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RESUMO

Na regido nordeste do Brasil, a caprino-ovinocultura é uma importante atividade
socio-econdmica, com destaque para a agricultura familiar. O presente trabalho
objetivou determinar a presenca de Salmonella spp. e Escherichia coli em caprinos e
ovinos clinicamente saudaveis na regidao do submédio Sao Francisco, através de
testes fenotipicos e genotipicos, além de determinar o perfil de sensibilidade dos
isolados de Salmonella spp. aos antimicrobianos. Foram coletadas amostras de
fezes de 720 animais, sendo 430 ovinos e 190 caprinos, em 12 propriedades no
municipio de Petrolina (PE) e de 100 animais, sendo 50 caprinos e 50 ovinos, no
Abatedouro Municipal de Petrolina, PE. O isolamento de Salmonella spp. foi
realizado em Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD), Agar Bismuto e Agar Hectoen,
e de Escherichia coli em agar MacConkey. As analises fenotipicas foram realizadas
através de testes bioquimicos e as genotipicas através da reacao pela cadeia da
polimerase (PCR). Realizou-se teste de sensibilidade aos antimicrobianos nos
isolados de Salmonella spp. Apds a analise dos testes fenotipicos, verificou-se que
83,3% (10/12) das propriedades, além do abatedouro, apresentaram colbénias
suspeitas para Salmonella spp. Em todas as amostras foram isoladas E.coli,
confirmadas por testes bioquimicos. Nos animais provenientes das propriedades,
31,5% (12/38) e 20,9% (18/86) dos caprinos e ovinos, respectivamente, foram
positivos para Salmonella spp. na PCR; enquanto que nos animais do abatedouro,
60% (3/5) e 40% (2/5) dos caprinos e ovinos, respectivamente, apresentaram
positividade para Salmonella spp. Os isolados de Salmonella spp. de caprinos e
ovinos apresentaram maior resisténcia aos antimicrobianos oxitetracilina e oxacilina
e 45% dos isolados apresentaram multirresisténcia a mais de trés classes de
antimicrobianos. Na caracterizagao filogenética dos isolados de E.coli, 0 grupo de
maior frequéncia, tanto nos caprinos quanto nos ovinos, foi o grupo B1, seguido nos
caprinos do grupo B2 e nos ovinos do grupo A. Os rebanhos de caprinos e ovinos
avaliados no presente estudo sdo portadores de Salmonella spp. e de E.coli do
grupo filogenético considerado virulento para os animais e para o homem, podendo

contaminar o meio ambiente, outros animais e a carcaca na linha de abate.

Palavras-chave: antimicrobianos; caprino-ovinocultura; microbiologia; PCR



ABSTRACT

In northeastern Brazil, the goat and sheep industry is an important socio-economic
activity, with emphasis on the family farm. This study aimed to determine the
presence of Salmonella spp. and Escherichia coli in sheep and goats in the region of
San Francisco through phenotypic and genotypic tests, and determine the sensitivity
of isolates to antimicrobial agents. We collected samples of feces from 720 animals,
430 sheep and 190 goats, in 12 farms; and of 100 animals, 50 goats and 50 sheep,
in slaughterhouse of Petrolina, PE. The isolation of Salmonella spp. was performed
in Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) agar, Bismuth Agar and Hectoen agar, and of
Escherichia coli in MacConkey agar. The phenotypic analyzes were performed
through biochemical tests and the genotype by the polymerase chain reaction (PCR).
We conducted antimicrobial susceptibility testing (MIC) in isolates of Salmonella spp.
After the analysis of phenotypic tests, it was found that 83.3% (10/12) from properties
in addition to the slaughterhouse, present suspected colonies for Salmonella spp. E.
coli were isolated in all strains, confirmed by biochemical tests. In animals from the
farms, 31.5% (12/38) and 20.9% (18/86) of goats and sheep, respectively, were
positive for Salmonella spp. by PCR; whereas the animals in the slaughterhouse,
60% (3/5) and 40% (2/5) of goat and sheep, respectively, were positive for
Salmonella spp. The isolates of Salmonella spp. of goats and sheep showed
increased resistance to antimicrobials oxitetracilina and oxacillin and 45% of the
isolates showed multidrug resistance to more than three classes of antimicrobials. In
phylogenetic characterization of E. coli isolates, the group most often in both sheep
and goats was the group B1, followed by group B2 and in sheep of group A. Herds of
goats and sheep in the current study are carriers of Salmonella spp. and the E. coli of
phylogenetic group considered virulent for animals and humans, and can

contaminate the environment, other animals and carcasses on the slaughter line.

