 ug/mL ug/mL Resisténcia

Acido Nalidixico 16 0 0 27 1 64 64 63.6%
Am(?l);?/ﬁilgr;\aa tcoom 11 0 0 6 1 1 0 25 64 64 56,8%
Ampicilina 9 2 0 0 0 0 33 64 64 75,0%
Azitromicina 6 12 15 10 1 16 32 25,0%
Ceftiofur 10 0 1 16 o0 17 2 8 36,6%
Ciprofloxacina 16 0 0 2 20 3 2 1 1 2 59,0%
Cloranfenicol 12 26 4 0 2 8 16 4,5%
Colistina 36 6 1 1 0 1 2 4,5%

Fosfomicina 39 2 0 3 0 0 0 8 16 0%

Florfenicol 0 4 0 38 2 0 4 4 0%
Gentamicina 35 0 0 0 1 5 3 0 0,5 16 18,1%
Marbofloxacina 16 0 1 16 8 2 1 0 0,5 1 2,2%

Meropenem 44 0 0 0 0 0 0,25 0,25 0%
Neomicina 0 0 0 0 29 3 12 4 16 34,0%
Oxitetraciclina 1 1 0 0 42 32 32 95,4%

Suhfametox_azol a4 0 0 0 0 0 2 2 0%

trimetoprim

Sulfonamida 1 0 43 1024 1024 97,7%

Fonte: Franco (2023).
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Na Figura 4 estéo representados os diferentes padrbes de resisténcias

das estirpes, nas 4 integracfes analisadas.

Figura 4. Dendograma com os diferentes perfis de resisténcia antimicrobiana de Salmonella spp.
Séo Paulo, Brasil.
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Granjad4 46 S Heldelberg Sao Paulo
Granjad4 47 S Heldeiborg Sdo Paulo
Granja4 45 S Heidelberg Sao Paulo
Granja4 48 S Heldelberg Sdo Paulo
Granjad4 40 S Heldelberg Sao Paulo
Granjad 50 S Heldelborg Sao Paulo
Granjad4 51 S Heidelberg Sdo Paulo
I Granja1 10 S Heidelberg Sao Paulo
Granjad 44 S Heldelberg Sdo Paulo
Granjad4 43 S Heidelborg Sdo Paulo
. Granja4 53 S Hoeldelberg Sdo Paulo
[ Granjal 3 S Heidelberg Sao Paulo
[ Granja1 4 S Heldeiberg Sao Paulo
B Granja1 5 S Heidelberg Sao Paulo
B Granja1 @ S Hoeideiberg Sdo Paulo
. Granja1 7 S Heldelberg Sdo Paulo
[ Granja1 B8 S Heidelberg Sao Paulo
. Granja1 0 S Heldelberg Sao Paulo
Granjad 52 S Heldelberg Sdo Paulo
.. [ Granja1 2 S Hoeideiborg Sdo Paulo
B Granja2 17 S Heidelberg Sdo Paulo
B Granja 2 18 S Moeldeiborg  Sdo Paulo
B Granfa 2 11 S Heldeberg Sdo Paulo
B Granja2 13 S Heidelberg Sao Paulo
B Granja2 14 S Heldelberg Sa0 Paulo
B Granja 2 15 S Heidelberg  Sdo Paulo
B Granja2 16 S Heldelberg Sdo Paulo
B Granja2 12 S Heidelberg Sao Paulo
B Granja3 25 S Minnesota Minas Gerais
B Granja3 26 S Minnesota Minas Gerals
B Granjad 27 S Minnesota  Minas Gerals
B Granfad 28 S Minnesota  Minas Gerals
B Granja3d 20 S Minnesota Minas Gerais
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Fonte: Franco (2023)
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Os 44 isolados se distribuiram em 15 perfis distintos de resisténcia
antimicrobiana. Entre as S. Heidelberg, o perfil mais prevalente foi o de
resisténcia a sulfonamida, oxitetraciclina, ampicilina, amoxacilina com
clavulanato, acido nalidixico, ciprofloxacina, ceftiofur e azitromicina, com um total
de 8/28 isolados. Para S. Minnesota, o perfil mais prevalente foi o de resisténcia
a sulfonamida, oxitetraciclina, ampicilina, amoxacilina com clavulanato e

neomicina, com 12/16 isolados.

