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RESUMO

DALMUTT, A. C. Caracterizacao do perfil de resisténcia aos antimicrobianos de estirpes
de Salmonella enterica isoladas nas distintas fases de criacdo de um sistema de producéo
integrado de suinos [Characterization of the antimicrobial resistance profile of Salmonella
enterica strains isolated in the different production phases in an integrated swine production
system]. 2022. 64 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sédo Paulo, 2022.

Salmonella enterica € um importante agente bacteriano de carater zoonotico que esta
amplamente disseminado nos sistemas de producdo de suinos. Tendo em vista o crescimento
do uso intensivo de antimicrobianos na producdo animal nos ultimos anos, o presente estudo
tem por objetivo principal avaliar a evolucdo do perfil de resisténcia a antimicrobianos de
estirpes de Salmonella enterica isoladas nos anos de 2012 e 2020, em um sistema integrado
de producdo de suinos da regido Sul do Brasil. Foram analisadas 145 estirpes de Salmonella
enterica isoladas em 2012 e 46 isoladas em 2020. Os isolados foram submetidos a
determinacdo da concentracao inibitdria minima, caracterizacdo genotipica e identificacdo do
sorotipo e MLST pelo sequenciamento do genoma. A frequéncia de isolamento foi de 32,2%
em 2012 e 10,2% em 2020. Considerando as fases de producgéo, no ano de 2012 a maior
frequéncia de isolamento foi observada em animais de creche (67,3%), e em 2020 a maior
taxa de isolamento ocorreu em animais de terminagédo (18%). O AFLP revelou tendéncia em
agrupar os isolados segundo as fases de producao e sorotipo. Foi observado aumento na taxa
de resisténcia frente a maioria dos antimicrobianos entre os anos de 2012 e 2020. Os maiores
niveis de resisténcia identificados foram ao acido nalidixico, florfenicol, sulfadimetoxina,
ampicilina, oxitetraciclina e amoxicilina/acido clavulanico. Os sorotipos com maiores taxas
de resisténcia foram Typhimurium, 14,[5],12:i:-, Panama e Derby em 2012 e Typhimurium,
Derby, | 4,[5],12:i- e London em 2020. Os isolados de 2020 apresentaram 91,3% de
multirresisténcia, contra 80% em 2012. Os resultados obtidos indicam que apesar da reducéo
nas taxas de isolamento de Salmonella nos sistemas de producéo entre 2012 e 2020, houve
aumento nos niveis de resisténcia e de multirresisténcia das estirpes. Esses dados indicam que
foram realizadas ac¢Bes visando o controle do patégeno, mas dentre essas acdes 0 uso de

antimicrobiano deve ter sido intensificado, levando ao aumento das taxas de resisténcia.

Palavras-chave: Salmonelose Suina. Enterobactéria. Multirresisténcia. MIC. SE-AFLP.



ABSTRACT

DALMUTT, A. C. Characterization of the antimicrobial resistance profile of Salmonella
enterica strains isolated in the different production phases in an integrated swine
production system [Caracterizacdo do perfil de resisténcia aos antimicrobianos de estirpes de
Salmonella enterica isoladas nas distintas fases de criagdo de um sistema de producéo
integrado de suinos]. 2022. 64 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, 2022.

Salmonella enterica is an important bacterial agent of zoonotic character that is widespread in
swine production systems. In view of the growth in the intensive use of antimicrobials in
animal production in recent years, the main objective of the present study is to evaluate the
evolution of the antimicrobial resistance profile of Salmonella enterica strains isolated in the
years 2012 and 2020, in an integrated swine production system in southern Brazil. Were
analyzed 145 strains of Salmonella enterica isolated in 2012 and 46 isolated in 2020. The
isolates were submitted to determination of the minimum inhibitory concentration, genotypic
characterization, and identification of the serotype and MLST by genome sequencing. The
isolation rate was 32.2% in 2012 and 10.2% in 2020. Considering the production phases, in
2012 the highest frequency of isolation was observed in unweaning piglets (67.3%), and in
2020 the highest isolation rate occurred in finishing animals (18%). The AFLP showed a
tendency to group the isolates according to the stages of production and serotype. An increase
in resistance rate to most antimicrobials was observed between 2012 and 2020. The highest
levels of resistance identified were against nalidixic acid, florfenicol, sulfadimethoxine,
ampicillin, oxytetracycline and amoxicillin/clavulanic acid. The serotypes with the highest
resistance rates were Typhimurium, 14,[5],12:i;-, Panama and Derby in 2012 and
Typhimurium, Derby, | 4,[5],12:i:- and London in 2020. Isolates from 2020 showed 91.3% of
multidrug resistance, against 80% in 2012. The results obtained indicate that despite the
reduction in Salmonella isolation rates in production system between 2012 and 2020, there
was an increase in the levels of resistance and multidrug resistance in evaluated strains. These
data indicate that actions were taken to control the pathogen, but among these actions, the use

of antimicrobials must have been intensified, leading to an increase in resistance rates.

Keywords: Swine Salmonellosis. Enterobacteriaceae. Multi-resistance. MIC. SE-AFLP.



1. INTRODUCAOE REVISAODE LITERATURA

A suinocultura brasileira vem ao longo dos ultimos anos sofrendo rapida modernizacao e
profissionalizacdo. O objetivo deste processo € produzir carne de alta qualidade, a fim de
atender os mais rigidos padrées dos mercados nacionais e internacionais, além de levar ao
aumento no volume produzido. Nesse contexto, o controle de microrganismos de origem
alimentar tornou-se um tema relevante em toda a cadeia produtiva. A importancia de certas
enfermidades nas unidades de producédo tem sido cada vez maior, pois podem diminuir a
produtividade e, consequentemente, a lucratividade do sistema (SOBESTIANSKY et al.,
2001).

A carne suina € a fonte de proteina animal mais produzida e consumida no mundo,
representando quase metade do consumo e da producdo de carnes, neste cenario o Brasil
ocupa o quarto lugar em producéo e exportacdo (ABPA, 2022). No Brasil, a carne suina é a
terceira fonte de proteina animal mais consumida, alcangcando cerca de 16,7 kg/habitante/ano.
Em 2021 a producdo brasileira de carne suina foi de 4,701 milhGes de toneladas, sendo que
24,19% foram destinados ao mercado externo. O maior importador foi a Asia tendo 75,16%
de participacdo. Segundo Gervasio (2016), essa condicdo de destaque da suinocultura se deve
a melhorias na sanidade, genética, biosseguridade, nutricdo, manejo adequado nas granjas,
producédo integrada, aprimoramento gerencial dos produtores e melhoramentos significativos
na area de reproducdo. Toda a performance do produto brasileiro esta fundamentada na
produtividade, qualidade de carcaca e nos parametros higiénico-sanitarios, isso fez com que o
Brasil adotasse medidas de controle para 0s microrganismos que representam riscos a
comercializagcdo, como no caso da Salmonella (CARDOSO, 2006).

O fardo das doencas transmitidas por alimentos é consideravel: todos os anos, de acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), quase 1 em cada 10 pessoas adoece e 33
milhdes de anos de vida saudavel sdo perdidos. A infec¢do por Salmonella é considerada uma
das quatro principais causas globais de doencas diarreicas (OMS, 2018). A infeccdo por
Salmonella enterica, transmitida por alimentos, € uma realidade na maior parte dos paises,
embora exista surtos associados ao consumo de diferentes alimentos, os produtos de origem
animal possuem um relevante papel como fonte de infeccdo para o consumidor (CASTILLO;
MARTINEZ; APODACA, 2008).

Entre esses microrganismos, aqueles que causam doencas entéricas em suinos tém-se
mostrado com alta relevancia e sdo constantemente observados em inimeras faixas etérias,
levando a grandes impactos, no mundo todo, para a industria de suinos (JACOBSON et al.,

2005). Cerca de trinta por cento das perdas econdmicas na suinocultura moderna esta
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associada a essas infec¢des (BURCH, 2000). InfeccBes entéricas tendem a gerar altas taxas de
mortalidade e morbidade; contudo, as perdas mais significativas sdo referentes a sequelas no
trato gastrintestinal dos suinos (MCORIST; GEBHART, 1999). A consequéncia destas lesdes
€ um atraso expressivo no crescimento dos animais, alem da diminuicdo da eficiéncia
alimentar e no alto custo com tratamentos e alimentacdo extras, que corresponde a cerca de
60% das despesas com antimicrobianos na suinocultura (JACOBSON et al., 2005; PEARCE,
1999).

Entre as bactérias que estdo envolvidas em disturbios entéricos, o género Salmonella
estd sempre presente e desempenha um papel importante como patégeno e reservatério de
genes de resisténcia antimicrobiana. Além disso, 0s suinos sdo portadores de varios sorotipos
de Salmonella, por isso também sdo importantes na transmissdo desse microrganismo aos
humanos; podendo ser uma fonte direta de infeccdo humana devido a eliminacdo de
Salmonella nas fezes, ou indiretamente por meio de manipuladores ou equipamentos, levando
a uma contaminacao cruzada entre carcacas ou produtos derivados (KICH et al., 2005; LIMA
et al., 2016). A espécie suina tem, portanto, se destacado como importante reservatorio para
diversos sorotipos de Salmonella e, assim, reafirmando a transmissdo desse organismo ao
homem através do consumo dos produtos e derivados ou pela contaminacdo cruzada com
outros produtos alimenticios (BRASIL, 2022).

Dentro da familia Enterobacteriaceae, o género Salmonella é formado por bastonetes
Gram-negativos, que ndo formam esporos, sdo anaerobios facultativos, reduzem nitratos a
nitritos, sdo oxidase negativos, fermentam glicose e raramente lactose (CLARK; GYLES,
1993). Os membros deste género sdo moveis por flagelos peritricos, exceto Salmonella
enterica ser. Pullorum e Salmonella enterica ser. Gallinarum. A faixa de temperatura para seu
crescimento esta entre 5°C e 46°C, com temperatura 6tima de 37°C, e a faixa de pH esta entre
3,8 e 9,5, sendo um valor 6timo entre 6,6 e 8,2. (QUADROS, 2018; RYAN, et al., 2017,
SILVA, etal., 2019).

Com excecdo da Salmonella sorotipo Typhi, produzem acido e gas a partir de D-
glicose e outros carboidratos. Além disso, sdo indol negativas, produzem é&cido sulfidrico
(H2S), e podem usar citrato como Unica fonte de carbono. Sobrevivem ao
congelamento podendo permanecer no ambiente em longos periodos, de meses a anos. Nao
sdo0 boas competidoras com outros microrganismos contaminantes em alimentos (HOLT;
KRIEG; SNEATH, 1994).
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No quadro 1 podemos observar a diferenca fenotipica das espécies e subespécies de
Salmonella. No quadro 2, encontra-se a caracterizagdo bioquimica entre S. Typhi, S. sorotipo
Paratyphi A e Salmonella enterica subespécie enterica (predominantes em isolamentos de

origens humanas e animais).

Quadro 1 - Caracteristicas fenotipicas das espécies e subespécies de Salmonella spp.

Espécies S. enterica subsp.

Aci < ()
Subespecies g % % .g g g S. bongori | S.subterranea
Caracteristicas o E S -_‘g é =
Dulcitol + + - = - d + +
ONPG (2h) - - + + - d + +
Malonato - + + + - - - -
Gelatinase - + + + + - + .
Sorbitol + + + + + - + -
Crescimento KCN - - - - + - + +
L(+) Tartarato® + - - - - - . +©
Galacturonato - + - + + + + ND
g-glutamyl transferase + ®) - + + + + + ND
b-glucuronidase d d - + - d - ND
Mucato 2+ i =5 -(70%) - I i ND
Salicina - - - - + - - ND
Lactose - - | -(75%) + (75%) - d - -
Lise-fago O, + + - + - + d ND
Habitat normal animais 232?#: Sangue frio e meio ambiente ?

Notas: (a): d-tartarato; (b): S. Typhimurium (d), S. Dublin (-); +: > 90% reagdes positivas; > 90% reagdes
negativas; (d): diferentes reacfes (sorovares); (e): crescimento sem producdo de &cido. Fonte: Brasil, 2011.
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Quadro 2 - Caracteristicas bioquimicas de S. Typhi, S. Paratyphi A e sorovaresde S. enterica subsp.
enterica mais frequentes.

S. Typhi S. Paratyphi A S. enterica subsp. enterica

Glicose (gas) - i "
Acido:

Dulcitol +/- +
Arabinose -1+ + +
Descarboxilacéo:

Lisina + - +
Ornitina - T+ +
Dehidrolagdo da Arginina +/- + +
Producdode H, S S -I(+) +
Citrato de Simmons - - +

Notas: +: positivo; - : negativo; (+) 75% positivo ap6s48 horas; *: fraco. Fonte: Brasil, 2011.

O género Salmonella é classificado com base na caracterizacdo de seus antigenos
somaticos de natureza lipopolissacaridea (O), flagelares de natureza proteica (H) e 0s
capsulares relacionados a viruléncia, sendo identificados até o presente momento 2610
sorotipos (GUIBOURDENCHE et al., 2010; MENDONCA, 2016). O antigeno O é resistente
ao alcool e ao calor, ja os antigenos capsulares sdo resistentes ao calor e os antigenos H séo
compostos por uma proteina denominada flagelina, que é termolabil, e pode ser inativada
lentamente pelo alcool, podendo ser  encontrada  tanto na  forma
simples como em duas formas separadas (difasica) (GUIBOURDENCHE etal., 2010).

A nomenclatura para o género Salmonella utilizada atualmente facilita a comunicagéo
entre profissionais da area da saude, microbiologistas, e 6rgaos oficiais de saude ja que sua
classificacdo é bastante complexa (BRENNER et al., 2000). A classificacdo taxondmica
adotada pelo CDC (Center of Disease Control and Prevention) e proposta por Popoff e Le
Minor (1997) compreende os seguintes dados: género, espécie, subespécie e sorotipo.