Keywords: antimicrobial; goat and sheep industry; microbiology; PCR



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Classificacdo de Escherichia coli nos grupos filogenéticos pela
amplificacdo dos genes chuA e yjaA e fragmentacdo do DNA TspE4.C2

Artigo

Figura 1: Produto da PCR de Salmonella spp. com amplificacdo de 274 pb em gel
de agarose. M: Marcador de peso molecular de 100 pb. 1. Controle Positivo (ATTCC
14023 Salmonella thyphimurium); 2 a 10: amostras de ovinos positivas ............ p.42

Figura 2: Percentagem de isolados de caprinos e ovinos nos grupos filogenéticos A,
= R = 72 = T 1D O p.44

LISTA DE QUADRO

Quadro 1: Sorotipos de Samonella spp de maior importancia médica.................. p.37



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Técnicas de isolamento de Salmonella spp. em fezes de pequenos
FUIMIN@INTES ...ttt e e e e e e e e e ettt ettt e e e e eaaaaaeeeaeeeeaaas s annnsneseeneeeeees p. 23

Artigo

Tabela 1. Coleta de amostras de fezes de caprinos e ovinos em propriedades e no
abatedouro do municipio de Petrolina, estado de Pernambuco ............ccccceeenn. p. 36

Tabela 2: Relacdo dos iniciadores usados para deteccdo dos genes de
caracterizacao filogenética de E. COli ..........ooooeiieciiiiiieeeeeeeeeee e p. 40

Tabela 3: Condicbes da PCR dos genes de caracterizagdo filogenética de

Tabela 4. Concentracdes inibitérias minimas (CIM) de isolados de Salmonella spp.

em caprinos frente aos antimiCrobianos ..........coccveeiiii i, p. 45

Tabela 5: Concentracoes bactericidas minimas (CBM) de isolados de Salmonella
spp. em caprinos frente aos antimicrobianos ...........cccceeeeeiiiiceieccccceee p. 45

Tabela 6: Concentracdes inibitérias minimas (CIM) de isolados de Salmonella spp.

em ovinos frente aos antimiCrobIanN0s ..........eeeiviiiiiiiiii p. 46

Tabela 7: Concentracdes bactericidas minimas (CBM) de isolados de Salmonella

spp. em ovinos frente aos antimiCrobianos ..........ccoeeeveviiieiiiiiiii e p. 46



CBM
CIM
DNA
pb
PCR
rpm
TSA
UFC

XLD

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Contagem Bactericida Minima
Contagem Inibitéria Minima

Acido desoxirribonucleico

Pares de base

Reacdo em Cadeia da Polimerase
Rotacao por minuto

Triptona Soja Agar

Unidade Formadora de Colbnia

Xilose Lisina Desoxicolato



mL
mM

pmol

ug

ul

Grama
Hora
Mililitro
Milimolar
Picomol
Unidade
Micrograma

Microlitro

LISTA DE SiIMBOLOS



2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8
2.9
2.10

2.1
2.2

SUMARIO

RESUMO ...ttt ettt et e bt e st e st e enneenneeenteenneas 07
Y S I o 7 O SR 08
LISTA DE FIGURAS. ... ettt sttt nnee s 09
LISTA DE TABELAS . ...ttt et nnee s 10
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS......ooo et 11
LISTA DE SIMBOLOS...... .ottt ettt 12
INTRODUGAOQ ...t e e enanananen e 15
REVISAO DE LITERATURA ...ttt 17
Produgéo de caprinos € oVinOS N0 SEMIANITO. .......cciueeeiiieeiiee e 17
Importancia da sanidade capring € OVINA..........ccoouiieriiiiiier e 18
SaAIMONEIIA SPP ...ttt 18
Infecc@o por Salmonella spp. em Caprin0S € OVINOS. ......c.ccovireerieeeriieiscieeesieeens 19
Diagnéstico de Salmonella spp. nas fezes de pequenos ruminantes................... 22
Resisténcia de Salmonella spp. aos antimicrobianos..........c.cccccveeeericieeecicieeeenns 24
ESCREIICRIA COMl......eeieeeie ettt 25
Colibacilose em CapriN0S € OVINOS. ......cocuueiiiiiiiieeeeieie et eieee e 27
Diagnoéstico de Escherichia coli nas fezes de pequenos ruminantes.................... 28