Na integracdo 1, todos os isolados foram considerados MDR. Foram
identificados 3 perfis distintos de resisténcia, com predominio do perfil
sulfonamida, oxitetraciclina, ampicilina, amoxacilina com clavulanato, &cido
nalidixico, ciprofloxacina, ceftiofur e azitromicina, em 7/9 isolados. Uma estirpe
foi resistente a sulfonamida, oxitetraciclina, acido nalidixico, ciprofloxacina,
ceftiofur e azitromicina e a outra apresentou resisténcia a 11 antimicrobianos, de
sete classes distintas (sulfonamida, oxitetraciclina, ampicilina, amoxacilina com
clavulanato, acido nalidixico, ciprofloxacina, marbofloxacina, ceftiofur,

neomicina, azitromicina e colistina).

Na integracdo 2, o percentual de isolados MDR também foi de 100%. O
perfil de resisténcia predominante foi sulfonamida, oxitetraciclina, ampicilina,
acido nalidixico, ciprofloxacina, ceftiofur, gentamicina e ampicilina, em 5/8
isolados. Dois isolados também apresentaram resisténcia ao cloranfenicol,
enguanto outro apresentou resisténcia a amoxacilina com clavulanato, além dos

antimicrobianos mencionados acima.

Na integracédo 3 foram identificados 4 perfis distintos, com predominio de
resisténcia a sulfonamida, oxitetraciclina, ampicilina, amoxacilina com
clavulanato e neomicina, em 12/16. Um isolado apresentava as mesmas
caracteristicas de resisténcia, mas acrescido de resisténcia ao ceftiofur. Dois
isolados foram sensiveis a neomicina e um isolado apresentou sensibilidade a

ampicilina. Todas as estirpes desta granja foram consideradas MDR.

A integragcéo 4 foi a que apresentou maior variabilidade nos perfis de
resisténcia, com 11 isolados distribuidos em sete perfis distintos. Nesta granja
houve um predominio do perfil sulfonamida, oxitetraciclina, acido nalidixico e

ciprofloxacina, em 5/11 estirpes. Enquanto um isolado apresentou resisténcia a
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apenas duas classes distintas (sulfonamida e quinolonas), outro isolado foi
resistente a mais de oito antibidticos distintos, de diferentes classes
(sulfonamida, oxitetraciclina, ampicilina, amoxacilina com clavulanato, acido
nalidixico, ciprofloxacina, ceftiofur e azitromicina). Esta integracdo foi a que
apresentou menor percentual de estirpes classificadas como MDR, com 90,9%.
No entanto, foi identificada a presenca de uma estirpe resistente a colistina

(polimixina).

bY

Em relagdo a similaridade de resisténcia entre estirpes de diferentes
granjas, sO foram observados perfis semelhantes entre as granjas 1 e 4
(Figura 4).

5.2 SENSIBILIDADE in vitro A ACAO DA LISOZIMA

A tabela 3 ilustra os valores de CBM. Um total de 86,36% (38/44) das
estirpes tiveram crescimento inibido por concentragdes < 15 ppm (Tabela 3).
Duas estirpes de S. Heidelberg, isoladas de aves das integracdes 1 e 2, ndo
foram inibidas ap6s a exposicdo a doses de 2000 ppm. As demais estirpes
apresentaram valores de CBM variando entre 1000 ppm (1/44), 250 (2/44) e 31
(1/44) (Grafico 3).

A CBM90% foi <15 ppm para os isolados de Salmonella Heidelberg e S.

Minnesota, em todas as integracdes avaliadas (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuig&o das 44 estirpes de Salmonella spp. segundo valores de CBM para lisozima
em ppm, S&o Paulo, Brasil.

Integragao Numero de estirpes /CBM ppm CBM CBM
<15 31 62 125 250 500 1000 >2000 S50%  90%
1 - S. Heidelberg 7 1 0 0 0 0 0 1 15 15
2 - S. Heidelberg 6 0 0 0 1 0 0 1 15 15
3 - S. Heidelberg 11 0 0 0 0 0 0 0 15 15
4 - S. Minnesota 14 0 0 0 1 0 1 0 15 15
Total 38 1 0 0 2 0 1 2

(86,3%) (2.2%) (0%) (0%) (4.5%) (0%) (2.2%) (2,2%)

Fonte: Franco (2023)
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5.3 Ensaios de morte bacteriana (Time Kill)

As curvas de morte bacteriana apos a exposicdo das Salmonellas spp. a
lisozima, em diferentes concentragcbes e intervalos de tempo, estédo
representadas nos graficos 1 e 2. Nos isolados de Salmonella Heidelberg foi
possivel visualizar uma maior acdo da lisozima na concentracdo de 31 ppm em
4 horas de exposi¢cao com 44,4% e 50% na concentracao <15pmm, observando
reducdo no crescimento bacteriano. Ja no tempo de 8 horas, 12 horas e 24 horas
de exposicdo a lisozima, 55,55% das estirpes apresentaram crescimento em
concentracfes <15ppm. Apenas um isolado de Salmonella Heidelberg foi capaz

de crescer em concentracdes de 2000 ppm em todos os tempos analisados.