Nesta classificacdo o género divide-se em duas espécies, Salmonella enterica e
Salmonella bongori. A espécie Salmonella enterica é subdividida em seis subespécies:
enterica (1), salamae (1), arizonae (I11a), diarizonae (111b), houtenae (1) e indica (V). Seu
habitat natural é o trato intestinal de humanos e de outros animais, sendo a maioria das
estirpes patogénicas para humanos classificadas como Salmonella enterica subespécie
enterica (MENDONCA, 2016; NWABOR et al., 2015). A Salmonella bongori tem apenas

uma Unica subespécie denominada bongori (V) (Quadro 3).
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Quadro 3 - Espécies, subespécies e nimero de sorotipos conhecidos no género Salmonella.

Salmonella (espécies e subspécies) N. de sorotipos em cada subspécie
S. enterica subsp. enterica (1) 1547

S. enterica subsp. salamae (I1) 513

S. enterica subsp. arizonae (l11a) 100

S. enterica subsp. diarizonae (111b) 341

S. enterica subsp. houtenae (1V) 73

S. enterica subsp. Indica (V1) 13

S. bongori (V) 23

Total 2610

Fonte: GUIBOURDENCHE et al., 2010.

Os diferentes sorotipos de Salmonella sdo capazes de causar doencas sistémicas
associadas a certas especies animais, como: Salmonella enterica sorotipo Choleraesuis em
suinos; Salmonella enterica sorotipo Pullorum e Salmonella enterica sorotipo Gallinarum em
aves; Salmonella enterica sorotipo Dublin em bovinos; Salmonella enterica sorotipo Typhi
em humanos. Alguns sorotipos como Typhimurium e Enteritidis podem causar doenca
gastrointestinal em amplo espectro de hospedeiros (VOLF et al., 2012).

Salmonella continua a ser uma causa significativa de doencas transmitidas por
alimentos na medicina humana (HARRISON et al., 2022). A infec¢do por Salmonella é
encarada como a zoonose mais veiculada do mundo, sendo a principal causa de gastroenterite
em humanos associada ao consumo de alimentos de origem animal (TORPDAHL et al.,
2006). Salmonella Typhimurium é o sorovar mais comum encontrado em suinos que causa
salmonelose de origem alimentar (CDC, 2013). Em humanos, diferentes doencas podem ser
observadas dependendo do sorotipo de Salmonella envolvidos, levando a quadros de
salmonelose ndo tifoide e febre tifoide (BRASIL, 2022).

Apesar do papel bem conhecido da Salmonella como doenga transmitida por alimentos
(DTA’s), é dificil estimar a incidéncia de DTA’s devido a falta de uma relacéo estrita com os
alimentos (FLINT et al., 2005) e uma série de limitagbes como: as pessoas nem sempre
procuram ajuda quando sdo infectadas; e nem todos os casos positivos sdo notificados e
compartilhados em bancos de dados, isso leva a subnotificagbes dessas ocorréncias de
quadros gastrointestinais (CARDOSO; CARVALHO, 2006; KUMAR et al., 2009;
MENESES, 2010). Poucos paises relatam dados completos sobre a ocorréncia de salmonelose
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na populacdo e o impacto econémico ocasionado (STEVENS; HUMPHREY; MASKELL,
2009; MAJOWICZ et al., 2010).

O CDC (Centro de Controle e Prevencdo de Doencas) relata a Salmonella como a
segunda principal causa de doencas transmitidas por alimentos nos Estados Unidos e a
principal causa de hospitalizacdes e mortes (HARRISON et al., 2022). Estima-se que 1,3
milhdo de casos de doencas transmitidas por alimentos, 26.500 internagdes, 420 mortes
ocorram anualmente nos Estados Unidos, com um 6nus econdémico estimado em US$ 3,7
bilhdes (CDC, 2022). Houve 91.662 casos de salmonelose humana confirmados em 2017 na
Unido Europeia (AUTHORITY et al., 2017). Presume-se que mundialmente exista 93
milhdes de casos/ano de gastroenterites provocadas por Salmonella e 155 mil resultando em
mortes (MAJOWICZ et al., 2010). Na Uni&o Europeia, séo notificados mais de 90.000 casos
de salmonelose em humanos todos o0s anos, cerca de 8.000 destes no Reino Unido (PUBLIC
HEALTH ENGLAND, 2014).

Na Europa, a salmonelose foi a segunda doenca transmitida por alimentos mais
frequente, com cerca de 87.923 casos humanos confirmados em 2019; os sorovares S.
Enteritidis (50,3%), S. Typhimurium (11,9%) e S. Typhimurium monofasico (8,2%) foram os
mais relatados entre os casos (EFSA, 2021).

No Brasil, em 2018, 503 surtos de doencas transmitidas por alimentos (DTA’s) foram
notificados, com 6.803 doentes, 731 hospitalizados, 9 oObitos relacionados (BRASIL, 2019).
Segundo Finger et al. (2019), entre os anos de 2000 e 2018, Salmonella spp. foi o patdgeno
mais frequente associados a surtos. De acordo com 0 MAPA (2018) ela tem sido associada a
aproximadamente 34,1% dos surtos notificados entre os anos 2000 e 2017.

No entanto, deve-se destacar que devido a subnotificacbes das ocorréncias de
infeccOes gastrointestinais sem necessidade de internacdo esses dados podem estar
incompletos, somado a isso, vale ressaltar que, no Brasil, ndo ha obrigatoriedade de
notificacdo de doencas transmitidas por alimentos. Além disso, os relatérios oficiais do Brasil,
ndo fornecem a identificacdo de sorovares de Salmonella. Ainda assim, segundo Campioni et
al. (2018), o sorovar mais prevalente, isolado de surtos de origem alimentar do final dos anos
1980 ao inicio dos anos 2000, foi a S. Enteritidis. A legislacdo brasileira estabelece a auséncia
da Salmonella em 25g de amostra analisada, por isso o isolamento do agente em alimentos
inviabiliza seu consumo e comercializacdo (ANVISA, 2001).

Os produtos de origem animal desempenham um papel notavel como fonte de
infeccdo, principalmente a carne suina e seus derivados, pois sdo alimentos muito sensiveis a

contaminagdo por Salmonella, esse fato esta correlacionado a dificuldade de manter os lotes
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de suinos livres desse agente nos sistemas verticais de producéo e distribuicdo (CASTAGNA
et al., 2004b).

Um baixo nimero de bactérias vidveis € necessario para causar a infeccdo em
humanos, além disso, as condi¢Ges de armazenagem, distribuicdo e preparacdo dos alimentos
podem favorecer a multiplicacdo do agente. Fatores como manipulacdo de alimentos e o
consumo de produtos carneos malcozidos elevam a probabilidade de contaminacéo.

A dose infectante do agente no alimento pode variar de acordo com o status
imunoldgico do hospedeiro, com a viruléncia da estirpe e com a composi¢cdo quimica do
alimento, desta forma recém-nascidos, criancas e idosos tornam-se mais vulneraveis a
infeccdo devido a imaturidade ou debilitacdo do sistema imunolégico (KOTTWITZ et al.,
2008).

Em humanos a dose infectante varia de 10° a 108 UFC/g, no entanto, em pacientes
imunossuprimidos, doses infectantes < 10° sdo descritas para certos sorovares associados a
surtos (BRASIL, 2011). Para estirpes ndo tifoides, o periodo de incuba¢do em humanos € de
12 a 72 horas. A infeccdo ocorre via fecal-oral e a manifestacdo clinica inclui quadros
entéricos agudos ou cronicos. Os sintomas mais comuns sdo febre, dor abdominal, diarreia,
néusea e, algumas vezes, vomito, que podem perdurar por até 7 dias. Na maioria dos casos a
recuperacdo € espontanea (CDC, 2022).

Porém, em casos severos de infeccbes sistémicas, € preciso 0 uso de antimicrobianos,
sendo que por muitos anos ampicilina, sulfametoxazol-trimetoprim e cloranfenicol foram os
ativos mais recomendados (DE SOUZA et al., 2010). Por esse motivo, ao longo do tempo, as
taxas de resisténcia a esses agentes tém se tornando cada vez maiores, reduzindo
significativamente sua eficacia. Em consequéncia, passou-se a utilizar cefalosporinas de
amplo espectro e fluoroquinolonas (LIMA et al., 2016).

O impacto da infeccdo por Salmonella, em suinos, estd ligada a dois fatores: a
manifestacdo clinica da doenca propriamente dita, e a presenca do agente em carcagas e/ou
produtos derivados que sdo capazes de causar intoxicacdo alimentar em humanos
(CASTAGNA et al., 2004b; SCHWARTZ, 2000).

As infeccbes pelo agente ocorrem principalmente por via fecal-oral. A transmisséo
dentro do lote se d& de forma dindmica, visto que existem diversas fontes de infeccdo e
diferentes momentos em que as bactérias sdo eliminadas. A excre¢do de fezes contaminadas
pelos animais, auséncia de limpeza ou falhas no protocolo de desinfec¢do, vazio sanitério
insuficiente, presenca de vetores como roedores e moscas, racdo e agua contaminados, e
biosseguridade negligenciada, estdo entre os principais motivos de perpetuagdo do agente no

rebanho (KICH etal., 2017).
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Os suinos podem permanecer como portadores assintomaticos por um periodo
indeterminado, isso representa uma fonte de contaminacdo para carcaca, ja que a infeccdo
pode ocorrer por diversos sorotipos que ndo causam a doenca propriamente dita. Desde o
transporte até o abatedouro, assim como nas baias de espera pré-abate, se expostos a situacdes
estressantes como transporte e mistura de lotes, os suinos eliminam a bactéria através das
fezes e contaminam, além de animais livres, o proprio ambiente (BESSA; COSTA,
CARDOSO, 2004; CASTAGNA et al., 2004b; KICH etal., 2017; SCHWARTZ, 2000).

Supde-se que cerca de 10% do total de casos de salmonelose sejam associados a
produtos de origem suina (SILVA et al., 2016). Mais de 50% das operacGes de suinos nos
EUA sdo positivas para Salmonella enterica de acordo com o National Animal Health
Monitoring System (NAHMS) (USDA, 2019). Outros estudos mostraram que a prevaléncia
de S. enterica é ainda maior (BAHNSON et al., 2006). Iwu et al., (2016) analisando amostras
fecais em rebanhos de suinos adultos em duas fazendas comerciais na Africa do Sul,
concluiram que suinos saudaveis sdo potenciais reservatorios de
Salmonella multirresistente que pode ser transmitida aos humanos atraves da cadeia
alimentar.

De acordo com Rodriguez et al. (2006) ao avaliar a disseminacdo de Salmonella
enterica nas fazendas destinadas a producdo de carne bovina, leiteira, frangos e suinos, 0s
patogenos foram isolados trés vezes mais (57,3%) nos rebanhos de suinos do que em outras
espécies. Além disso, variedade de sorotipos de Salmonella enterica isolados das amostras
coletadas nos rebanhos de suinos, foi maior em relacdo as outras producdes. 1sso sugere que
as granjas de suinos podem ser reservatorios de Salmonella enterica mais importantes em
comparacdo com outros tipos de producdo, tornando a carne suina uma fonte significativa de
salmonelose.

Em todas as fases de producdo podem existir suinos portadores de Salmonella; porém,
geralmente, as Unidades produtoras de leitGes sdo as acusadas pela disseminacgdo da doenca.
Isso se da por conta da mistura de animais e de lotes provenientes de diferentes
estabelecimentos, que constituem um importante fator de risco para a contaminagao tanto dos
individuos quanto do ambiente, somado a isso, sabe-se que a incidéncia da doenca em animais
jovens costuma ser elevada (CARDOSO; SILVA,2011).

Kich et al. (2017) relatam que a salmonelose em suinos afeta animais entre cinco
semanas e quatro meses de vida, nas fases de creche, crescimento e inicio da terminacéo,
levando a sinais clinicos relacionados a diarreia/enterocolite (S. Typhimurium) ou septicemia
(S. sorotipo Choleraesuis). No entanto, mesmo sem apresentar manifestagdes clinicas, o0s

animais adultos também podem carrear a bactéria por longos periodos, esse fato é de extrema
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relevancia pois essa condicdo permite a manutencdo da doenca na granja (JACKSON;
COCKCROFT, 2007).

Vérios estudos reportam que um ndmero significativo de animais sdo portadores de
Salmonella spp. assim que chegam ao abatedouro. O trato intestinal e os linfonodos
associados frequentemente estdo contaminados pelo agente, configurando uma fonte de
contaminacdo que podem se disseminar pelo abatedouro e contaminar carcagas, ambiente,
equipamentos e utensilios (DICKSON et al., 2008). A porcentagem de carcacas contaminadas
por Salmonella spp. estar ligada ao nimero de suinos portadores que entram no abatedouro
segundo Baptista & Nielsen, (2010). E impossivel ndo correlacionar suino portador ao risco
de contaminacdo do ambiente de abate, desta forma, quanto maior a prevaléncia de suinos
portadores no abate, maior a contaminacdo das carcagas. Sendo desse modo, mais dificil de
controlar a contaminacdo da carne em todas as etapas que envolvem o processo do abate
(BERSOT, 2005).

A variabilidade da prevaléncia de Salmonella em carcacas de carne suina é
comumente relatada em todo o mundo, variando de 2,4% na Europa (EFSA, 2017), 13,8% na
Alemanha (METHNER et al., 2011), 39,7% na Espanha (ARGUELLO et al., 2012), 30% no
Reino Unido (BOLTON et al. 2013) a mais de 35% na China e Camboja (RORTANA etal.,
2021; ZHU et al., 2019). A presenca de Salmonella em sistemas de producdo de suinos é uma
preocupacdo mundial, tanto por questBes de satde publica quanto pelas barreiras econémicas
impostas pela presenca desse agente em produtos (SPRICIGO et al., 2008). Em um estudo
realizado por Xu et al. (2020), no sul da China, dos anos de 2009 a 2016, um total de 604
isolados de Salmonella foram recuperados de 3.340 amostras de carne. Dessas amostras
positivas, 269 (29,53%) eram de carne suina e tiveram a maior taxa de isolamento, além de
apresentarem a maior diversidade (5 sorotipos).