PCR para caracterizacdo de Escherichia coli em diferentes grupos

FIlOGENELICOS. ...ttt 29
Artigo Cientifico

Caracterizagao fenotipica e genotipica de isolados de Salmonella spp. e
Escherichia coli em caprinos e ovinos clinicamente saudaveis na regiao do
SUDMEIO SA0 FranCISCO......coiueiiiiiiiiiiee e 31
RESUMO . ...ttt ettt et ee e et e st e et e e eaeesneeesneeenseesneeenneenneas 31
ABSTRACT .ttt ettt sttt e et e eb e s et e ste e e neeenreennen 32
INTRODUGAOQ ...t e e enanananen e 33
MATERIAL E METODO .....oouiimiieieiieeseeseiseeseee s 34
Coleta e preparacao das amOSLIas.........c.eeeieeeriiie e 34

Isolamento de Salmonella SPP ......c.ueeeeiieiei e 35



2.3

2.4

2.41
24.2

2.5
2.6

2.7
2.8
2.9

3.1
3.2

3.3

3.4

3.5
3.6

Caracterizacao fenotipica de Salmonella SPP........cocoueeeiiiiiii i 36

Caracterizagao genotipica através da reagcao em cadeia da polimerase (PCR)

para identificag@o de Salmonella SPP.........ccueuiueeiiieiiiiee e 36
T e=Toz= Lol o (= I N PP 36
Reacao em cadeia da polimerase (PCR) para identificacao de Salmonella 36
o] o J S SS

Soroaglutinagéo para identificagéo de Salmonella SpP........ccouceeeeeiiiceeiniiieenene 37
Tes_te_ d(_a sensibilidade de isolados de Salmonella spp. aos 38
ANEIMICTODIANOS. ...t ne e e e

Isolamento de ESChEriCRIA COIi ..............cccueiiiiiiiiiiiieec e 38
Caracterizacao fenotipica de isolados de E.COlli.........c..cccecveieeeeeieicieieeiee e 39
Caracterizagéo filogenética de isolados de E.COMi...........ccoeveueeieieicniiiiice, 39
RESULTADOS ...ttt ettt e st e e e s te e sae e s e e e sseeenneenneeenseeaneas 41
Caracterizacao fenotipica de isolados de Salmonella Spp..........ccccueeveiceiiniennens 41
PCR para identificacdo de Salmonella SPP........ooccueeeeieiieiieiiieee e 41
Soroaglutinagao de isolados de Salmonella SPP..........ccoeeieeerieeeiieeeiee e 42
Tes.te. d_e sensibilidade de isolados de  Salmonella  spp.aos 42
=T T aa Tt o] o TF= Lo T PSP

Caracterizacao Fenotipica de isolados de E.COli.......ccccuuueeeeeiiiiiiciiiiiiee e 44
PCR de caracterizacéo filogenética de E.COli.........cccoouoennienniiniiiiieicseeiees 44
DISCUSSAQD ...ttt 46
CONCLUSOES. ... s e ean e, 50
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ouoiuieeereerieeeineese s ssesseseees 51

ANEXO 61



15

1 INTRODUGCAO

O Nordeste brasileiro € destaque durante séculos como area propensa para a
exploracdo de ruminantes domésticos, notadamente caprinos e ovinos, pelo
potencial da vegetacao natural para a manutencdo e sobrevivéncia dos animais
destas espécies. A caprino-ovinocultura apresenta especial importancia social e
econbmica para 0s ecossistemas do semiarido brasileiro, dadas as poucas
alternativas econdmicas para a regiao (LIMA; BAIARDI, 2007). Porém as altas taxas
de morbidade e mortalidade presentes em propriedades no Nordeste ocasionam
sérios prejuizos econdmicos aos produtores, chegando a inviabilizar a atividade
pecuaria (VIEIRA et al., 1998).

De maneira geral, esses animais sdo explorados tradicionalmente em sistema
de criacdo extensivo com reduzida adog¢do de tecnologias, o que tem sido
responsabilizado pelos baixos indices zootécnicos, traduzidos pela reduzida
velocidade de crescimento dos animais, abate tardio, baixo rendimento e carcaca
que nao satisfaz as exigéncias do mercado em termos de qualidade, além de idade
avancada ao primeiro parto, longos intervalos entre partos, baixa producéao leiteira
na vida util das matrizes e alta taxa de mortalidade nos rebanhos (EMPARN, 2006).

A producado e a produtividade desses animais podem ser influenciadas por
uma série de fatores, destacando-se aqueles de origem nutricional, reprodutivo e
sanitaria. No que se refere aos problemas de ordem sanitdria, destacam-se as
doencas de origem infecciosa e parasitaria, sendo responsaveis por inumeras
perdas econémicas, devido a baixa na producao de carne e/ou leite, além das altas
taxas de mortalidade (VIEIRA et al., 1998). Doencas infecciosas e parasitarias
constituem um sério entrave ao desenvolvimento da criagcdo de caprinos e ovinos,
por representarem parcela consideravel das perdas em animais, com grande
repercussao econdmica. Nesse contexto, surgem as enfermidades causadas por
bactérias, que representam uma ameaga ao desenvolvimento da caprino-
ovinocultura brasileira (EMPARN, 2006).