Ja na curva de morte bacteriana dos isolados de Salmonella Minnesota,
as estirpes apresentaram 37,5% de crescimento na concentracdo de 31 ppm em
4 horas de avaliagdo. Em 8 horas de analise, foi possivel observar auséncia de
crescimento bacteriano em 18,75%, e a mesma porcentagem pode ser
encontrada nos isolados expostos a 15ppm da lisozima. No tempo de 12 horas,
foi visualizado crescimento de 12,5% em 15ppm e em 24 horas, 43,75% dos
isolados expostos a lisozima mantiveram-se negativos. Apenas um isolado
cresceu e se manteve na concentracao de 1000 ppm durante toda a avaliacao,
sendo possivel observar também um segundo isolado que manteve o
crescimento nos tempos 4, 8 e 12h em 1000 ppm, e ao final da avaliacao,
apresentou diminui¢do na carga microbioldgica, com crescimento de um isolado

apenas em 250 ppm.
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Grafico 1. Curva de morte bacteriana dos isolados de Salmonella Heidelberg.
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Gréfico 2. Curva de Morte Bacteriana dos isolados de Salmonella Minnesota
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5.4 DESAFIO DE FRANGOS COM S. Heidelberg

Todas as culturas realizadas antes da inoculacdo das aves resultaram
negativas, evidenciando que as aves eram livres de Salmonella spp. no inicio do
experimento. Os resultados das avaliacdes microbiolégicas a partir das fezes
das aves nos dias 2, 5, 7, 14, 18 e 21 estdo apresentados na Tabela 4. As aves
do grupo controle negativo permaneceram negativas durante todo o
experimento. Na ultima semana de experimento houve mortalidade de 6 aves
(trés no controle negativo, duas no controle positivo e uma do grupo de
tratamento). A causa morte das aves foi um quadro de ascite.

As aves do controle positivo apresentaram um percentual de positividade
de 41,66% no dia da inoculacéo, atingindo o maximo de 66,66% nos dias 5 e 14.
Na data do abate, o percentual de aves positivas foi de 63,63%.

O grupo tratado com lisozima apresentou menor numero de aves
colonizadas durante todo o periodo de experimento, com percentual de 16,6%
no dia da inoculacéo, atingindo o nivel maximo em 14 dias (58,33%). No dia do
abate, o percentual de aves positivas foi de 26,08%, 0 que representa uma
reducdo de 37,55% no numero de aves colonizadas.

A andlise estatistica descritiva da frequéncia de positividade para S.
Heidelberg est4 apresentada na Tabela 5. O grupo controle negativo foi excluido
da andlise pois ndo ha variabilidade nos dados.

A comparacgéao da frequéncia de positividade entre os grupos de acordo

com o tempo de avaliacdo (2, 5, 7, 14 e 18 dias) pode ser visualizada na

6 e Figura 6.
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Tabela 4. Frequéncia de isolamento de Salmonella Heidelberg em fezes de frangos de corte dos
grupos controle positivo, controle negativo e desafiados e tratados com lisozima na dose de

1000ppm. Sao Paulo, Brasil.

Idade das T1 - Controle negativo T2 - Controle positivo T3 — grupo

aves (dias) N&o desafiado desafiado tratamento
2 0/12 - (0%) 5/12 - (41,66%) 2/12 - (16,6%)
5 0/12 - (0%) 8/12 - (66,66%) 4/12 - (33,33%)
7 0/12 - (0%) 7/12 - (58,33%) 4/12 - (33,33%)
14 0/12 - (0%) 8/12 - (66,66%) 7/12 - (58,33%)
18 0/12 - (0%) 7/12 - (58,33%) 3/12 - (25,00%)
21 0/21 - (0%) 14/22 - (63,63%) 6/23 - (26,08%)

Fonte: Franco (2023).