Estudos no Brasil, empregando métodos bacteriolégicos convencionais, indicaram
uma prevaléncia que variou de 16,6% (SILVA et al., 2009) a 83,33% (CASTAGNA et al.,
2004). Bessa, Da Costa e Cardoso (2004), no Rio Grande do Sul, relatam que a prevaléncia de
suinos portadores de Salmonella enterica em linfonodos mesentéricos e contetdo intestinal,
durante o abate, foi de 55,6%, com identificacdo de 26 sorovares diferentes. Outro estudo
realizado no sul do pais apontou as granjas de suinos como a principal fonte de infeccéo para
a contaminacdo detectada ao abate, com prevaléncia de 71,6% por isolamento bacteriologico
e de 77,8% pela avaliagdo sorolégica (SCHWARZ, 2009). Uma prevaléncia menor foi
encontrada no estado do Mato Grosso, onde Silva et al. (2009), detectaram 16,6% das

amostras de linfonodos mesentéricos e tonsilas positivas para Salmonella enterica,

18



identificando 14 sorovares, sendo o0s mais frequentes S. sorotipo Derby (16%), S.
Typhimurium (14%) e S. sorotipo London (12%).

Na cadeia de producdo de suinos, a contaminacdo por Salmonella tem duas
caracteristicas: primeiro, a presenca de sorotipos patogénicos que causam gastroenterite e
sepse em suinos; e segundo, a presenca de sorotipos que podem causar doencgas em humanos e
outros animais, mas nao em suinos (BOTTELDOORN et al., 2003; KICH e CARDOSO
2012). Portanto, mesmo que o género Salmonella seja parte da microbiota entérica dos suinos,
sorovares potencialmente patogénicos estdo frequentemente envolvidos nas infeccbes de
origem alimentar em humanos, 0 que caracteriza uma ameaca Séria para a saude publica
(CHIU et al., 2004).

Entre os sorovares com maior potencial de risco a salde publica, destacam-se: S.
Typhi, para a qual ndo ha reservatorios animais, sendo a forma de disseminacéo interpessoal,
através da agua e alimentos contaminados com material fecal humano (SHINOHARA et al.,
2008); e S. Paratyphy, que causa a febre paratifoide (BARROS et al., 2002), onde os sintomas
clinicos sdo mais brandos (SHINOHARA et al., 2008). Rodrigues et al. (2014), descrevem
Salmonella Typhimurium como o principal sorotipo envolvido em casos de salmonelose, em
humanos e em animais, tornando-se relevante no Brasil, devido a sua presenca em suinos e
alimentos para consumo humano.

Para garantir a seguranca dos alimentos que chegam aos consumidores, Silva et al.
(2016), descrevem que cuidados como limpeza, desinfeccdo e biosseguranca devem ser
aplicados desde cedo, comecando pelo produtor de leitdes, passando pelo transporte
adequado, reduzindo a superlotacdo, e terminando no abate com medidas higiénico-sanitarias
rigorosas, uma vez que a Salmonella esta presente em todas as etapas da cadeia produtiva de
suinos.

Com a intensificacdo dos sistemas de produgdo, o uso de antimicrobianos de modo
profilatico se tornou cada vez mais frequente, havendo cada vez mais relatos do isolamento de
estirpes resistentes a multiplos antimicrobianos (VAN BOECKEL et al., 2015).

De acordo com o estudo de Mellor et al. (2019) comparando o perfil de resisténcia a
antimicrobianos de S. Typhimurium isolados de suinos, bovinos e aves, entre os anos de 2003
e 2014 no Reino Unido, os autores afirmam que os isolados de origem suina apresentaram
maior diversidade de perfis de resisténcia e maior taxa de multirresisténcia quando
comparados com os demais isolados.

Varios estudos abordam a caracterizacdo de estirpes de origem suina ou isoladas de
carne. No estudo de Meneguzzi et al. (2017), os principais sorovares encontrados foram

Typhimurium e Choleraesuis, sendo que gquatro cepas apresentaram resisténcia a apenas um
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antimicrobiano e 76,5% foram consideradas multirresistentes. Além disso, Santos et al.
(2016) relataram a ocorréncia de S. Choleraesuis em surtos com distirbios respiratorios e
circulatorios em suinos oriundos de nove estados durante os anos de 2013 a 2015 no Brasil.

Considerando a importancia da carne suina e derivados na transmissdo de Salmonella
aos humanos, e a crescente prevaléncia de resisténcia antimicrobiana em Salmonella,
incluindo a Gltima geracdo de medicamentos usados em terapia humana, ressalta ainda mais a
necessidade de pesquisas para avaliar continuamente a circulacdo de cepas resistentes, pois
essas caracteristicas podem se espalhar para outras espécies ou ecossistemas (LIMA et al.,
2016).

Ha diferentes metodologias para deteccdo de Salmonella spp. tanto em fezes como em
tecidos, que sdo usadas a fim de diagnéstico ou para estudos epidemioldgicos. A cultura do
agente, considerada a técnica de referéncia para identificacdo do agente, geralmente é
realizada a partir das fezes e tecidos (GALLAND et al., 2000). No entanto, o isolamento do
agente tem suas limitagdes, ja que a presenca da bactéria nas fezes ou linfonodos indica a
excre¢do do agente pelo animal no momento da amostragem, e ndo necessariamente que a
ocorréncia esta relacionada a um quadro clinico de salmonelose. Outros fatores como a baixa
sensibilidade do método de cultura e a eliminacdo fecal intermitente de poucas unidades
formadoras de coldnia (UFC) no caso de animais portadores assintomaticos, sdo pontos
negativos para a cultura bacteriana (GALLAND et al., 2000; NIELSEN et al., 1995).
Algumas células bacterianas podem apresentar menor viabilidade o que dificulta o seu
crescimento in vitro, além do mais, os agentes da microbiota podem disputar 0 meio de
cultura com a Salmonella, determinando a baixa sensibilidade datécnica (CARDOSO, 2006).

Para melhorar a taxa de sucesso de isolamento, recomenda-se uma metodologia de trés
passos: pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo e isolamento em meio sélido seletivo. O
pré-enriquecimento visa restaurar as células danificadas, € feito a incubacgdo inicial das
amostras em meio ndo seletivo. O enriquecimento seletivo tem por objetivo suprimir a
microbiota residente e gerar a proliferacdo do agente, e 0 meio solido seletivo é projetado para
promover o desenvolvimento de coldnias com caracteristicas morfologicas que permitam a
selecdo do agente, para depois fazer a confirmacdo bioquimica ou molecular (DE PAIVA et
al., 2006).

Outros métodos de deteccdo tém sido sugeridos como a reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) e uso de anticorpos marcados, com o proposito de reduzir o tempo de
processamento no laboratorio (SCHWARTZ, 2000). A PCR pode ser utilizada tanto para a
deteccdo do agente diretamente em amostras clinicas, como para identificacdo do género e

sorotipo, assim como na identificacdo de genes de viruléncia e resisténcia antimicrobiana.
20



Uma alternativa aos métodos convencionais de subtipagem, é o uso da espectrometria
de massa MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption—lonization Time-of-Flight), um
método rapido e reprodutivel para identificacdo bacteriana com alta sensibilidade e
especificidade e com custo minimo (PERSAD et al., 2022). Este método confere algumas
vantagens: identificacdo rapida, pois a preparacdo da amostra é simples, medicdo rapida e
automatizada, e identificacdo robusta, sensivel e precisa para investigacdes microbianas em
nivel de género e espécie, enquanto o nivel de subespécie ainda € obscuro (MANGMEE et al.,
2020).

Muito se tem trabalhado para desenvolver métodos moleculares que permitam a
subtipagem de agentes bacterianos. Estes variam desde a analise de mutagcdes pontuais em
sitios de cortes enzimaticos ao uso de técnicas de sequenciamento de DNA (NAIR et al.,
2014). Entre os métodos que utilizam enzimas de restricdo, existem técnicas com
reprodutibilidade, especificidade e poder de discriminacdo variavel. Muitas das técnicas tém
sido descritas na discriminacdo de amostras de Salmonella fenotipicamente semelhantes com
sucesso (HUNT; ADLER; TOWNSEND, 2000).

A eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) foi considerada o método padrdo ouro
para subtipagem epidemioldgica de cepas de Salmonella por muitos anos, isso porque é uma
técnica reprodutivel, com bom poder discriminatorio e foi amplamente utilizada para estudos
epidemioldgicos e na caracterizacdo de isolados provenientes de diferentes espécies
(GIAMMANCO et al., 2007). Outro método descrito na literatura ¢ o polimorfismo do
comprimento de fragmentos amplificados (AFLP), baseado na restricdo do DNA bacteriano
com um ou duas enzimas de restricdo, seguida da amplificacdo dos fragmentos de DNA
(SAVELKOUL et al., 1999). O AFLP tem a capacidade de revelar variagbes em todo o
genoma, amplificando seletivamente um subconjunto de fragmentos de restricdo para
comparacdo. Os fragmentos de restricdo analisados sdo pequenos, e mesmo mutacgdes de 1pb
podem ser detectadas. O uso de diferentes conjuntos de enzimas de restricdo ou diferentes
combinacOes de primers pode gerar um grande namero de perfis no AFLP (LAN; REEVES,
2007).

Atualmente com o desenvolvimento de técnicas de sequenciamento genémico, a avaliagdo
dos genes codificadores de marcadores antigénicos para sorotipos, STs, genes de viruléncia,
resisténcia a antimicrobianos e outras caracteristicas bacterianas podem ser obtidas de forma
mais imediata e econdmica. Esta metodologia aliada a grandes bancos de dados internacionais
vem desencadeando grandes avangos para 0s estudos epidemioldgicos, programas de
monitoria e descrigcdo de surtos de salmonelose (ASHTON et al., 2016; BALE et al., 2016).
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OBJETIVOS

Isolamento de Salmonella enterica a partir de 450 amostras de fezes de suinos de

diferentes idades de um sistema de producéo integrado de Santa Catarina;

Reativacdo de uma colecdo de estirpes de Salmonella enterica provenientes do mesmo

sistema integrado de producéo isoladas em 2012.

Identificacdo dos isolados de Salmonella enterica pelo método de espectrometria de

massa;
Caracterizacdo do perfil de resisténcia a antimicrobianos pela determinagdo da
concentracdo inibitoria minima (CIM);

Caracterizacdo das estirpes de Salmonella enterica através da andlise do Polimorfismo
do Comprimento de Fragmentos Amplificados (SE-AFLP);

Caracterizagdo genbmica de Salmonella enterica a partir da identificagdo das
sequéncias tipo (STs - MLST) e sorotipagem;

Comparacéo entre os perfis fenotipicos e genotipicos nas estirpes isoladas em 2012 e
2020.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Um total de 145 estirpes de Salmonella enterica isoladas em 2012 a partir de 450
amostras de fezes de animais de diferentes fases de producdo (fémeas gestantes e lactantes,
leitGes de creche e leitdes de terminacdo) de um sistema de integracdo do Estado de Santa
Catarina foram avaliadas no estudo.

Foram coletadas 450 amostras de fezes de animais de diferentes fases de producdo
(fémeas gestantes e lactantes, leitdes de creche e leitdes de terminacdo) dos mesmos
produtores pertencentes ao mesmo sistema de integragdo do Estado de Santa Catarina e as

amostras foram submetidas ao isolamento de Salmonella enterica.

3.2 Bacteriologico

O isolamento bacteriano foi realizado a partir das amostras de fezes. As fezes foram
pesadas e 1 g foi semeado em 10 mL de caldo tetrationato com iodo, incubado a 37° C por 24
h em aerobiose. Apds esse periodo, 10 puL do caldo foi semeado em Chromagar Salmonella,
agar MacConkey e agar XLT4, incubados a 37° C por 24 h em aerobiose. Colbnias lactose
negativa (dgar MacConkey), as que apresentaram precipitacdo de H2S (meio XLT4) e as de
coloracdo roxa no CHROMagar™ Salmonella foram semeadas em caldo BHI para
identificacdo pela espectrometria de massa MALDI-TOF.

As estirpes de Salmonella entérica previamente isoladas e mantidas em estoque na
colecdo do Laboratério de Sanidade Suina foram semeadas em placas de agar MacConkey,
Chromagar Salmonella e agar XLT4, as colbnias com morfologia caracteristica foram
identificadas pelo MALDI-TOF.

3.3 Identificacdo das estirpes por MALDI-TOF

O volume de 1 mL do cultivo bacteriano em caldo BHI foi centrifugado a 5.000 rpm
por 5 min. O sobrenadante foi descartado; o pélete recebeu 300 ul de dgua ultrapura e 900 pl
de etanol, foi agitado e em seguida os tubos foram centrifugados a 13.000xg por 2 minutos.
Apoés descartar o sobrenadante, os sedimentos foram secos em temperatura ambiente. Aos

sedimentos, foram adicionados 50 ul de &cido formico (70%), e 50 ul de acetonitrila (100%).
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A mistura foi novamente centrifugada a 13.000xg por 2 minutos e o sobrenadante foi
transferido a um microtubo novo e armazenado a -20°C.

O resultado foi analisado no espectrofotbmetro de massa Microflex™ (Bruker
Daltonik) da CETESB (Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo), com o auxilio
técnico da Dra. Maria Inés Zanoli Sato e sua equipe. A identificacdo bacteriana foi realizada
utilizando o programa BioTyper™ (MALDI Biotyper CA Systems) 3.0 (Bruker Daltonik) a
partir do qual foi realizada uma comparacdo dos espectros capturados para cada estirpe com a
biblioteca do fabricante. Os critérios para interpretacdo utilizados neste estudo sdo os que
seguem: escores > 2.0 foram aceitos para atribuicdo de espécie, e escores > 1.7 e < 2.0 foram

utilizados para identificacdo de género.