As bactérias do género Salmonella e Escherichia coli tém como habitat
normal o trato intestinal dos seres humanos e de muitos animais e, em condicdes
sanitarias precarias, elas podem contaminar o meio ambiente. Estes micro-

organismos estdo entre os principais agentes causadores de doencas de origem
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alimentar no mundo todo (LEWIS, 1997). Salmonella spp. é frequentemente isolada
de animais sadios (VANSELOW et al., 2007), entretanto, as informacdes sobre

salmonelose em caprinos e ovinos sdao muito limitadas (OIKONOMOU et al., 2008).

O presente trabalho objetivou determinar a presenca de Salmonella spp. e
Escherichia coli em caprinos e ovinos clinicamente saudaveis na regidao do submeédio
Sao Francisco, estado de Pernambuco com o auxilio de técnicas tradicionais e
moleculares, além de determinar o perfil de sensibilidade dos isolados de
Salmonella spp. aos antimicrobianos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producao de caprinos e ovinos no semiarido brasileiro

Na regidao nordeste do Brasil, a caprino-ovinocultura é uma importante
atividade socio-econbémica, com destaque para a agricultura familiar. Atualmente, a
atividade se expande com investimentos de empresarios e incentivos
governamentais, dotando o criatério com solugbes alternativas baseadas em
tecnologias regionais (QUADRQOS, 2005).

No Brasil, o efetivo dos rebanhos de caprinos é de 9.312.784 de cabecas e
17.380.581 de cabecas de ovinos, sendo que a regiao Nordeste detém um rebanho
de caprinos e ovinos de 8.458.578 de cabecas e 8.057.754 de cabecas,
respectivamente, com destaque para o estado da Bahia, com o maior rebanho de
caprinos do Brasil, com 3.020.849 cabecas (30,6%) e 0 segundo rebanho de ovinos,
com 3.125.766 de cabecas (18%), atras do Rio Grande do Sul. O estado de
Pernambuco ocupa a segunda posicdo em numero de rebanhos de caprinos e a
quarto em rebanho de ovinos, com 1.720.128 de cabecas (18,6%) e 1.622.511 de
cabecas (9,3%), respectivamente (IBGE, 2010).

No semiarido, o sistema predominante de producao de ovinos e caprinos para
corte é o extensivo, dependente da vegetacdo de caatinga e caracterizado pela
utilizacdo de animais com genétipos nao especializados. Este sistema esta quase
sempre associado a cultivos de subsisténcia, com indices de desempenho baixos
associados a alta mortalidade de animais e a idade tardia para atingir o peso de
abate (GUIMARAES FILHO; MOREIRA, 2011).

No Brasil, ainda sdo comuns os sistemas de producdo voltados para
subsisténcia, onde os animais sdo a principal fonte de proteina, principalmente para
aquelas populacoes localizadas em regides aridas, ja que os caprinos tém elevada
adaptabilidade as condicées edafo-climaticas da referida regido. Por outro lado, a
caprino-ovinocultura vem se modernizando, podendo-se observar criatorios
comerciais bem organizados, com grandes estruturas de produg¢do e na maioria das
vezes, com agregagao de valor, através do beneficiamento e comercializacdo dos
produtos (RIBEIRO, 1997).
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2.2 Importancia da sanidade caprina e ovina

As doencas bacterianas estdo associadas tanto a queda na produgcao como
diminuicdo no bem estar dos animais (QUINN et al., 2005). Em um estudo realizado
por PINHEIRO et al. (1999) em rebanhos caprinos no Ceara, foi demonstrada alta
taxa de mortalidade principalmente entre animais jovens (22,8%), comprometendo o
desenvolvimento da atividade em funcdo do manejo sanitario inadequado. Os
autores ressaltam ainda que nao ha maiores preocupacdées com a higiene e

qualidade do leite mesmo em alguns rebanhos tecnificados.

Presenca de diarréia foi relatada por 87,8% dos criadores, no sertao
pernambucano, segundo Alencar et al. (2010), sendo este um dos sinais clinicos da
colibacilose e salmonelose, enfermidades ocasionadas pela E. coli e Salmonella
spp. , respectivamente. Os autores ainda discutem que o0s caprino-ovinocultores do
sertdo de Pernambuco, em sua maioria, possuem instalacées inadequadas para
abrigar seus animais, tém baixo nivel de adocédo de tecnologias ou as utilizam de
forma inadequada, havendo dificuldade na prevencéao e controle de doencas.