Tabela 5. Estatistica descritiva dos resultados de isolamento de S. Heidelberg por grupo de
tratamento com o nimero de animais por categoria (N) e a porcentagem com o intervalo de
confianca (IC) de 95% e teste de associacdo qui-quadrado com correcdo de Yates.

Idade das Controle Positivo Tratamento
aves
(dias Isolamento N % (IC95%) N % (1C95%) p-valor
2 Negativo 7 41,18 (20,68-64,41) 10 58,82 (35,59-79,32)
Positivo 5 71,43 (35,23-93,53) 2 28,57 (6,47-64,77) 0,369
5 Negativo 4 33,33(12,45-61,24) 8 66,67 (38,76-87,55)
Positivo 8 66,67 (38,76-87,55) 4 33,33 (12,45-61,24) ozet
7 Negativo 5 38,46 (16,47-65) 8 61,54 (35-83,53)
Positivo 7  63,64(34,8-86,27) 4 36,36 (13,73-65,2) 0418
14 Negativo 4 44,44 (17,3-7459) 5 55,56 (25,41-82,7)
Positivo 8 53,33(29,39-76,12) 7 46,67 (23,88-70,61) 1,000
18 Negativo 5 35,71(15,15-61,55) 9 64,29 (38,45-84,85)
Positivo 7 70 (39,42-90,73) 3 30 (9,27-60,58) 0.2
21 Negativo 8 32 (16,44-51,46) 17 68 (48,54-83,56)
Positivo 14 70 (48,28-86,39) 6 30 (13,61-51,72) 0025

Fonte: Franco (2023).

Os dados da Tabela 5 demonstram diferenca significativa entre o grupo

tratado com lisozima e o controle positivo, com valor de p=0.025. Para as demais
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idades, foram observadas grandes variagdes na frequéncia de isolamento, mas
nao foi possivel comprovar diferencas estatisticas pela analise utilizada.

Para aumentar o poder estatistico e realizar uma avaliacdo seriada, foi
utilizado o teste ANOVA ndo paramétrica. Nesta analise foram identificadas
diferencas estatisticas entre as frequéncias de isolamento nos grupos controles
e no tratamento, e ndo houve diferenca entre as datas de avaliacao (Tabela 6).
A frequéncia de aves positivas se manteve constante durante todo o periodo

avaliado, como demonstra a Figura 6.

Tabela 6. Resultados da analise semelhante a ANOVA (ANOVA ndo paramétrica) referente a
frequéncia de positividade por grupo de tratamento e dia de analise.

p-valor

Grupo <0,001

Controle Positivo:Controle Negativo 0,000
Controle Positivo:Tratamento 0,008
Controle Negativo: Tratamento 0,000
Tempo 0,196

Controle Positivo:Controle Negativo 0,743
Controle Positivo:Tratamento 0,196
Controle Negativo:Tratamento 0,203
Grupo:Tempo 0,728

Controle Positivo:Controle Negativo 0,743
Controle Positivo:Tratamento 0,878
Controle Negativo:Tratamento 0,203

Fonte: Franco (2023).

A comparacdo da contagem bacteriana no inglivio e nos cecos das aves
dos trés grupos, no 21°. dia de idade, pode ser visualizada nas tabelas 6 e 7.

ApOs o tratamento, nenhuma ave apresentou colonizag&o no inglavio. No
grupo controle positivo foram detectados valores variando de 1x10%2 a 1x10°
UFC/g, com média de 1,4x10° UFC/g. O percentual de aves positivas na cultura

de inglavio, no grupo controle positivo, foi de 50% (11/22).
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Tabela 7. Contagem de Unidades Formadoras de Col6nias no inglivio de frangos nos grupos

controle positivo e tratado com lisozima 1000 ppm, no abate aos 21 dias. Sao Paulo, Brasil.

Tratamento

Ave Controle positivo
1 1x10°  1x10°  1x10?
2 1x10°  1x102  1x10?
3 3x102  1x10°
4 1x105  1x102
5 4 x102
6
7
8 * *

(*) ave morta; (-) ave negativa

Fonte: Franco (2023).

Na analise do material proveniente dos cecos, observamos um total de

13/22 aves positivas na cultura do grupo controle positivo, com contagens

variando de 1,1 x 103 UFC/g até 3x10°® UFC/g de fezes. No grupo tratado com

lisozima foram identificadas 6/23 aves positivas, com contagens variando de 2 x
10* UFC/g até 1x10% UFC/g de fezes.