3.4 Perfis de resisténcia a antimicrobianos

Para avaliar a resisténcia a antimicrobianos das estirpes estudadas foi utilizada a
técnica de microdiluicdo em caldo, seguindo padrdes descritos no documento VET01S-CLSI
(2020). A determinacdo da concentracdo inibitéria minima foi conduzida com o painel de
antimicrobianos descrito na Figura 1. As identificacGes das siglas utilizadas e respectivas
informac0es estdo apresentadas no Quadro 4.

O preparo do inoculo foi realizado com o cultivo das estirpes em caldo BHI (Difco)
incubado por 24 horas a 37° C. O cultivo teve a turbidez ajustada com solucéo salina estéril de
para obtencdo de turbidez dptica semelhante solu¢do 0,5 de McFarland, sendo em seguida
avaliada em espectrofotémetro (0,150 a 600 nm). ApoGs 0 ajuste, a suspensdo bacteriana foi
diluida na ordem de 1:1000 em caldo Mueller Hinton Il (Difco), a fim de se obter uma
concentracédo final de 5 x 10° UFC/mL. O volume de 50 pL desta suspensdo foi distribuido
nas microplacas contendo os antimicrobianos. As placas foram seladas com adesivo estéril e
incubadas por 24 horas a 37 °C. Foram utilizadas como controles internos de qualidade as
estirpes Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 29213, conforme
preconizado pelo documento VET01S-CLSI (2020).

O critério de multirresisténcia descrito por Schwarz et al. (2010) foi utilizado para
classificacdo das estirpes, sendo consideradas multirresistentes aquelas com resisténcia a trés

ou mais classes de antimicrobianos.
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Figura 1 - Descricdo da microplaca contendo os antimicrobianos que foram utilizados para
determinacdo da concentracdo inibitéria minima.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 + + -
TIO AUG AUG AUG AUG AUG AUG AUG MERO AZI CHL NAL
A 8 64/32 32/16 16/8 8/4 4/2 2/1 1/0,5 0,25 64 64 128
TIO AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP MERO AZ| CHL NAL
B 4 64 32 16 8 4 2 1 0,5 32 32 64
TIO FOS FOS FOS FOS FOS FOS FOS MERO AZI CHL NAL
C 2 512 256 128 64 32 16 8 1 16 16 32
D TIO SUL SUL SUL STX STX MERO MERO MERO AZI CHL NAL
1 1024 512 256 4/76 2/18 8 4 2 8 8 16
TIO MAR MAR MAR MAR MAR MAR MAR MAR AZ| CHL NAL
E 0,5 8 4 2 1 0,5 0,25 0,12 0,06 4 4 8
TIO CIp CIp CIp CIp CIp CIP CIp CIp NEO NEO NEO
F 0,25 8 4 2 1 0,5 0,25 0,12 0,06 16 8 4
GEN GEN GEN GEN GEN GEN GEN coL coL coL coL coL
G 32 16 8 4 2 1 0,5 16 8 4 2 1
FFN FFN FFN FFN FFN OXI OXI OXI OXI OXI
H 8 4 2 1 0,5 32 16 8 4 2 POS POS

Quadro 4 - Lista de antimicrobianos testados e amplitude de concentracdes avaliadas para as

diferentes classes.

Sigla Antimicrobiano Amplitude (pg/mL) Classe
TIO Ceftiofur 0,25-8
AUG Amoxicilina/ acido clavulanico 1/05- 32/64 - Lactamico
AMP Ampicilina 1-64
MERO Meropenem 0,25-8 Carbapenémicos
FOS Fosfomicina 8-512 Antibidtico fosfénico
OXI Oxitetraciclina 2-32 Tetraciclina
CHL Cloranfenicol 4-64 o
. Fenicois
FFN Florfenicol 0,5-8
NAL Acido Nalidixico 8-128
CIP Ciprofloxacina 0,06-8 Quinolonas
MAR Marbofloxacina 0,06-8
GEN Gentamicina 0,5-32 ] o
. Aminoglicosideos

NEO Neomicina 4-16
AZI Azitromicina 4-64 Macrolideos
COL Colistina 1-16 Polimixina
SUL Sulfameditoxima 2561024 .

. . Sulfonamidas
STX Sulfa/ Trimetoprim 2/18 - 4/76

POS - poco com cultura bacteriana sem antibidtico (controle positivo).

25



3.5 Polimorfismo do comprimento de fragmentos amplificados (SE-AFLP)

O protocolo descrito por Boom et al. (1990) foi empregado na extracdo do DNA
bacteriano. O DNA extraido foi armazenado a -20°C até o processamento. Para a analise de
SE-AFLP foi utilizado o protocolo de McLauchlin et al. (2000) com restricdo Unica pela
enzima Hindlll (New England Biolabs). Os fragmentos de DNA foram detectados pela
eletroforese a 90V por 4 horas em gel de agarose (2%) corado com BlueGreen® (LGC
Biotecnologia). As imagens foram capturadas pelo sistema Gel Doc XR sob ilumina¢do UV
(Bio-Rad Laboratories). Os fragmentos foram identificados com base no marcador de peso
molecular 100 pb DNA Ladder (New England BioLabs).

A andlise de agrupamento dos perfis de restricdo da SE-AFLP foi realizada com o
programa Bionumerics 7.6 (Applied Maths). Os dendrogramas foram obtidos utilizando o
coeficiente de Dice e 0 método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean). A distincdo dos perfis/grupos de SE-AFLP foi realizada com o ponto de corte de 90%
de similaridade genética (VAN BELKUN etal., 2007).

3.5 Sequenciamento do genoma

As estirpes foram submetidas ao sequenciamento do genoma completo. O DNA
genémico foi extraido com o kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN) e foi utilizado para
preparo de biblioteca com Nextera™ DNA Sample Prep Kit (Illumina®) e sequenciamento
paired-end com fragmentos de 300 pares de bases pela plataforma Illumina® MiSeq. Para
andlise inicial do sequenciamento foram utilizados os programas FastQC 0.10.0 (Babraham
Bioinformatics) e CLC Genomics Workbench 7.5 (CLC Bio / QIAGEN).
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4. RESULTADOS

Foram avaliadas 145 estirpes de Salmonella enterica isoladas de 145 animais, dentre
0s 450 animais avaliados no ano de 2012 de um sistema integrado de produgéo (32,2%). Estas
estirpes foram descongeladas e tiveram sua identificacdo confirmada pelo MALDI-TOF MS.
O isolamento realizado em 2020, a partir de 450 amostras de fezes de produtores pertencentes
ao mesmo sistema de integracdo, permitiu a identificacdo de 46 estirpes (10,2%) de
Salmonella enterica (46 animais).

No presente estudo, a taxa de isolamento de Salmonella enterica em suinos no ano de
2012 em fémeas foi de 16% (n=24/150), em leitbes de creche foi de 67,3% (n=101/150) e em
leitdes em fase de crescimento e terminacdo foi de 13,3% (n=20/150). J& no ano de 2020, o
isolamento em fémeas foi de 10,7% (n=16/150), nos leitdes de creche foi de 2% (n=3/150) e

em fase de crescimento/terminacgdo foi de 18% (n=27/150), conforme o grafico 1 e grafico 2.

Grafico 1 - Frequéncia de animais positivos para isolamento de Salmonella enterica nas trés
fases de producéo avaliadas nos diferentes periodos.
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Grafico 2 — Numero de animais positivos para isolamento de Salmonella enterica nas
diferentes fases de producado e de acordo com o ano de isolamento.
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enterica
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Os sorotipos encontrados nas fémeas no ano de 2012 foram: Typhimurium (29,2%),
London (25%), Derby (20,8%), Anatum (12,5%), Panama (8,3%) e Brandenburg (4,2%). Ja
no ano de 2020, foram encontrados seis sorotipos em fémeas, sdo eles: Derby (43,8%),
London (25%), Anatum (12,5%), Brandenburg (6,3%), Senftenberg (6,3%) e 14,[5],12:d:-
(6,3%), conforme apresentado na tabela 1 e no grafico 3.

Em leitdes de creche, no ano 2012, os sorotipos encontrados foram: Typhimurium
(67,4%), | 4,[5],12:i:- (18,8%), Derby (3%), Anatum (1%), Brandenburg (1%), Molade (1%)
e Schwarzengrund (1%). Ja em 2020, encontrou-se somente trés sorotipos: Salmonella
enterica 14,[5],12:i:- (33,3%), Anatum (33,3%) e Typhimurium (33,3%), conforme
apresentado na tabela 1 e no gréafico 4.

Em leitGes de crescimento e terminacdo foram encontrados somente trés sorotipos no
ano 2012, Typhimurium (55%), 14,[5],12:i:- (25%) e Panama (20%). J& no ano 2020 apenas
dois, Typhimurium (85,2%) e 14,[5],12:i:- (14,8%), conforme apresentado na tabela 1 e no
grafico 5.
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Tabela 1 — Distribuicdo dos isolados de Salmonella enterica nas diferentes fases de producao
conforme o ano de isolamento.

2012 Sorotipo ST N %
Anatum 64 3 12,5
Brandenburg 65 1 4,2
E8meas Derby 40 5 20,8
London 155 6 25,0
Panama 48 2 8,3
Typhimurium 19 7 29,2
24
Anatum 64 1 1,0
Brandenburg 65 1 1,0
Derby 40 3 3,0
| 4,[5],12:i:- 19 19 18,8
Leitdes de creche Molade 544 . 1,0
Panama 48 7 6,9
Schwarzengrund Novel ST E 1 1,0
Typhimurium Novel ST B 1 1,0
Typhimurium 1921 3 3,0
Typhimurium 19 64 63,4
101
| 4,[5],12:i:- 19 5 25,0
. N Panama 48 4 20,0
Crescimento/ terminacdo .
Typhimurium 19 10 50,0
Typhimurium 1921 1 50
20
2020 Sorotipo ST N %
Anatum 64 2 12,5
Brandenburg 65 1 6,3
Derby 40 6 37,5
Fémeas Derby Novel ST G 1 6,3
London 155 4 25
Senftenberg 14 1 6,3
| 4,[5],12:d:- 279 1 6,3
16
Anatum 64 1 33,3
Leitdes de creche | 4,[5],12:i:- 19 1 33,3
Typhimurium 19 1 33,3
3
| 4,[5],12:i:- 19 4 14,8
Crescimento/ terminacao Typhimurium 19 22 81,5
Typhimurium Novel ST F 1 3,7
27
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Grafico 3 - Distribuicdo das estirpes de Salmonella enterica isoladas em fémeas suinas de
acordo com o ano de isolamento.
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Gréfico 4 - Distribuicdo das estirpes de Salmonella enterica isoladas em leitdes de creche de
acordo com o ano de isolamento.
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Grafico 5 - Distribuicdo das estirpes de Salmonella enterica isoladas em leitbes de

crescimento/terminacdo de acordo com o ano de isolamento.
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No ano de 2012, entre todas as fases de criacdo, o sorotipo Typhimurium (ST19) teve

maior frequéncia de identificacdo (53,3%), seguido pelo sorotipo 14,[5],12:i:- (ST19) com
15,7%; Panama (ST48) 8,5%; Derby (ST40) 7,5%; London (ST155) 5,2%; Anatum (ST64)
3,6%; Typhimurium (ST1921) 3,3%; Brandenburg (ST65) 1%; Molade (ST544) 0,7%;
Schwarzengrund (Novo ST) 0,7% e Typhimurium (Novo ST) com 0,7%. Ja no ano 2020,

também o sorotipo Typhimurium (ST19) foi o mais frequente com 50,8%; depois Derby
(ST40) com 13,8%; 14,[5],12:i:- (ST19) 10,8%; London (ST155) 9,2%; Anatum (ST64) 6,2%;
Brandenburg (ST65) 1,5%; Derby (Novo ST) 0,8%; 14,[5],12:d:- (ST279) 2,3%; Senftenberg
(ST14) 2,3% e Typhimurium (Novo ST) com 1,5%. A presenca dos sorotipos e STs em

ambos os anos foi similar, exceto pelos sorotipos Panama (ST48) e Typhimurium (ST1921)

identificados apenas no ano 2012, assim como o0s sorotipos 14,[5],12:d:- (ST279) e

Senftenberg (ST14) identificados apenas em 2020 (Grafico 6).
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Grafico 6 - Distribuicdo dos sorotipos e Sequence Types (STs) dentre as estirpes de
Salmonella enterica isoladas de acordo com o ano de isolamento.
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As 145 estirpes selecionadas no ano 2012 foram caracterizadas pelo AFLP, e
agrupadas em 9 perfis com mais de 60% de similaridade (Figura 2). Pode-se observar que
existem 7 perfis compostos por estirpes originarias das trés diferentes fases de producdo.
Considerando os agrupamentos com mais de 90% de similaridade genética, foram observados
21 genotipos e observa-se uma tendéncia de agrupar os isolados segundo as fases de producao
(n=12/21) e sorotipo. Destaca-se também que a maioria dos agrupamentos sdo compostos por

diferentes granjas, sendo compostos de 2 até 12 rebanhos distintos, indicando que 0s mesmos
perfis circulam em diferentes granjas.
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Figura 2 — Dendrograma ilustrando as relacdes entre os perfis obtidos na analise de estirpes de
Salmonella entérica isoladas em 2012 pela técnica de AFLP e perfil de resisténcia a
antimicrobianos.