2.3 Salmonella spp.

As bactérias Salmonella sdo bastonetes gram-negativos, anaerobicos
facultativos e nao formadores de esporos. Geralmente sdo moveis por flagelos
peritriquios. Possuem temperatura 6tima para crescimento de 37°C. Catalisam D-
glucose e outros carboidratos com producdo de acidos e, geralmente, de gas. Sao
oxidade negativa, catalase positiva, indol e Voges-Proskauner negativos e vermelho
metil e citrato Simmons positivos. Descarboxilam os aminoacidos lisina e ornitina.

Sao produtoras de H,S; ndo hidrolisam uréia e reduzem nitrato (HOLT et al., 1994).

Seu habitat natural é o trato intestinal dos seres humanos e de animais de
sangue quente. Em condi¢cdes sanitarias precéarias, elas podem contaminar
alimentos (TORTORA et al., 2005). E considerada patogénica para o homem e para
muitas espécies de animais. Agente causador da febre tifide, febre entérica,
gastroenteritis e septicemia (HOLT et al., 1994). A salmonelose frequentemente

localiza-se nas mucosas do ileo, no ceco e no cbélon, bem como nos linfonodos
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mesentéricos de animais infectados, podendo ser eliminadas pelas fezes
contaminando o ambiente e o rebanho (QUINN et al., 2005).

A classificagdo moderna baseada no estudo do DNA considera somente trés
espécies: Salmonella entérica, Salmonella bongorie, Salmonella subterrdnea.
(SHELOBOLINA et al., 2004). A espécie entérica possui seis subespécies (Entérica,
Salamae, Arizonae, Diarizonae, Houtenae e Indica). A subespécie Entérica possui
um grande numero de sorovares (Paratyphi A, Typhimurium, Agona, Derby,
Heidelberg, ParaTyphi B, Cholerasuis, Infantis, Virchow, Dublin, Enteritidis, TyphieA
natum). O nome dos diferentes sorovares tem origem tanto no nome da doencga ou
do lugar onde foram inicialmente isoladas como: S. Cholerasuisou e S. Dublin
(GOMES, 2012).

Salmonelas podem causar um amplo espectro de doengcas em humanos
variando de febre tiféide, septicemia, gastroenterite e infeccdes focais. E uma das
principais causas de gastroenterite veiculada por alimentos em todo o0 mundo, e um
importante problema de saude publica, tanto em paises industrializados como em
paises em desenvolvimento (PAYMENTE & RILEY, 2002). As salmonelas podem
sobreviver a temperaturas de cozimento relativamente baixas em centro de ovos,
carnes recheadas ou mal passadas. A falta de boas praticas na manipulacao de
alimentos contribui para a disseminagdo dessas bactérias no ambiente de preparo
de alimentos, tendo elas a capacidade de aderir superficies como teflon, aco, vidro e
formica, formando biofilme (AUSTIN, 1998).

Segundo Mondal et al. (2008) embora com mesmo aspecto colonial, o perfil
genético dos isolados de Salmonella spp. tende a ser especifico ao seu hospedeiro.

2.4 Infeccao por Salmonella spp. em caprinos e ovinos

Pesquisas indicam que os ovinos e caprinos abrigam uma larga escala de
sorovares de Salmonella e atuam como uma das fontes de infecgdo em humanos
(VANSELOW et al., 2007; MILNES et al., 2008). No estudo conduzido por Bonke et
al. (2012) na Alemanha S. Diarizonae foi mais comum em animais adultos, do que
nos jovens e em ovinos do que em caprinos. Os mesmos achados foram descritos

por Sandberg et al. (2002) em relacdo a faixa etaria dos animais. Na Etiopia, em
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animais abatidos, a maior freqiéncia de Salmonella spp. foi descrita em caprinos
(WOLDEMARIAM et al., 2005).

Salmonella spp. é frequentemente isolada de animais sadios (VANSELOW et
al., 2007), sendo que as informacdes a cerca da salmonelose em caprinos e ovinos
sao muito limitadas. A eliminacdo da bactéria pelos animais € maior em periodos de
calor (BRANHAM, et al., 2005). Além disto, o parto € um importante fator para
susceptibilidade dos ovinos a infecgao por Salmonella spp., 0 que eleva a eliminacao
desta bactéria nas fezes dos animais (MILNES et al., 2008). Segundo Duffy et al.
(2009) as condicdes de criacado e transporte dos caprinos podem ser fundamentais
para indicar a presenca de Salmonella spp. nas fezes, sendo esta a principal via de
contaminacao das carcacas nos abatedouros. Ovinos sdo excretores assintomaticos
de Salmonella spp. nas suas fezes (MILNES et al. 2008). As matrizes sao
consideradas os principais vetores para disseminacdo da Salmonella spp. entre as
propriedades (SANDBERG et al., 2002).