Tabela 8. Contagem de Unidades Formadoras de Colénias nos cecos de frangos dos grupos

controle positivo e tratado com lisozima 1000 ppm, no abate aos 21 dias. Sdo Paulo, Brasil.

Ave Controle positivo Tratamento
1 3x10°  2x10° 1x10° 2x10*
2 1,5x10°  1,4x105 1 x10° 1x108
3 1,6 x10°  9X10* 2 x10*
4 2x105  3x10°
5 3,6x10°  1x10° 3 x10°
6 1,1x 10° 1 x10°
7 1x105  1x10°
8 * * *

(*) ave morta; (-) ave negativa

Fonte: Franco (2023).

A tabela 9 apresenta a estatistica descritiva dos valores de contagem

bacteriana dos frangos dos grupos controle positivo, negativo e tratado com

lisozima.
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Tabela 9. NUumero de animais (N), média com desvio padrdo (DP), mediana com intervalo
interquartil (11Q) e valores minimo e maximo da variavel com teste de associacdo Kruskal-Wallis
e teste de Dunn (post-hoc) dos valores da contagem bacteriana do ceco de frangos.

N Ausentes Média (£DP) Mediana (11Q) Min-Max p-valor
Contagem Inglavio
Controle negativo 21 0 0 (x0) 0 (0-0) 0-0
Controle positivo 22 2 4,8x103 (+2,1x10%) 5x101 (0-4x102) 0-1x105  <0,001
Tratamento 23 1 0 (x0) 0 (0-0) 0-0

Post-hoc: CN x CP p<0,001; TT x CP p<0,001; TT x CN n&o significativo.

Contagem Ceco

Controle negativo 21 0 0 (x0) 0 (0-0) 0-0
Controle positivo 22 2 2,6x10° (+6,5x10°) 9,5x104 (0-1,6x105%  0-3x108  <0,001
Tratamento 23 1  6,7x10% (£2,1x105) 0 (0-1x10%) 0-1x108

Post-hoc: CN x CP p<0,001; TT x CP p=0,01; TT x CN ndo significativo.

Fonte: Franco (2023).

A Figura 5 ilustra as diferencas quantitativas na contagem de S.
Heidelberg no ingluvio e nos cecos de frangos de corte tratados e nao tratados
com lisozima. Segundo o teste de associagédo Kruskal-Wallis e teste de Dunn
(post-hoc) existem diferencas quantitativas significativas entre o tratamento e o

grupo controle positivo.

Figura 5. Comparacéo da contagem de S. Heidelberg no grupo de tratamento, em comparacao
com grupo desafiado e ndo tratado (controle positivo) e ndo desafiado (controle
negativo).
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Fonte: Franco (2023).
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6. DISCUSSAO

Diante do grande aumento na producdo de carne de frango para
abastecimento do consumo do mercado interno e externo, a cadeia produtiva
necessita de uma maior atencdo para os patégenos emergentes. Salmonella
esta entre um dos maiores causadores de infec¢Bes alimentares no mundo
(Alikhan et al., 2022). A facilidade de disseminag&o do agente dentro das granjas

tem sido responsavel pela condenacéo de lotes e o descarte de aves.

Um estudo sobre a dinamica dos sorovares de Salmonella spp. na cadeia
de aves do Brasil demonstrou que o uso de vacina para controle de Salmonella
Enteritidis reduziu de forma significativa a prevaléncia desse sorovar nas duas
Gltimas décadas, mas a pressdo de selecdo exercida pela utilizacdo de
antibioticos favoreceu a emergéncia de outros sorovares, principalmente S.
Heidelberg e S. Minnesota (Alikhan et al., 2022).

Os dados obtidos nesse estudo apontaram uma frequéncia de ocorréncia
de Salmonella spp. nas granjas de 11,5%, com predominio do sorovar S.
Heidelberg (64%) em Sao Paulo, seguido de S. Minnesota (36%) em Minas
Gerais. O perfil de resisténcia antimicrobiana classificou 97,7% destes isolados
como multirresistentes. A presenca de estirpes bacterianas multirresistentes —
MDR na producéo animal tém aumentado nos ultimos anos, e vém se tornado
uma grande preocupacdo associada ao consumo de carne de frango (Souza et
al., 2020; Saidenberg et al., 2022). Um estudo recente relacionados a resisténcia
aos antibioticos mostrou que S. Heidelberg e S. Minnesota isoladas de aves no
Brasil sdo portadoras dos genes de resisténcia blacmy-2, blactx-m2 € gnrB19
(Saidenberg et al., 2022).