Al

o
0 Qo 0 - o - ['4 = o R
g g 2 p 2 g I§ P23IER853 E $52823833 Animal Herd Strain Age Year State  Serovar ST
[ | B B A8 G5 682  Pregnantsow 2012 SC  Panama 48
! I [ ] B [ | W A7 Glo 1342  Sow 2012 SC  Panama 48
HER | | ] B B A G12 32 Nursery 2012 SC Panama 48
H BEB H B W As G9 1251 Sow 2012 SC  Brandenburg 65
W B A3 Gt 1412 Sow 2012 SC London 155
B B A9 611 1422 Sow 2012 SC London 155
B ~ G11 1442  Sow 2012 SC London 155
. .. A22 G11 1462  Pregnantsow 2012  SC London 155
[ | A23 G11 1473  Pregnantsow 2012  SC London 155
| ] B A24  G11 1482 Pregnantsow 2012  SC London 155
.. ..-.... . . A78 G13 741 Nursery 2012 SC Typhimurium 19
[ ] H BR B A2 Gl1 1433 Sow 2012 SC Anatum 64
[ | | B [ ] B A7 G4 1311 Nursery 2012 SC Panama 48
B [ ] A143  G22 1291  Finishing 2012 SC Panama 48
.. .. B A G14 1022  Nursery 2012 SC Panama 48
[ [ | HEN B s G12 451 Nursery 2012 SC Panama 48
. . A107 G14 1132 Nursery 2012 sC Panama 48
... .. - AB3 G13 561 Nursery 2012 SC Schwarzengrund Novel_S.
BB B | S G13 981 Nursery 2012 SC Brandenburg 65
B BB [ | ] B A4 G371 Nursery 2012 SC 14,[5]12:- 19
[ | | H BR H B B B ~5 613 721 Nursery 2012 SC 14,[5],12:i- 19
_I: [ ] [ | ] HEE B = G13 801 Nursery 2012 SC 1 4,5],12:i- 19
.. . . . .. W A G13 761 Nursery 2012 SC 14,[5].12:- 19
[ B BB [ ] [ [ ] B A G12 142  Nursery 2012 SC 1 4,[5],12:i- 19
_— .. . .. . . B A G12 152 Nursery 2012  SC 1 4,[5].12:- 19
.. . . . . B rss G13 881 Nursery 2012 SC 1 4,[5].12:i- 19
.. . - - B A101 G4 1041 Nursery 2012 SC 14[5]12:i- 19
.. . . . . [ A02 G4 1071 Nursery 2012 SC 1 4,[5].12:i- 19
_ [ [ | B B [ 7103 G4 1081  Nursery 2012 SC 14.[5].12:i- 19
B B B B ~7 G2 81 Nursery 2012 SC 14,[5].12:i- 19
_I [ | ] B HEE B B A4 G13 851 Nursery 2012 SC Typhimurium 19
— [ ] B B [ A0 G4 1111 Nursery 2012 SC 14,[5]12:- 19
| _| I W || HEER B B As3  G13 841 Nursery 2012 SC Typhimurium 19
.. . .... . . A8S G13  86.1 Nursery 2012 SC Typhimurium 19
.. . . . ... A136 G20 1011  Finishing 2012 SC 14,[5],12:i- 19
[ | ] B B B | ] A138 G20 1091  Finishing 2012 SC  14[5].12:i- 19
[ | ] B B B B A137 G20 1041  Finishing 2012 SC 14,[5],12:i- 19
[ | ] H BB B [ | | B e G13 541 Nursery 2012 SC 14,[5]12:i- 19
[ [ ] B B [ ] [ [ ] B~ G12 174 Nursery 2012 SC 14,[5],12:i- 19
.. . -.. . . A141  G22 1262  Finishing 2012 SC 14.[5].12:i 19
BB [ | [ | [ ] B B A G12 181 Nursery 2012 SC 14,[5],12:i- 19
[ | | B B [ ] [ [ ] B A2 G4 1241 Nursery 2012 SC 14,5, 12:0- 19
. . - A139 G20 1102  Finishing 2012 SC 14,[5],12:i:- 19
BE BER [ [ ] A140  G21 1141  Finishing 2012 SC Typhimurium 19
[ [ ] ] B A145  G24 1471  Finishing 2012 SC Typhimurium 19
BB HEEEEEE B B B s G13 791 Nursery 2012 SC Typhimurium 19
. . ... B ~118 G4 1321 Nursery 2012 SC Typhimurium 19
|| 1 ] A142  G22 1281  Finishing 2012 SC Typhimurium 19
[ | | | ] A144  G23 1341  Finishing 2012 SC Typhimurium 1921
. A132 G19 711 Finishing 2012 sC Panama 48
. A133 G19 7441 Finishing 2012 SC Panama 48
. A134 G19 751 Finishing 2012 sC Panama 48
— [ | BBl B r¢ e st Nursery 2012 SC Typhimurium 19
.. .... W A5 G4 1281 Nursery 2012 SC Typhimurium 19
.. .... A135  G19 801 Finishing 2012 SC Typhimurium 19
. .. | S G13  65.1 Nursery 2012 SC Typhimurium 19
.. .. | G13 751 Nursery 2012 SC Typhimurium 19
— . . . A72 G13 681 Nursery 2012 SC Typhimurium 19
] HE H B B A3 o613 6o Nursery 2012 SC Typhimurium 19
. A54 G12 441 Nursery 2012 SC Typhimurium 19
. . A100  G14 1032  Nursery 2012 sC Typhimurium 19
[ [ ] B B A0 G13 e4d Nursery 2012 SC Typhimurium 19
.. . B e G13  89.1 Nursery 2012 SC Typhimurium 19
[ [ ] B B A8 G13 922 Nursery 2012 SC Typhimurium 19
[ [ | HER W hss G13 932  Nursery 2012 SC Typhimurium 19
B B B a0 G13 911 Nursery 2012 SC Typhimurium 19
.. . B A G13 921 Nursery 2012 SC Typhimurium 19
BBl B | G13 941 Nursery 2012 SC Typhimurium 19
[ | ] B | e G13 951 Nursery 2012 SC Typhimurium 19
[ | [ | | S G13 991 Nursery 2012 SC Typhimuiium 19
L . . A97 G13 1001 Nursery 2012 SC Typhimurium 19
[ | | W A G14 1011 Nursery 2012 SC Typhimuium 19



Continuacao...

. . B A2 G7 952 Sow 2012  SC Typhimurium
HE A131  G18 68.1 Finishing 2012 SC Typhimurium
] ] HEEE HEB B res G13 571  Nursery 2012 SC Typhimurium
[ | | [ T T [ [] [ ] B 4ss G13 592  Nursery 2012 SC Typhimurium
. ..... .. W res G13 611 Nursery 2012 sC Typhimurium
— HER B Il A1 G14 1231 Nursery 2012 SC Typhimurium
| ] 1] ] ] A129  G16 304  Finishing 2012 SC Typhimurium
B HE B H ~ G162 Sow 2012 SC Typhimurium
L] [ | [ T 11 [ | A2 G2 362  Pregnantsow 2012  SC Typhimurium
. ... . A3 G2 38.2 Pregnant sow 2012 SC Typhimurium
. ... . . A4 G2 393 Pregnant sow 2012 SC Typhimurium
. ..... . .. B s G3 423 Sow 2012 SC Typhimurium
| | ] HER H B B ~o G6 852  Sow 2012 SC Typhimurium
[ | | | | ] [ TS G12 12 Nursery 2012 SC Typhimurium
-. - B s G12 471 Nursery 2012 SC Typhimurium
[ | ] B s G12 481 Nursery 2012 SC Typhimurium
] B re0 G13 521 Nursery 2012 SC Typhimurium
[ | HEEEEEE B B A0 G13 781 Nursery 2012 SC Typhimurium
[ ] HE B A3 G14 1251 Nursery 2012 SC Typhimurium
] ] [ | i HE B A4 G14 1281  Nursery 2012 SC Typhimurium
HEE [ A9 G14 1331 Nursery 2012 SC Typhimurium
HEER [l A~120 G4 1361 Nursery 2012 SC Typhimurium
.. . W A2t G14 1371 Nursery 2012 SC Typhimurium
[ | | | | ] B A122 G4 1411 Nursery 2012 SC Typhimurium
. . [ A28 G4 1421 Nursery 2012  SC Typhimurium
| ] ] H BBE [ | B A125  G14 1491  Nursery 2012 SC Typhimurium
.. ... -. A126  G15 152  Finishing 2012 SC Typhimurium
.. ... .. A127  G15 171 Finishing 2012 SC Typhimurium
- ] ] HEBR B A128  G15 191  Finishing 2012 SC Typhimurium
L H BBR B A130 G17 574 Finishing 2012 SC Typhimurium
] ] HEEEEEE BEE B re G13 621  Nursery 2012 SC Typhimurium
[ | ] [ ~108 G4 1161 Nursery 2012 SC Typhimurium
[ [ [ ] B BEEEE B B Aes G13  63.1 Nursery 2012 SC Typhimurium
[ ] HEEEEEE BEE B A G13 672  Nursery 2012 SC Typhimurium
] ] [T 11 B [l A5 Gl4 1101 Nursery 2012 SC Typhimurium
[ | ] B [ A108  G14 1141 Nursery 2012 SC Typhimurium
.. . .. . . B A G13 771 Nursery 2012 SC Typhimurium
. A9 G5 69.2 Pregnant sow 2012 SC Anatum
_‘:' [ | B A9 G12 501 Nursery 2012 SC Anatum
. A7 G5 67.2 Pregnant sow 2012 sC Anatum
H B B | S G12 461 Nursery 2012 SC Panama
—| HE [ G13 531  Nursery 2012 SC Panama
. . A110 G14 1211 Nursery 2012 sC Derby
_|__|: H B [ | B A24 Gl4 1441 Nursery 2012 SC Derby
B A104  G14 1091  Nursery 2012 SC Molade
B B A13 G8 1072 Pregnantsow 2012  SC Derby
[ | H B A4 G8 1092  Pregnantsow 2012  SC Derby
. . . A15 G8 1102  Pregnantsow 2012  SC Derby
B BE B G4 5412 Sow 2012 SC Derby
. || [ ] A11 G6 872  Pregnantsow 2012  SC Derby
H B B B At1s  G14 1301  Nursery 2012 SC Derby
-. .. B s G12 191 Nursery 2012 SC Typhimurium
.. | G12 202 Nursery 2012 SC Typhimurium
] [ | B A G12 261  Nursery 2012 SC Typhimurium
[ | | B Ao G12 271 Nursery 2012 SC Typhimurium
.. .-. . Ad1 G12 281 Nursery 2012 sC Typhimurium
HEE | ] [ | R G12 291  Nursery 2012 SC Typhimurium
... . B A G12 301 Nursery 2012 sC Typhimurium
HE B A G12 321 Nursery 2012 SC Typhimurium
.. ... . . R G12 331 Nursery 2012 SC Typhimurium
H BB B s G12 341 Nursery 2012 SC Typhimurium
.. . B A+ G12 351 Nursery 2012 SC Typhimurium
[ | ] | H BEER H BE B s G12 371 Nursery 2012 SC Typhimurium
-. .. B A G12 382  Nursery 2012 SC Typhimurium
.. ... . B 50 G12 391 Nursery 2012 SC Typhimurium
[ ] B rs G12 401  Nursery 2012 SC Typhimurium
.. . B r52 G12 411 Nursery 2012 sC Typhimurium
] B »s G12 431 Nursery 2012 SC Typhimurium
[ | ] B % G12 162  Nursery 2012 SC Typhimurium
_| B B A G12 242 Nursery 2012 SC Typhimurium
[ | | B BE B || [ S G12 211 Nursery 2012 SC 14[5],12:i-
] H BB 1 [ [ 1] B s G12 251  Nursery 2012 SC 1 4,[5],12:i:-
| ] H BEE B HE B A G12 231 Nursery 2012 SC 1 4,[5],12:i:-



J& as 46 estirpes selecionadas no ano 2020 foram agrupadas em 4 gendtipos com mais
de 60% de similaridade genética (Figura 3). Pode-se observar que a maioria genotipos sao
compostos por estirpes originérias das diferentes fases de produgdo. Considerando o0s
agrupamentos com mais de 90% de similaridade genética, foi obtido 6 genotipos e observa-se
também uma tendéncia em agrupar os isolados segundo as fases de producéo e sorotipo. Pode
se observar que desses 6 genotipos, 3 (I, 11, VI) reuniram isolados apenas de fémeas, e 0s
sorotipos agrupados foram Derby, Anatum e London, respectivamente. Dois grandes grupos
(111 e 1V) sdo compostos por 12 isolados cada, ambos formados pelo sorotipo Typhimurium
isolados de leitdes em terminacdo, exceto um isolado do gendtipo Il que é de leitdes de
creche. Os grupos | (n=6) e VI (n=4) sdo compostos somente por uma Unica granja, o grupo |1
(n=2) e 111 (n=12) por duas granjas, o grupo V (n=4) por trés granjas e o grupo 1V (n=12)
composto por 7 granjas distintas. Analisando o agrupamento das estirpes isoladas em 2012 e
2020 ndo foi possivel identificar tendéncia de agrupamento de acordo com o0 ano de

isolamento.
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Figura 3 — Dendrograma ilustrando as relagdes entre os perfis obtidos na andlise de estirpes de
Salmonella enterica isoladas em 2020 pela técnica de AFLP e perfil de resisténcia a
antimicrobianos.
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' ' [ ] ] ] ] G146 1411 Sow 2020 SC  Derby 40
[ ] ] [ [ ] | G146 1421  Sow 2020 SC  Derby Novel_S.