Os caprinos e ovinos podem apresentar a forma da doenca subclinica ou
latente, sendo, portanto, apenas portadores de salmonelas (WOLDEMARIAN et al.,
2005; MILNES et al.;, 2008; BONKE et al., 2012), mas fatores como estresse,
infeccdes intercorrentes, transporte, superlotacdo, prenhez, temperatura ambiental
extrema, privagcao de agua, além do numero de salmonelas ingeridas, a viruléncia do
sorotipo e a suscetibilidade do hospedeiro, podem ativar a doenca para a forma
clinica (QUINN et al., 2005). Segundo Sandberg et al. (2002) nao existe um padréao
de sinais clinicos caracteristicos em rebanhos infectados por Salmonella spp. Os
ruminantes sao portadores menos frequentes de Salmonella spp. quando

comparado aos suinos (DAVIES et al., 2004).

Estudos conduzidos na Etiopia tém indicado a presenca de salmonelose em
varios alimentos destinados a animais (ALEMAYEHU et al., 2003; MOLLA et al.,
2004) e humanos (MACHE et al., 1997). Auséncia de moscas na propriedade, fonte
dos alimentos ofertados aos animais e condigdes de higiene sdo muito importantes,
especialmente nas dez semanas anteriores ao abate de caprinos e ovinos
(VANSELOW et al., 2007).

Em ovinos, o sorotipo Salmonella Dublin provoca enterocolite e septicemia e o
sorotipo Salmonella Brandenburg provoca aborto (QUINN et al.,, 2005). Os
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sorovares de Salmonella mais comuns associados com ovinos no periodo de 1991-
1997 foram S. Typhimurium, S. Arizonae (061:H:1,2,7), S. Derby e S. Montevideo. O
ultimo destes tem regularmente sido associado com o aborto em ovelhas, em
especial na Escocia, sudeste e norte da Inglaterra (WRAY & WRAY, 2000). Durante
o periodo de 1970-1981, um total de 67 incidentes de S. Montevideo foram
identificados, mas em 1982 um aumento repentino ocorreu e a infeccao foi
confirmada em 38 rebanhos. S. Typhimurium parece ser o sorotipo de Salmonella
mais comum em ovinos, embora o fagotipo predominante pode diferir entre paises.
S. Abortus ovis foi descrito em muitos paises no mundo e em alguns, € um problema
sério. S. Indiana foi descrito em surto de aborto em ovelhas (LUQUE et al., 2009). As
endotoxinas produzidas por Salmonella spp., em particular a S. Abortus ovis podem
induzir morte embrionaria, aborto e parto prematuro (SCHLAFER et al., 1994).
Segundo Lantier et al. (2012) a resisténcia dos ovinos a infecgéo por S. Abortus ovis
estda associada a diversos genes que podem ser utilizados como marcadores em
programas de selecdo genética. Salmonella Diarizonae foi descrita como etiologia
de orquite supurativa em ovinos na Espanha (FERRERAS et al., 2007). Segundo os
mesmos autores a possibilidade da existéncia de portadores nos rebanhos nao pode
ser descartada dada a prevaléncia de Salmonella spp. em ovinos saudaveis.

S.arizonae foi isolado pela primeira vez de ovelha nos EUA e posteriormente,
isolado no Reino Unido, Canada, Noruega e Alemanha. Muitos outros sorovares de
Salmonella foram isolados de ovinos em todo o mundo. Mesmo a prevaléncia de
salmonelose em ovinos sendo baixa, mas quando ocorrem surtos, as perdas podem
ter graves consequiéncias econdmicas (WRAY & WRAY, 2000). Surto de diarréia
ocasionado por S. arizonae em cabritos foi descrito na Espanha e apresentou
morbidade de 90% e mortalidade de 40% (MUNOZ et al.,, 1996). Uma causa
importante da diarréia € o manejo sanitario deficiente, que pode provocar um
aumento de coliformes fecais, acrescentando a presenca de Salmonella, entre
outros patdgenos do trato entérico (RIBEIRO, 1997).
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2.5 Diagnéstico de Salmonella spp. nas fezes de pequenos ruminantes

A obtencao de fezes diretamente, sem o uso de swab, é a forma mais eficaz de
coleta de material a fim de aumentar a sensibilidade no isolamento de Salmonella
spp. nos pequenos ruminantes (SANDBERG et al., 2002). Os mesmos autores
indicaram que o caldo selenito cistina pode apresentar maior sensibilidade do que
caldo rappaport-vasiladis comumente utilizado no diagnéstico de Salmonella spp. A
quantidade de fezes utilizada para o cultivo de Salmonella spp. também se mostra
muito importante para garantir a sensibilidade no isolamento deste patégeno
(BONKE et al., 2012).