Perin e colaboradores (2020) relataram alta prevaléncia de Salmonella
MDR em carnes de frangos no Parana, apresentando elevados indices de
resisténcia a acido nalidixico, tetraciclina, doxaciclina, ampicilina, amoxicilina
com acido clavulanico, ceftriaxona e ciprofloxacina. Nesse mesmo estudo o0s
autores destacaram a presenca de estirpes de Salmonella com genes de beta-
lactamase de espectro estendido — ESBL. Nossos resultados se assemelham
aos encontrados por Perin e colaboradores (2020), e demonstram que os dois

sorovares apresentam CIM elevada para antimicrobianos de classes
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compartilhadas com humanos (Tabela 2). As estirpes de Salmonella Heidelberg
apresentaram um perfil de resisténcia mais amplo, incluindo classes de
medicamentos criticos e de elevada prioridade, como cefalosporinas de terceira
geracdo e fluorquinolonas (Figura 4). Também foram identificadas cepas
resistentes a colistina, considerado uma das Ultimas opc¢fes terapéutica para
tratamento de infec¢cdes humanas por bactérias produtoras de carbapenemases
(Fernandes et al., 2016).

Nas ultimas décadas, a busca por alternativas que substituissem o uso de
antimicrobianos tem aumentado devido a resisténcia adquirida pelos
microrganismos. O uso de prebidticos, probibticos, 6leos essenciais, enzimas e
acidos organicos tém sido introduzido com uma maior aceitacdo diante da

situacdo de reducao de uso de antibiéticos (Sabo et al., 2020).

A literatura reporta que a atividade antimicrobiana da lisozima é bastante
efetiva contra Micrococcus luteus, Bacillus stearothermophilus e Clostridium
tyrobutyricum (Silva, 2019). No entanto, o efeito sobre bactérias gram negativas
€ limitado devido a composicado da parede. Davidson e colaboradores (2005)
relatam a acéo de inibicdo de diversos microrganismos, mas destacaram que
Salmonella Typhimurium é um organismo frequentemente n&o lisado ou inibido

pelas lisozimas.

Diferentes biotecnologias como fragmentacdo, fusdo de peptideos e
proteinas, plegacdo e conjugacdo sao capazes de ampliar o espectro de acao
para bactérias gram negativas (Park et al., 2004; Ibrahim et al., 2011; Appaiah et
al., 2012; Lukacik et al., 2012; Carillo et al., 2018), e podem resultar em novos
produtos para uso veterinario. A hipétese deste trabalho foi verificar se a lisozima
Zhejiang Aegis Biotech Co. Ltd. (Aegis group) pode atuar na reducdo ou
inativacao de sorovares de S. Heidelberg e S. Minnesota. Os resultados obtidos
nos testes “in vitro” revelaram que a 86,3% das estirpes de Salmonella dos
sorovares Heidelberg e Minnesota tiveram o crescimento inibido em

concentracdes de 15 ppm.

Algumas cepas de S. Heidelberg e S. Minnesota resistiram a
concentracfes de 250 a 2000 ppm. A resisténcia a lisozima ja foi descrita em

Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrheae e Proteus mirabilis. Os
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mecanismos de resisténcia a agao da lisozima ainda ndo foram completamente
elucidados, mas a alteracdo da acetilacio do Carbono 6 do &cido N-
acetilmuramico esta implicada na reducao ou inativacdo da atividade da enzima
muramidase (Herbert et al., 2007). Em Enterococcus faecalis a resisténcia a
lisozima também esta associada com a presenca de genes que codificam
metaloproteases (Rouchon et al., 2022). Um terceiro mecanismo de resisténcia
inclui alteracbes de permeabilidade celular, induzidas por mudancas de carga
catidnicas da parede celular, conferindo resisténcia cruzada entre a polimixina e
lisozima. Nesse mecanismo, a fosfoetanolamina transferase adiciona a
fosfoetanolamina carregada positivamente ao lipidio A do LPS. A alteracédo da
carga da parede bacteriana passa a repelir as moléculas catiénicas, reduzindo a
susceptibilidade para lisozima em estirpes de Escherichia coli portadoras do
gene mcr-1 (que codifica resisténcia a colistina) em cerca de 5 a 20 vezes
(Sherman et al., 2016). Neste estudo foram identificadas duas estirpes de S.
Heidelberg com fendétipo de resisténcia a colistina, elas apresentaram resisténcia
a exposigao de 2000pm da lisozima, corroborando com os resultados encontrado
por Gogry e colaboradores (2022).