[ | ] | ] | G146 1431 Sow 2020 SC  Derby 40

[ ] ] [ [ ] ] G146 1441  Sow 2020 SC  Derby 40

[ ] ] [ [ ] ] G146 1481 Pregnantsow 2020 SC  Derby 40

[ | ] | ]| G146 1501 Pregnantsow 2020 SC  Derby 40

I .- ... G142 641  Sow 2020 SC  Derby 40

B G145 1191 Pregnantsow 2020 SC  Senftenberg 14

. G147 160.1  Nursery 2020 SC Anatum 64

B G141 6.1 Pregnantsow 2020 SC  Anatum 64

G144 108.1  Pregnantsow 2020 SC Anatum 64

[ [ ] B B G154 3431 Finishing 2020 SC  Typhimurium 19

[ [ ] ] [ | B G154 349.1  Finishing 2020 SC  Typhimurum 19

— R [ | HE G154 344.1  Finishing 2020 SC  Typhimurium 19

[ [ ] ] [ | B G154 3471  Finishing 2020 SC  Typhimurum 19

[ | ] [ | B G149 27241  Finishing 2020 SC  Typhimurium 19

[ | | [ | B G149 2741  Finishing 2020 SC  Typhimurum 19

— | | ] B B G149 2771 Finishing 2020 SC  Typhimurium 19

[ | B B G149 2781  Finishing 2020 SC  Typhimurium 19
[ [ ] [ | [ | G154 3411  Finishing 2020 SC  Typhimurium  Novel S

I ] | ] [ | ] G154 3421  Finishing 2020 SC  Typhimurium 19

o~ | | | [ | B G154 3461 Finishing 2020 SC  Typhimurium 19

[ [ ] ] [ | B G154 350.2  Finishing 2020 SC  Typhimurum 19

[ | ] [ ] G147 2481  Nursery 2020 SC  Typhimurium 19

B B B B BB G148 2611  Finishing 2020 SC  Typhimurum 19

— [ [ ] | B H BEER G148 2621  Finishing 2020 SC  Typhimurium 19

[ | ] B B BEER G148 2651  Finishing 2020 SC  Typhimurum 19

.. . . . .. G148 266.1  Finishing 2020 SC  Typhimurium 19

HE [ | H B BB G148 2671  Finishing 2020 SC  Typhimurium 19

[ [ ] [ | H B BB G148 268.1  Finishing 2020 SC  Typhimurum 19

.. . . . .. G148 2701  Finishing 2020 SC  Typhimurium 19

L | [ | 1 B BHEEER G151 2921 Finishing 2020 SC  Typhimurium 19

[ | ] B H B BB G151 2941  Finishing 2020 SC  Typhimurium 19

— HBR [ | HEE BB G151 2951  Finishing 2020 SC  Typhimurium 19

[ ] ] [ | | [ [ ] G152 301.1 Finishing 2020 SC  Typhimurium 19

| || ] B B [ | | G153 329.1  Finishing 2020 SC  14[5]120- 19

[ ] ] B B [ ] ] G155 385.1  Finishing 2020 SC  14[5]12:0- 19

[ | ] B B [ ] ] G155 388.1  Finishing 2020 SC 14,5112 19

[ | ] [ ] B [ | | G147 4231 Nursery 2020 SC  14[512i0- 19
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G145 1111 Sow 2020 SC  14[5]12:d:- 279

[ | G143 711 Sow 2020 SC  Brandenburg 65

B [ | [ | G142 661  Pregnantsow 2020 SC  London 155

[ ] ] B B G142 681  Pregnantsow 2020 SC  London 155

[ | ] B G142 691  Pregnantsow 2020 SC  London 155

.. . . G142 70 Pregnantsow 2020 SC London 155

36



A partir do dendrograma (Figura 2), pode-se identificar os perfis de resisténcia nas 145
estirpes isoladas no ano de 2012. Destaca-se nessa figura que dos 74 isolados de S.
Typhimurium, 19 estirpes foram resistentes a até doze classes de antimicrobianos testados,
sendo 18 dessas isoladas de animais de creche e apenas uma de amostra de fémea.

Na Figura 3, observa-se a descricdo dos perfis de resisténcia nas 46 estirpes no ano de
2020. Vale salientar que todas as estirpes de S. Typhimurium (n=24) apresentaram
multirresisténcia, com resisténcia a até 14 classes de antimicrobianos testados, todos isolados
sdo de animais de crescimento e terminacao.

Dentre os antimicrobianos testados (n=17), 14 tiveram aumento na frequéncia de
resisténcia comparando o ano de 2012 (tabela 2) para o ano de 2020 (tabela 3), foram eles:
TIO (2,8%/19,6%), AUG (40%/84,8%), AMP (54,5%/87%), OXI (53,1%/89,1%), CHL
(30,3%/80,4%), FFN (33,1%/95,7%), NAL (81,4%/93,5%), CIP (26,9%/37%), MAR
(17,9%/28,3%), GEN (29,7%/34,8%), NEO (4,8%/6,5%), AZl (18,6%/28,3%), COL
(32,4%/39,1%) e SXT (6,9%/23,9%). Todas as estirpes de ambos os anos foram sensiveis a
fosfomicina e meropenem. Somente a sulfadimetoxina tive redugdo da resisténcia do ano
2012 para 0 2020 (64,8%/60,9%).

No ano 2012 a resisténcia das estirpes de Salmonella frente ao acido nalidixico
(81,4%) foi a mais alta entre todos os antimicrobianos (Tabela 2), seguida pela resisténcia a
sulfadimetoxina (64,8%), resisténcia a ampicilina (54,5%), e oxitetraciclina (53,1%). Ja no
ano 2020 (tabela 3), a resisténcia mais alta foi observada frente ao florfenicol (95,7%),
seguido pelo acido nalidixico (93,5%), oxitetraciclina (89,1%) e amoxicilina/acido
clavulanico (84,8%). Dessa forma as classes que permaneceram resistentes em ambos 0s anos

foram as quinolonas, os B-Lactamicos e a tetraciclina.
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Tabela 2 — Distribuicdo das estirpes do ano de 2012 avaliadas segundo a CIM obtida frente aos diferentes antimicrobianos.

Numero de cepas — 2012

Antimicrobianos CIM*50 CIM*90 Res

CIM (ug/ml) 006 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 (ug/mL) (ug/mL) %
Ceftiofur 0 0 4 28 88 21 0 | 1 3 0 0 0 0 0,5 2 2,8
Amoxicillina/ clavul. 0 0 0 0 19 33 14 6 15 44 12 2 0 16 32 40,0
Ampicillina 0 0 0 0 24 30 12 0 0 1 0 78 0 >64 >64 54,5
Meropenem 0 0 0 144 0 1 | 0 0 0 0 0 0 0 0,5 0,5 0
Fosfomicina 0 0 0 0 0 0 0 130 12 1 1 1 0 8 16 0
Oxitetraciclina 0 0 0 0 0 60 8 0 | 0 0 7 0 0 >32 >32 531
Cloramfenicol 0 0 0 0 0 0 27 67 7 | 4 0 40 0 8 >64 30.3
Florfenicol 0 0 0 0 0 1 36 60 | 48 0 0 0 0 8 >8 33.1
Acido Nalidixico 0 0 0 0 0 0 0 27 0 | 1 49 64 1 64 128 814
Ciprofloxacina 27 4 42 31 11 3 3 18 6 0 0 0 0 0,25 8 26,9
Marbofloxacina 27 4 32 41 12 3 | 2 22 2 0 0 0 0 0,5 8 17,9
Gentamicina 0 0 0 78 12 5 0 7 | 16 14 13 0 0 0,5 32 29,7
Neomicina 0 0 0 0 0 0 138 | 4 1 2 0 0 0 4 4 4,8
Azitromicina 0 0 0 0 0 0 12 62 44 | 22 4 1 0 8 32 18,6
Colistina 0 0 0 0 18 80 | 32 9 4 2 0 0 0 2 8 324

CIM (ug/ml) <256 512 1024 >1024 &L’)"r:i()’ 8&"&3‘; e

Sulfadimetoxina 51 2 2 90 >1024 >1024 64,8

CIM (ug/ml) <2/38 4176 >4176 Camey CamLy Res

Sulfa/trimetoprim 135 1 9 <2/38 <2/38 6,9




Tabela 3 — Distribuicdo das estirpes do ano de 2020 avaliadas segundo a CIM obtida frente aos diferentes antimicrobianos.

Numero de cepas — 2020

Antimicrobianos CIM*50 CIM*90 Res
CIM (ug/ml) 006 012 02 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256  (Mg/mL)  (ug/mL) %
Ceftiofur 0 0 0 24 11 1 2 6 0 0 0 0 1 16 ,
Amoxicillina/ clavul. 0 0 0 4 2 0 0 1 27 4 8 0 32 >64 84,8
Ampicillina 0 0 0 0 3 3 0 0 0 0 0 40 0 >64 >64 87.0
Meropenem 0 0 0 45 1 0 | 0 0 0 0 0 0 0 0,5 0,5 0
Fosfomicina 0 0 0 0 0 0 0 37 8 0 1 0 8 16 0
Oxitetraciclina 0 0 0 0 0 5 0 0 | 0 0 41 0 >32 >32 89.1
Cloramfenicol 0 0 0 0 0 0 2 0 0 1 36 0 >64 >64 80.4
Florfenicol 0 0 0 0 0 0 2 | 38 0 0 0 0 >8 >8 95,7
Acido Nalidixico 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 25 18 0 64 128 935
Ciprofloxacina 3 2 2 22 4 0 2 10 1 0 0 0 0 0,5 8 37.0
Marbofloxacina 3 2 2 20 6 0 | 1 12 0 0 0 0 0 05 8 28,3
Gentamicina 0 0 0 23 4 1 1 1 | 9 5 2 0 0 0,5 32 348
Neomicina 0 0 0 0 0 43 0 0 3 0 0 0 4 4 6,5
Azitromicina 0 0 0 0 0 5 20 8 3 2 8 0 8 >64 28,3
Colistina 0 0 0 0 1 27 | 15 3 0 0 0 0 0 2 4 39.1

CIM (ug/ml) <256 512 1024 >1024 &;’)"ﬂ:ﬁ? ﬁl'%fﬁ? Fj/‘f

Sulfadimetoxina 18 0 0 28 >1024 >1024 60,9

CIM (ug/ml) <2/38 4176 4176 815')/'”:5()’ &%:3()) Fs/is

Sulfa/trimetoprim 35 0 11 <2/38 >4/76 23,9

39



Tabela 4 — Distribuicdo de estirpes resistentes aos antimicrobianos testados de acordo com o sorotipo identificado e ano de isolamento.

RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS* (N/%)

ANO soroTIPOS | TO™
o | aue | amp | oxi cco | FFN | NaL | cp | mMAR | GEN | Neo | Az | coL | suL | sTx

Anatum 4 0 0 0 0 0 2(50) 0 0 0 0 125) | 250) | 1(25) | 1(25) 0
Brandenburg 2 0 0 0 1(50) 0 2(100) | 2(100) | 1(50) 0 0 0 1(50) 0 2(100) 0
Derby 8 0 0 0 787,5) 0 3375 | 0 0 0 0 0o |3@75 | o 787,5) | 1(12,5)
| 4,[5],12:i:- 24 0 | 18(75) | 2291.6) | 21(875) | 1(4.2) | 10(41,7) | 24(200) | 2(8,3) 0 | 19792 | 28.3) | 283) | 13(54,2) | 19(79.2) | 2(8,3)

2012 London 6 0 0 0 0 0 3(50) 0 0 0 0 0 0 2333) | 4(66,7) | 0
Molade 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Panama 13 0o |4@307) | 6@31) | 1(7.69 0 5(38,5) | 8(61,5) | 1(7,7) 0 0 0 | 2054) | 7538) | 2154) | o0
Schwarzengrund | 1 0 0 0 1(100) | 1(200) | 1(100) 0 0 0 0 0 0 0 1(100) | 1(100)
Typhimurium 86 | 4(4,65) | 37(43) | 51(51) | 46(53,5) | 42(48,8) | 81(94.,2) | 84(97,7) | 35(40,7) | 26(30,2) | 24(27.9) | 4(4,65) | 17(19,8) | 24(27.9) | 58(67,4) | 6(7.0)
Anatum 3 0 0 0 0 0 266,7) | 266,7) | 0 0 0 0o |1333 | o 0 0
Brandenburg 0 0 0 1(100) | 1(200) | 1(100) | 1(200) 0 0 0 0 0 0
Derby 7 0 7(100) | 7100y | 7(200) | 7(ro0y | 7(100) | 7(200) | 1(14.3) | 0 0 0 0 0 0 0

2020 14,[5],12::- 6 0 | 5(833) | 5833) | 5833 | 1(16,7) | 5(83.3) | 5033) | 1(16;7) | 0 583,3) | 1167 | 0 5833) | 5(833) | 0
London 4 0 3(75) | 4(100) | 4(100) | 4(100) | 4(100) | 4(100) 0 0 0 0 0 3(75) 0 0
Schwarzengrund | 1 0 0 0 0 0 1(100) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Typhimurium 24 | 9(37,5) | 24(100) | 24(100) | 24(100) | 24(100) | 24(100) | 24(100) | 15(62,5) | 13(54.2) | 11(45,8) | 2(8,3) | 12(50) | 10(41,7) | 23(95,8) | 11(45.8)

*A identificacdo dos antimicrobianos segundo a sigla é descrita no quadro 4. Nao foram incluidos na tabela os antimicrobianos FOS e MERO, pois ndo foram identificadas estirpes
resistentes.
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Na tabela 4, podemos observar que 0s sorotipos com maiores taxas de resisténcia a
antimicrobianos, foram também os mais frequentemente isolados. Em 2012 as estirpes com
maior taxa de isolamento e resisténcia foram dos sorotipos Typhimurium, 14,[5],12:i:-,
Panama e Derby. Em 2020 as estirpes mais frequentes e resistentes pertenciam aos sorotipos
Typhimurium, Derby, | 4,[5],12:i:- e London.

Foi possivel observar um aumento na frequéncia de resisténcia a maioria dos
antimicrobianos testados. No grupo de isolados de 2020, 91,3% (n=42/46) das estirpes foram
resistentes a multiplas drogas (Tabela 5), e nos isolados de 2012 essa frequéncia caiu para
80% (116/145).

Tabela 5 - Distribuicdo das estirpes estudadas conforme ano de isolamento e a ocorréncia de
multirresisténcia aos antimicrobianos.