Varias estratégias séo utilizadas para o cultivo de Salmonella spp. nos
pequenos ruminantes (Tabela 1). O isolamento de identificacdo bioquimica de
Salmonella spp. € muitas vezes complicada, sendo que alguns sorotipos podem ser
inibidos pelos meios classicos de enriquecimento (HABRUN et al., 2006). Isto
ressalta a importdncia da combinacdo das técnicas tradicioniais com outras
metodologias como ELISA e PCR para o diagnéstido da infeccdo por Salmonella
spp. em pequenos ruminantes (PAO et al., 2005).



Tabela 1: Técnicas de isolamento de Salmonella spp. em fezes de pequenos ruminantes
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Origem Pré-enriquecimento Enriquecimento Plaqueamento Técnica complementar Referéncia
Fazenda ; . " . Biogquimica HJARTARDOTTIR et
Agua peptonada Tamponada Caldo Rappaport-Vassiliatis Agar Verde Brilhante Sorologia: al., 2002
- Caldo Selenito Cistina Agar Verde Brilhante Soroaglutinagéo SANDBZI(E)ES etal,
Extracdo do DNA Fecal;
- - , - PCR; Real Time PCR; ' UheT etal, 2009
‘ s S Agar Xilose Lisina; Bioquimica;
Agua Peptonada Tamponada Rappaport-Vassiliatis XLT4 Teste de Aglutinago: PAO et al., 2005
, Sorologia;
Agua Peptonada Tamponada Diassalm Agar Rambach Biologia molecular DAVIES et al., 2004
‘ Caldo Rappaport- Aga}r Verde Brilhante; Bioquimica;
Agua Peptonada Tamponada T Agar Redlactose : . WOLDEMARIAMA et
Vassiliatis; . Sorotipagem;
Caldo Selenito Cistina Sacarose; Fagotipagem; al., 2005
. AgarXLD. ’
Agua Peptonada Tamponada Diassalm agar plates Agar Rambach SB|oqu|m|ca;. MILNES et al., 2008
) orotipagem;
Abatedouro Caldo Rappaport-Vassiliatis Agar XLD e agar Sorotipagem e MOLLA et al., 2006

Agua Peptonada Tamponada

Agua Peptonada Tamponada

Agua Peptonada Tamponada

e MKTTn

Caldos Rappaport-
Vassiliatis e
Tetrationato

Caldos manitol selenito
cistina e Rappaport-
Vassiliadis

cromogénico

~ Agar XLD;
Agar Salmonella-
Shigella

Agar Bismuto Sulfito e

XLD

fagotipagem

Bioquimica;

Sorotipagem,
Fagotipagem,
Bioguimica.

TEKLU & NEGUSSIE,
2011

DUFFY et al., 2009
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A reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma estratégia util para deteccao
de Salmonella spp. em carnes, fezes, tecidos, sangue e leite, com diferentes
metodologias de manipulacdo das amostras para inativar possiveis inibidores da
reacdo, como sais biliares, hemoglobina e componentes sangliineos (AABO et
al.,1993; COHEN et al., 1994; FADL et al., 1995).

A PCR consiste na sintese in vitro de copias de DNA a partir de uma seqiiéncia
alvo. A especificidade do teste € obtida a partir da obtencdo de sequéncias
complementares ao DNA do agente pesquisado. Em um ensaio de PCR, caso haja
complementaridade entre os iniciadores e o0 DNA da amostra analisada, havera
ligacdo de ambos seguida pela reacao de sintese de DNA in vitro. A repeticdo desta
reacdo por diversos ciclos (30-40) dara origem a bilhdes de cdpias alvo em um
processo de amplificacdo conferindo extraordinaria sensibilidade. A PCR pode ser
aplicada nao somente na detecgao direta do agente em amostras clinicas, mas tem
sido de grande auxilio na identificacdo do género Salmonella em isolados e €

empregada em varios métodos de genotipagem ou caracterizacdo molecular.

2.6 Resisténcia de Salmonella spp. aos antimicrobianos

O uso indiscriminado das drogas antimicrobianas na produgdo animal é
comum, contudo traz importantes impactos ao meio ambiente e a saude humana
(GOULD et al., 2010). A resisténcia tem se agravado principalmente nos paises em
desenvolvimento onde as condicoes de higiene sao precarias e existe um mercado
de drogas antimicrobianas falsificadas. A multiresisténcia de Salmonella spp aos
antimicrobianos € um assunto de grande interesse a comunidade cientifica, visto seu

potencial de transmis&o aos seres humanos pelos alimentos (MOLLA et al., 2007).