A andlise das diferentes curvas de morte bacteriana revelou que a maioria
dos isolados de Salmonella Heidelberg teve o crescimento inibido entre 4 e 8
horas de exposi¢cdo a lisozima, com mais de 44,4% de morte bacteriana nas
primeiras 24 horas de exposicdo, observando apenas um isolado com
resisténcia a todas as concentra¢des ao fim do tempo, relacionando a interacao
da resisténcia a colistina, como observado por Gogry e colaboradores (2022). A
resisténcia a colistina contribui para mudancas na superficie de membrana
externa das bactérias gram-negativas, diminuindo o efeito bactericida da

lisozima.

Para os isolados de Salmonella Minnesota, a curva de morte bacteriana
apresentou 37,5% de crescimento na concentracdo de 31 ppm nas primeiras 4
horas de avaliac&do, observando a diminuigcdo dessa porcentagem conforme os
isolados foram expostos por mais tempo a lisozima. 18,75% dos isolados
apresentaram crescimento na menor concentracdo no intervalo de 8-12 horas.
Para Salmonella Minnesota, 43,75% dos isolados expostos a lisozima
mantiveram-se negativos ao final da avaliacdo. Apenas um isolado (6,25%)
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cresceu e se manteve na concentracao de 1000 ppm durante toda a avaliacao,
sendo possivel observar também um segundo isolado que manteve o
crescimento nos tempos 4, 8 e 12h em 1000 ppm, e ao final da avaliacao,
apresentou diminuigcdo na carga microbiolégica, com crescimento apenas em

250 ppm.

Os testes in vitro sugeriram que a lisozima tem potencial para ser utilizada
como uma alternativa no controle de Salmonella Heidelberg e S. Minnesota em
granjas, diminuindo o uso de antibidticos convencionais. Essa forma de
substituicdo poderia reduzir os indices de resisténcia e ampliar o mercado de
producdo e exportacdo de carne de frango. No entanto, a possibilidade de
pressdo seletiva sobre estirpes resistentes a colistina deve ser considerada,

mesmo se tratando de um produto natural.

Até o presente momento, esse é 0 primeiro relato que demonstra a
atividade bactericida da lisozima, in vitro, para estirpes de S. Heidelberg e S.
Minnesota. No entanto, a viabilidade comercial do produto depende da sua acao

in vivo, considerando que o intestino € um ambiente complexo, com uma

microbiota diversa (Nair et al., 2018; El-Saadony et al., 2022).

Para a avaliacdo in vivo selecionamos uma estirpe de S. Heidelberg. A
escolha por este sorovar se deve ao fato de ter sido o sorovar isolado com maior
frequéncia em nosso estudo (Tabela 1) e por apresentar maiores indices de
resisténcia antimicrobiana (Figura 4). A disseminacdo de S. Heidelberg é
sustentada pela elevada habilidade de colonizar o intestino de frangos, de se
adaptar no ambiente das granjas e abatedouros, com formagé&o de biofilmes, que
favorecem a resisténcia a longos periodos fora do hospedeiro (Hofer et al., 1997,
RASFF, 2022).

No experimento realizado foi possivel observar a infecgdo por Salmonella
a partir do segundo dia de inoculacdo (Tabela 4), exceto no grupo controle
negativo, que permaneceu nao infectado durante todo periodo de estudo. A
administracdo de lisozima na dose de 1000 ppm. demonstrou reducao
significativa no numero de animais infectados a partir do 21° dia de vida das aves
(Tabela 5). A analise estatistica pelo teste de associacdo qui-quadrado com

correcdo de Yates ndo foi capaz de demonstrar diferencas estatisticas nos
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demais tempos de avaliacdo, embora se observe diferencas entre as frequéncias
de isolamento. Essa dificuldade em estabelecer diferencas matematicas pode
ter sido provocada pelo tamanho amostral. Por essa razéo, os dados foram
submetidos ao teste de ANOVA ndo paramétrica, e essa analise demonstrou que
existem diferencas significativas entre os grupos tratamento, controle negativo e
controle positivo (Figura 6), e essas diferencas ndo foram influenciadas pelas

datas de coletas (Tabela 6).