Perfil de resisténcia 2012 2020 Total
<2 classes 29 4 33
3 -4 classes 39 2 41

> 5 classes 7 40 117
Total 145 46 191

% MDR 80,0 91,3 82,7

No ano de 2012, apenas uma estirpe do sorotipo Molade ndo apresentou resisténcia a
nenhum antimicrobiano testado. Em contrapartida, 24 estirpes do sorotipo 14,[5],12:i:-
apresentaram 100% de multirresisténcia. No ano de 2020, estirpes dos sorotipos

Typhimurium, Derby, London apresentaram 100% dos isolados multirresistentes (Tabela 6).
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Tabela 6 — Distribuicdo de estirpes multirresistentes de acordo com os sorotipos e ano de
isolamento.

Ano Sorotipos N <3 classes > 3 classes % MDR
Anatum 4 3 1 25
Brandenburg 2 0 2 100
Derby 8 2 6 75
| 4,[5],12:i:- 24 0 24 100
2012 London 6 5 1 16,7
Molade 1 1 0 0
Panama 13 6 7 53,8
Schwarzengrund 1 0 1 100
Typhimurium 86 12 74 86,1
Anatum 3 2 1 33,3
Brandenburg 1 0 1 100
Derby 7 0 7 100
2020 | 4,[5],12::- 6 1 5 83,3
London 4 0 4 100
Schwarzengrund 1 1 0 0
Typhimurium 24 0 24 100
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5. DISCUSSAO

Foram avaliadas 145 estirpes (32,2%) de Salmonella enterica isoladas no ano de 2012,
e 46 estirpes (10,2%) isoladas em 2020 provenientes do mesmo sistema integrado de
producdo. A frequéncia de isolamento no ano 2012 foi maior nos animais de creche (67,3%),
seguido pelas fémeas (16%) e depois animais de crescimento e terminagdo (13,3%). Ja no ano
de 2020, o maior percentual de isolamento foi nos animais em fase de crescimento/terminacéo
com 18%, seguido pelas fémeas com 10,7% e depois os leitbes de creche com apenas 2%.
Esses percentuais de isolamento podem ser comparados com o descrito por Niemann et al.
(2015) na Alemanha, onde foram avaliadas cinco granjas de suinos nas fases de gestacéo,
desmame e terminacdo. Os autores obtiveram 22,3% das amostras (n=1276) positivas, sendo
de 9,9% para amostras de fémeas lactantes, 27,2% na fase de creche e 26,1% na fase de
terminacdo. No Brasil, Menin et al. (2008) isolaram Salmonella spp. em 7,3% (24/330) dos
animais de creche e 10,9% (42/386) dos leitbes da fase de terminacéo, relatando um aumento
de animais positivos em fases mais tardias, como foi observado no ano 2020 do presente
estudo. Com objetivo de investigar a prevaléncia de Salmonella em duas cidades da
Alemanha, Wilkins et al. (2010), encontraram 36% (407/1143) de positividade no total de
amostras, sendo 43% de positividade em amostras de fémeas, 29% de positividade em
animais de creche e 28% de positividade em suinos em fase de crescimento.

Lurette et al. (2008) descrevem que a prevaléncia de Salmonella em porcas é
geralmente inferior a 10%. No presente estudo as taxas de isolamento foram 16% e 10,7% no
ano 2012 e 2020, respectivamente. Em um estudo longitudinal realizado em granjas
comerciais irlandesas, a maioria das fémeas reprodutoras foram positivas para Salmonella em
apenas uma ocasido (LYNCH et al. 2018), indicando a natureza intermitente da excregéo de
Salmonella em suinos infectados subclinicamente, isso esta de acordo com os resultados de
Funk, Davies e Nichols (2001) e os de Kranker et al. (2003).

A alta porcentagem de isolamento de Salmonella na creche no ano de 2012 no sistema
de integracdo avaliado, pode ter sido desencadeada pelo estresse do desmame. Varios estudos
descrevem que esse periodo é um momento critico e de maior desafio para os animais, pois
enfrentam a separacdo da mde, mudanca na alimentacdo, estresse do transporte, mistura de
lotes, formacdo de nova hierarquia, adaptacdo ao novo ambiente e ao manejo. Patterson et al.
(2016) descrevem que situacdes de estresse especificas fazem com que S. enterica seja
excretada nas fezes. Em seu estudo concluiram que o estresse associado a retirada de
alimentos e ao transporte sdo suficientes para fazer com que os animais voltassem a eliminar

0 agente. A exposicdo a novos sorovares de Salmonella durante o transporte ou no ambiente
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da creche, além do estresse do desmame, pode levar a um rapido aumento da prevaléncia de
Salmonella na creche, conforme relatado por Kranker et al. (2003). Para Nollet et al. (2005) a
mudanca de lotes e instalagdes € um importante gatilho para induzir a excrecdo de
Salmonella. Isso estd de acordo com o estudo de Ainslie-Garcia et al. (2018), no qual foi
investigada a excrecdo fecal de Salmonella em diferentes estagios de producéo, observando-se
um percentual menor de animais positivos com 1-4 dias de idade (4,9%) quando comparado
com leitdes ao desmame (10,5%).

Considerando a distribui¢do dos sorotipos de acordo com a idade dos animais, pode-se
verificar que ha maior diversidade de sorotipos nas fémeas adultas em 2012 (6) e em 2020
(6). A variedade de sorotipos isolados em animais de creche é menor em 2020 (3) que 2012
(8), sendo que em animais de crescimento-terminacdo apenas dois sorotipos estdo presentes
em 2020 e trés em 2012. A reducédo da diversidade de sorotipos considerando os isolados das
fémeas, animais de creche e terminacdo, € um ponto bastante interessante. Para varios
patdgenos considera-se que as maes sdo as principais responsaveis pela colonizacdo dos
leitdes, no entanto, poucos sorotipos que circulam nessa categoria persistem nos leitdes de
creche e principalmente nos terminados, que serdo potenciais fontes de infec¢do humana, pelo
risco de contaminagéo da carne.

Nollet et al. (2005), ndo conseguiram confirmar a transmissdo direta de Salmonella
das porcas para seus leitdes, mas as semelhancas entre os isolados encontrados nas porcas e 0s
encontrados durante os periodos de creche e terminacdo e no abate sugeriram transmissao
indireta. No estudo de Parada et al. (2013), foi observado que S. Schwarzengrund foi
responsavel pela infeccdo nas fémeas, enquanto S. Derby foi o Unico sorotipo presente em
suinos em terminacdo. De acordo com o perfil sorolégico da prole, embora alguns leitbes
tenham sido soropositivos, nenhum animal do estudo foi positivo entre 35 e 90 dias de idade,
sugerindo que a infeccdo do leitdo ndo se deu na maternidade.

No trabalho de Lynch et al. (2018) a sorotipagem e perfis de resisténcia de isolados de
Salmonella revelaram que as estirpes isoladas de porcas e marras foram diferentes das estirpes
isoladas em animais de creche e terminacdo. A tipagem confirmou que a fonte de infecgdo em
leitdes foi, na maioria dos casos, 0 ambiente contaminado e ndo a mde. Com base nesses
resultados, os autores concluiram que as fémeas ndo representam um grande risco na
manutencdo e transmissdao de Salmonella para sua progénie, mas o ambiente da baia
contaminado foi mais significativo na perpetuagéo do organismo nas granjas.

Kranker et al. (2003) mostra que a ocorréncia de Salmonella varia entre as faixas
etarias e dentro da mesma faixa etaria, mesmo em rebanhos com nivel de infec¢do moderado

a alto. Esses autores descrevem que Salmonella foi isolada com maior frequéncia em leitGes
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desmamados, e das fases de crescimento e terminacdo, sendo detectada ocasionalmente em
porcas e marrds. Os autores também sugerem que em rebanhos infectados subclinicamente, as
porcas desempenham um papel menos importante na transmissdo de Salmonella.

Considerando a frequéncia geral dos sorotipos identificadas nesse estudo, é possivel
identificar semelhanca ao descrito em varios estudos nacionais ou internacionais. Hong et al.
(2016) avaliaram 2.513 estirpes de Salmonella enterica isoladas de suinos entre os anos de
2006 e 2015 em Minnesota (EUA), e identificaram 79 sorotipos diferentes, sendo os mais
prevalentes S. Typhimurium (28,2%), S. Agona (14.7%) e S. Derby (12.1%).

Dorr et al. (2009) avaliando rebanhos suinos dos Estados Unidos, em idade de creche,
observaram que 0s sorotipos mais comuns foram Typhimurium (n = 46/96) e Derby (n =
32/96). Ja no estudo de Su et al. (2018) na China, de um total de 104 isolados de amostras
derivadas de diarreia obtidas em 66 fazendas de 2014 a 2016, os quatro sorotipos mais
frequentes foram: S. 4,[5],12:i:- (53,9%), Typhimurium (17,3%), London (10,6%) e Derby
(7,69%). Em estudo conduzido nos Estados Unidos por Keelara et al. (2013), a partir de 189
estirpes isoladas de suinos os sorotipos mais frequentes foram Typhimurium (28,5%), Infantis
(16,4%) e Anatum (15,8%).

No estudo de Raji¢ et al. (2005) a fim de determinar a prevaléncia de Salmonella em
90 granjas de suinos em terminacdo de Alberta (Canada), 22 sorotipos foram detectados em
60 fazendas positivas, sendo que os mais comuns foram Typhimurium (78 isolados), Derby
(71 isolados) e, Infantis (47 isolados). No estudo temporal feito por Guerin et al. (2005)
também no Canada, foram avaliados 108 isolados de suinos entre outubro de 1990 e
dezembro de 2001, e os sorotipos mais frequentes foram Typhimurium (41/108), Derby
(12/1208) e Infantis (7/108).

Em estudo realizado na Espanha por Garcia-Feliz et al. (2008) foram avaliadas 186
granjas de terminagdo, com isolamento de 290 estirpes de Salmonella. Os isolados foram
classificados em 24 sorotipos, sendo Typhimurium o mais frequente (31,4%), seguido de
Rissen (24%) e Derby (16%).

Kich et al. (2011) determinaram a distribuicdo de Salmonella em rebanhos de
terminagdo de suinos no sul do Brasil, avaliando 1.258 amostras de doze rebanhos de
terminagcdo e de animais no matadouro, observaram que dentre 178 amostras de fezes 87
foram positivas, e 0s sorotipos encontrados foram: Typhimurium, Panama, Derby e Houtenae.
Considerando-se os estudos descritos que envolvem o isolamento de Salmonella em animais
de terminacdo, é possivel observar que o sorotipo Typhimurium, comum aos isolados do

presente estudo, certamente é o sorotipo mais reportado a partir do hospedeiro suino.
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Os sorotipos que persistiram no presente estudo até a fase de terminacdo foram, em
ambos os periodos avaliados, Typhimurium e S. enterica 14,[5],12:i:-. A persisténcia desses
sorotipos nessa faixa etaria esta certamente relacionada a maior resisténcia dos mesmos a
antimicrobianos, no entanto, outros fatores relacionados a adaptagcdo desses sorotipos ao
hospedeiro sdo cruciais para que eles possam se manter nos animais carreadores.

Vaérias técnicas moleculares tém sido utilizadas na tipagem de amostras bacterianas, e
embora a PFGE tenha sido considerada técnica “padrao ouro” para genotipagem de patdgenos
por muitos anos, o SE-AFLP apresenta as vantagens de ser mais rapido, economicamente
viavel e menos sujeita a falhas e repeticdes. Em estudo realizado nos Estados Unidos com
isolados de S. Typhimurium o AFLP apresentou 0 maior indice discriminatorio, sem diferenca
perceptivel na reprodutibilidade e tendo a vantagem do alto rendimento e resolucdo
(GEBREYES; ALTIER; THAKUR, 2006). Em outro estudo, com o intuito de determinar a
capacidade do AFLP para diferenciar isolados de Salmonella de diferentes unidades de
producdo de suinos, os autores concluem que entre os trés métodos de tipagem testados
(sorotipagem, MLST e AFLP), o AFLP foi o método com melhor resultado para diferenciar
entre isolados de Salmonella de diferentes fazendas e vincular a contaminacéo do abatedouro
a fazenda de origem (WANG et al., 2011).

Analisando o agrupamento das estirpes isoladas em 2012 e 2020 no presente estudo,
ndo foi possivel identificar tendéncia de agrupamento de acordo com o ano de isolamento. Foi
possivel observar a tendéncia em agrupar as amostras de acordo com a fase de producéo e o
sorotipo. Avaliando os perfis dos isolados foi possivel observar que os grupamentos foram
compostos, em sua grande maioria, por estirpes do mesmo sorotipo e provenientes de mais de
uma granja, o que sugere uma maior tendencia de agrupamento dentro dos sorotipos e menor
discriminacdo de subtipos entre as propriedades.

Apesar de ndo termos avaliado dados de manejo especificos para as granjas incluidas
neste estudo, é sabido que sendo um sistema de integracdo, ha mistura de suinos de diferentes
origens (diferentes produtores de leites) em um grande crechario e a redistribuicdo dos
animais para os terminadores. Esse sistema € relativamente comum atualmente, o que explica
a presenca dos sorotipos e genotipos semelhantes em diferentes unidades de crescimento e
terminacao.

Embora se reconheca que a Salmonella tenha um impacto significativo na infecgdo em
humanos, e que o sorotipo Typhimurium seja 0 mais comum encontrado em Varios estudos
epidemioldgicos realizados com estirpes de origem humana, essa ndo é a Unica grande
preocupagdo atualmente. O uso excessivo de antimicrobianos na prevengdo e controle de

doencas em animais de producdo tem levado a selecdo e disseminacédo de genes de resisténcia
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em enterobactérias que podem alcancar os seres humanos via alimentos, ambiente ou contato
direto com os animais (THAI et al. 2012; DOMENECH etal. 2015).