Uma limitagdo deste ensaio foi ndo ter como impedir o efeito da
recolonizacao da ave por bactérias presentes na cama. Esse desafio também
esta presente nas granjas, com o reaproveitamento do substrato em varios lotes.
Apesar desta limitacdo, o controle de salmonelas pode ser potencializado pela
combinacdo de mais de uma estratégia, como o uso da lisozima associada com
outras substancias como probioticos e acidos organicos. Sabo e colaboradores
(2020) demonstraram que algumas bacteriocinas podem ter um efeito inibitorio

in vitro sobre S. Heidelberg, mas os autores ndo comprovaram o efeito in vivo.

A dindmica de infeccdo da Salmonella ocorre, normalmente, pela via
digestédria, sendo o inglivio a primeira barreira encontrada pelo agente. No
orgdo, a presenca de bactérias do género Lactobacillus spp. permitem uma
diminuicdo no pH, ocorrendo uma mudang¢a na microbiota desses animais
conforme o aumento da idade (Fonseca et al., 2010; Danzeisen et al., 2011;
Mohd Shaufi et al., 2015).

Dentro do sistema digestorio das aves domésticas, 0s cecos sao os locais
onde é possivel encontrar a maior concentracdo de bactérias (Apajalahti, 2005)
e pode ser considerado um dos principais reservatorios para Salmonella spp.
(Fanelli et al., 1971). S&o diversos os fatores que podem potencializar ou reduzir
a infeccéo das aves por Salmonella spp., como a idade da ave, maturagcéo do
sistema imunoldgico, diversidade da microbiota intestinal, tipo de alimentacéo,
tamanho e forma das particulas da dieta, tipo de material utilizado como cama
no aviario, entre outros (Ribeiro et al., 2008; Pan & Yu, 2014; Vellano, 2019).

Neste estudo, a analise quantitativa da contagem de bactérias presentes
no inglavio e no intestino demonstrou reducgéo significativa do grupo tratado em
comparagao com 0s grupos controles (Tabela 8). Esse efeito pode representar

um grande beneficio, por diminuir a contaminacao cruzada no abate das aves,
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gue ocorre principalmente no momento da evisceracao e do resfriamento das
carcacas no chiller. As aves tratadas com lisozima eliminaram a bactéria do
inglavio. A contagem de bactérias nos cecos se aproximou dos valores
observados no controle negativo, com algumas excec¢des (Figura 6).

E provavel que a associagdo da lisozima seguida da administragéo de
bactérias acido-laticas possa atuar de modo sinérgico e possibilitar a obtencao
de resultados melhores. Higgins e colaboradores (2010) demonstraram que a
administracdo de estirpes bacterianas acido-laticas em 24 horas apds o desafio
por Salmonella Enteritidis promoveu uma reducéo significativa na colonizacéo
do patdégeno. Lactobacillus também sdo capazes de modular a resposta
imunoldgica, aumentando as secrec¢fes de citocinas e alterando as células
linfoides do intestino de frangos de corte (Haghighi et al., 2005).

A lisozima ja teve os seus beneficios comprovados para a reducgéo de
enterite necrotica (Liu et al., 2010). Neste trabalho sugerimos que ela podera
contribuir para o controle de S. Heidelberg e S. Minnesota em frangos de corte.
Novos estudos devem explorar a melhor posologia e modo de administracéao
para aves, bem como a possibilidade de incorporacdo de novas tecnologias,

como o encapsulamento (Zhang et al., 2020).
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7. CONCLUSOES

e Estirpes MDR de S. Heidelberg e S. Minnesota estao dispersas em granjas
de frangos de corte na regido sudeste, e necessitam de estratégias de
controle;

e A lisozima possui acdo bactericida in vitro com possibilidade de morte
bacteriana;

e A maioria das cepas apresenta morte bacteriana entre 4 e 8 horas de
exposicao a lisozima;

e Algumas estirpes apresentam resisténcia a lisozima em concentragdes que
ultrapassam 2000 ppm;

e A administracéo diéria de lisozima na dose de 1000 ppm em frangos de corte
desafiados reduziu significativamente o nimero de animais infectados, a
contagem de Salmonella Heidelberg no inglivio e nos cecos, demonstrando
a eficacia do produto in vivo;

e Novos ensaios clinicos sdo necessarios para avaliar os efeitos de dose

resposta, bem como a seguranca do produto para as aves.
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