De acordo com Viola e Devincent (2006), as principais formas de uso de
antimicrobianos em suinos, sdo: (A) uso terapéutico, para tratamento de doengas; (B) uso
profilatico, visando prevenir doencas especificas em fases singulares de producdo; (C) uso
metafilatico, para tratar uma grande quantidade de animais, quando uma parcela consideravel
do rebanho apresenta doenca, e (D) como promotor de crescimento, fornecendo doses
subterapéuticas de agentes antimicrobianos, principalmente por meio de racdo. Desde 0s anos
90, tem ocorrido um forte aumento na resisténcia da Salmonella enterica aos antimicrobianos
(THRELFALL et al., 2000). Esse fato tem sido relacionado ao uso destes ativos como
promotores de crescimento, na prevencgdo e terapéutica de animais destinados a producao de
alimentos. Mais de 90% dos animais nas fases de creche e recria-terminacdo sao expostos a
antimicrobianos, conforme estudos americanos e canadenses (DECKERT et al., 2010; USDA,
2007). Dutra et al. (2021), relatam que em 25 granjas produtoras de suinos avaliadas no
Brasil, o tempo médio de exposicdo dos animais a antimicrobianos como promotor de
crescimento ou profilatico, foi de 73,7% considerando o periodo do nascimento ao abate.

Na medicina veterinaria, os volumes de antimicrobianos consumidos, j& ultrapassam o
que é administrado a humanos, por isso, muito tém se discutido sobre 0 uso desses compostos
que sdo atribuidos a producdo animal sendo um fator seletivo e de persisténcia de estirpes
resistentes (AARESTRUP, 2012; PHILLIPS et al., 2004). Em 2014, o consumo global médio
de antimicrobianos foi estimado em 172 mg ATM/ kg suino produzido (VAN BOECKEL et
al., 2015). Dutra et al. (2021), relatam um consumo medio de 358.4 mg ATM/Kkg suino
produzido ao analisar granjas em diferentes Estados do Brasil.

Nos Estados Unidos, cerca de 11 milhdes de kg de antimicrobianos s&o
comercializados para producéo animal (UCS, 2001). De um consumo de 2.000 toneladas em
2013 na Alemanha, 1.700 toneladas foram utilizadas na populagdo animal, sendo 33,0% de
tetraciclinas e 29,0% de penicilinas (MEYER et al., 2013). Levantamento semelhante foi
relatado no Canada em 2014, e um consumo aproximado de 1.740 toneladas, onde 1.500
toneladas referem-se a producédo animal, onde os principais grupos de antimicrobianos usados
foram as tetraciclinas, B-lactamicos, macrolideos e lincosamidas (CANADA, 2017).

Em estudo feito na China com 110 isolados de Salmonella enterica de suinos doentes
comparando os dados com uma cole¢do de 18.280 isolados obtidos de humanos, os autores
concluiram que os isolados de suinos e humanos apresentaram padrdes de resisténcia muito
semelhantes e cepas de Salmonella que causaram infeccdo grave em suinos também foram

capazes de causar infecgdes em humanos (KUO et al., 2014).
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No Brasil, ndo ha registros do volume de antimicrobianos usados para essa finalidade;
porém sabe-se que o uso de fluorogquinolonas, macrolideos, tetracliclinas, sulfonamidas e B-
lactamicos € comum na producdo animal (REGITANO; LEAL, 2010), levando ao aumento
das taxas de resisténcia a esses antimicrobianos em enterobactérias isoladas do ciclo de
producdo agropecuaria. Em 25 granjas de suinos avaliadas nos anos de 2016 e 2017, os
antimicrobianos mais utilizados foram amoxicilina (100%), seguida por tiamulina (88%),
doxiciclina (72%), florfenicol (68%) e colistina (52%) (DUTRA etal., 2011).

No presente estudo as classes com as maiores taxas de resisténcia, principalmente no
grupo de estirpes mais recentes foram os B-Lactamicos, quinolonas, tetraciclinas, fenicdis,
sulfonamidas e polimixinas, 0 que esta de acordo com 0 uso descrito previamente no pais.
Além disso, dentre os antimicrobianos testados no presente estudo (n=17), pode se observar
que 14 ativos tiveram aumento nas taxas de resisténcia comparando o ano de 2012 e o0 ano de
2020. Este dado € alarmante, pois reflete 0 aumento no uso de antimicrobianos em animais de
producdo, sendo mais preocupante ainda, em razdo da possibilidade de resisténcia cruzada
com antimicrobianos usados em humanos e/ou transferéncia de genes de resisténcia entre a
populacdo animal e humana (FERNANDES, 2009; VAZ et al., 2010).

No estudo de Teng et al. (2022) realizado com 1.318 isolados de Salmonella do ano
2013 a 2017 na Espanha, foi possivel observar um aumento significativo na porcentagem dos
isolados resistentes ao cloranfenicol, sulfametoxazol, ampicilina e trimetoprim. Na reviséo
sistematica de Rodrigues et al. (2020), sobre os perfis fenotipicos de resisténcia
antimicrobiana em isolados de Salmonella de origem humana e suina entre os anos de 1990 e
2018 no Brasil, foi possivel observar que os isolados de Salmonella de fontes suinas
apresentaram as maiores taxas de resisténcia para tetraciclina (20,3%) e sulfonamidas
(17,4%).

Gebreyes, Thakur e Morgan (2006) em um estudo realizado na Carolina do Norte
(Estados Unidos) comparando a resisténcia antimicrobiana de estirpes de Salmonella isoladas
de sistemas de producdo livres de antimicrobianos e convencionais, observaram maior
percentual de resisténcia a tetraciclina (80%) seguida pela estreptomicina (43,4%) e
sulfametoxazol (36%) nas amostras testadas. A frequéncia de resisténcia a maioria das classes
de antimicrobianos (exceto tetraciclina) foi significativamente maior entre fazendas
convencionais do que fazendas livres de antimicrobianos.

Weiss et al. (2002) avaliando estirpes de Salmonella isoladas de amostras de fezes de
suinos em granjas terminadoras sul do Brasil, observaram altas taxas de resisténcia a
sulfonamida (97,8%) e estreptomicina (82,6%). No estudo de Menin et al. (2008) em fase de
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creche e terminacdo, as amostras apresentaram maior resisténcia a oxitetraciclina (77%),
tetraciclina (42,1%) e menor a gentamicina (3,5%) e amoxicilina (4,8%).

No presente estudo foi observado um aumento na resisténcia da tetraciclina de 53,1%
no ano 2012 para 89,1% no ano de 2020. As tetraciclinas sdo um dos mais antigos
antimicrobianos usados tanto para tratamento e para promocdo de crescimento em animais.
No entanto, no Brasil, a tetraciclina foi proibida como promotor de crescimento em ragdes
animais em 1998, sendo liberada atualmente apenas para uso terapéutico (LIMA et al., 2016).

O uso de cloranfenicol em animais no Brasil foi proibido em 2003 pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2003), e desde entdo € permitido
apenas o uso de florfenicol, seu anédlogo fluorado. Deste modo, tal principio ativo segue sendo
responsavel por causar alta pressao de resisténcia frente a essa classe de antimicrobianos. No
presente estudo foram encontradas altas porcentagens de resisténcia a esta classe. Foi
observado 30,3% das estirpes resistentes a cloranfenicol em 2012, passando para 80,4% em
2020. Nesse periodo a resisténcia ao florfenicol, passou de 33,1% para 95,7%. Esses
resultados sdo similares ao descrito por Meneguzzi et al. (2017), que avaliaram 111 estirpes
de Salmonella de nove estados brasileiros e observaram 74,7% de resisténcia ao florfenicol.

Desde 2016, a colistina teve o uso proibido no Brasil como promotor de crescimento
(BRASIL, 2016), no entanto, antes da proibicao seu uso foi realizado de forma intensiva. Este
fato pode ter contribuido para 0 aumento nas taxas de resisténcia de 2012 para 2020 (de 32,4
para 39,1) e para os altos niveis de resisténcia observados em alguns sorotipos como |
4,[5],12:i:- (83,3%).

No estudo de Pissetti et al. (2022), dados obtidos ao longo de 16 anos na cadeia
produtiva de suinos do sul do Brasil em 278 isolados de Salmonella sorotipo Derby e
Typhimurium, os autores detectaram um elevado nimero de cepas com resisténcia a colistina.
No presente estudo, em ambos os anos, S. Derby foi sensivel a colistina, porém S.
Typhimurium apresentou aumento na resisténcia do ano 2012 (27,9%) para o ano de 2020
(41,7%).

Observamos um aumento da CIM para ciprofloxacina no sorotipo Typhimurium, entre
0os anos 2012 (40,7%) e 2020 (62,5%). A resisténcia relatada de Salmonella contra
ciprofloxacina na suinocultura brasileira € alta (PAIM et al., 2019; VIANA et al., 2019;
GOMES et al., 2022). Tanto a enrofloxacina quanto a ciprofloxacina séo utilizadas em suinos
para fins terapéuticos e profilaticos (SATO et al., 2022). Do ponto de vista da vigilancia, esse
aumento pode ser um alerta para os gestores de risco sobre uma possivel deterioracdo da

situacdo de um importante antimicrobiano para animais e humanos.
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As quinolonas estdo entre as primeiras escolhas de drogas para tratar a sepse por
Gram-negativos em humanos e o surgimento de Salmonella resistente a quinolonas tem sido
descrito em varios relatos (THRELFALL et al., 1997; MOLBAK et al., 1999; MATEU et al.,
2002). No presente estudo observou-se altas porcentagens de resisténcia a quinolonas,
principalmente frente ao &cido nalidixico que apresentou 93,5% de resisténcia em 2020 e
81,4% em 2012.

Ja foi demonstrado que a transmissdo de genes de resisténcia entre as bactérias que
colonizam o intestino humano € possivel (TROBOS et al., 2008). Suinos e outros animais de
producdo sdo reconhecidos como reservatério primario de bactérias multirresistentes
(WEDEL et al, 2005). Conforme relatado pelo National Antimicrobial Resistance
Monitoring System, cerca de 20% de Salmonella de suinos sdo multirresistentes (resistentes a
>3 classes de antimicrobianos) nos EUA (USDA, 2019).

A criacdo intensiva de animais € um meio considerado extremamente propicio para a
transferéncia dos genes codificadores de resisténcia, visto que ha abundéancia de espécies
bacterianas circulando, alta densidade de animais aliados & pressdo seletiva exercida pelos
antimicrobianos. No presente estudo foi observado um aumento na frequéncia de resisténcia
do ano 2012 (80%) para o grupo isolado em 2020 em que 91,3% (n=42/46) das estirpes foram
resistentes a multiplas drogas (MDR).

Keelara et al. (2013), estudando sistemas de producdo livres de antimicrobianos
(ABF) e convencionais nos EUA, detectaram multirresisténcia em 27% dos isolados de
Salmonella do sistema convencional. Na China, Su et al. (2018) observaram em seu estudo
que 70,2% do isolados apresentaram graus variados de multirresisténcia. Altos niveis também
foram encontrados por Porter et al. (2020) no Reino Unido, onde os isolados de S.
Typhimurium tiveram 72,5% de multirresisténcia. Na Espanha, a ocorréncia de
multirresisténcia foi um achado comum no estudo de Garcia-Feliz et al. (2008), 77% dos
isolados S. Typhimurium em animais aparentemente saudaveis e 95,6% dos isolados de
animais doentes foram multirresistentes, respectivamente. No entanto, no estudo espanhol,
outros sorovares prevalentes apresentaram altas frequéncias de multirresisténcia. No total,
foram encontrados isolados multirresistentes em 11 sorovares diferentes, indicando que o
problema ndo esté exclusivamente associado a S. Typhimurium.

O desenvolvimento de multirresisténcia entre bactérias patogénicas emergiu como
uma grande preocupacdo de saude publica. O uso indiscriminado de antimicrobianos, tanto na
medicina humana quanto na veterinaria, para fins terapéuticos, profilaticos e promotores de
crescimento, vem potencializando a ocorréncia de multirresisténcia. Quando os patégenos

apresentam resisténcia a varios antimicrobianos de uso clinico em humanos, ha um alto risco
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de falha nos tratamentos e um aumento na severidade das infecgdes, isso leva a um aumento
tanto da mortalidade como dos gastos do sistema de satide (DOMENECH et al., 2015).

Pesquisas enfatizando o conhecimento e desenvolvimento de alternativas a
antimicrobianos, tais como: Oleos essenciais, enzimas, acidos organicos, prebidticos e
probioticos, com a finalidade de assegurar avancos na suinocultura, tém surgido nos ultimos
anos (CHENG et al. 2019, SUBRAMANIAM; KIM, 2015; OMONIJO et al., 2018). Dessa
forma, espera-se que tais alternativas sejam capazes de desencadear efeitos como: aumento da
resposta imunologica, reducdo da carga de patdgenos na microbiota intestinal, estimulacéo e
estabelecimento de microrganismos intestinais benéficos e estimulacdo da funcédo digestiva de
suinos (DE LANGE etal., 2010).
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CONCLUSOES

Salmonella enterica apresentou uma alta circulagéo entre as granjas avaliadas, tendo sido
observada a reducdo nas taxas de isolamento de 2012 a 2020;

Apesar da reducdo das taxas de isolamento, os niveis de resisténcia a maioria dos
antimicrobianos testados aumentou de 2012 para 2020;

Todas as estirpes foram caracterizadas pelo SE-AFLP, com uma tendencia a agrupar os
isolados de acordo com o sorotipo e as fases de producao;

Os sorotipos identificados e os ST revelaram o predominio dos sorotipos Typhimurium e
14,[5],12:i:- em ambos os anos avaliados;

Os sorotipos identificados nas fémeas (porcas) nao foram os mesmos identificados nas
fases de creche e crescimento/terminacao;

Considerando os altos indices de resisténcia identificados nos sorotipos Typhimurium e
14,[5],12:i:- é possivel concluir que esse é um dos fatores que favorece sua persisténcia

nos animais avaliados.
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