Nos caprinos e ovinos a resisténcia da Salmonella spp. as drogas
antimicrobianas tem sido estudada (MOLLA et al., 2006; GOUSIA et al.,, 2011;
BONKE et al., 2012). Isolados multirresistentes de Salmonela Typhimurium fagotipo
193 foi descrita por Molla et al. (2006) na Etiépia. Por outro lado, em um estudo
realizado na Alemanha por Bonke et al. (2012) os isolados de S. Diarizonae foram

sensiveis as drogas antimicrobinas testadas. Os mesmos achados foram descritos
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por Luque et al. (2009) ao avaliar a sensibilidade de S. Indiana isoladas de casos de
aborto em ovelhas.

A resisténcia aos antimicrobianos dentro da Familia Enterobactericeae é
associada a elementos genéticos mdveis, em particular aos plasmideos e integrons
(POTRON et al., 2011). Nos pequenos ruminantes a multirresistécnia em Salmonella
spp. foi associada a integrons da classe 1, o que também ocorre no homem e
demais espécies animais (MOLLA et al., 2007).

2.7 Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae, sao
anaerdbia facultativa, bastonete Gram-negativo, fermentador de glicose, lactose,
sacarose, sorbitol e dulcitol e reduz nitrato a nitrito, € oxidase-negativa, catalase-
positivo, possue atividade de descarboxilase e produze indol a partir da
desaminacao de triptofano (HOLT et al., 1994), portanto é fundamental o emprego
de testes bioquimicos para as corretas identificacdes e diferenciacées entre os
géneros pertencentes a familia Enterobacteriaceae. A utilizagdo das provas
bioquimicas denominadas IMVIC classifica a E. coli tipica como Indol positivo,
Vermelho de Metila positivo, Vorges-Proskauer negativo e Citrato negativo (QUINN
et al., 1994).

Sao classificadas em seis categorias de acordo com sua patogenicidade: E.
coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteropatogénica classica (EPEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) ( KUHNERT et al.,
2000). De todas as categorias, a unica considerada como zoonose é a EHEC
(GRIFFIN; TAUXE, 1991).

As E. coli EHEC sao produtoras de toxinas “Shiga-like” (Stx), fator de
viruléncia que contribui para a patogenicidade da EHEC, dando habilidade ao
patdbgeno em causar lesées nas microvilosidades da parede intestinal do hospedeiro
(KUHNERT et al., 2000). Podem causar desde uma diarréia branda, sanguinolenta
(colite hemorragica) até sindrome hemolitica urémica (SHU) em criancas e adultos,

com maiores ou menores efeitos conforme as condigdes imunolégicas do individuo
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(BETTELHEIM et al., 2005). A SHU provoca a maior complicacdo das infecgdes,
caracterizada por anemia hemolitica, trombocitopenia e faléncia renal aguda, que

pode estender-se a outros 6rgaos (CRAY J.R., et al, 1996).

Sao conhecidas duas categorias de E. coli EPEC denominadas tipica e
atipica, tendo como principal diferenca a presenca do plasmidio EAF somente nas
EPEC tipicas. As duas categorias ndo produzem toxina Stx e sdo capazes de causar
uma lesao histopatolégica no epitélio do intestino chamada lesao “attaching and
effacing”. Depois que aderem a barreira gastrica, as EPEC aderem a mucosa do

intestino delgado e grosso, levando ao quadro de diarréia (TRABULSI, 2005).

Associada a diarreia, em individuos de todas as idades as enterotoxinas de E.
coli ETEC sao classificadas como termoestaveis (ST) e termo labeis (LT) (QUINN el,
1994). As enterotoxinas LT sao subdivididas em LT-I (E. coli patogénicas associadas
a animais e ao homem) e LT-Il (E. coli associadas a animais e alimentos, mas
raramente ao homem). As ETEC aderem as células da mucosa do intestino delgado
e produzem uma enterotoxina termo-estavel (EAST1), sem provocar alteracao nas
microvilosidades e nem penetram seu epitélio. As enterotoxinas LT estimulam
enzimas envolvidas na manuteng¢do do equilibrio hidrossalino da mucosa intestinal,
causam acumulo de agua e eletrdlitos no Iumen intestinal, posteriormente
desencadeiam uma diarréia em que as fezes nao apresentam leucdcitos, sangue ou
muco (NATARO; KAPER, 1998). As enterotoxinas ST s&o pouco imunogénicas
sendo subdivididas em STa (resultam em uma secrecéo de agua e eletrélitos) e STb
(estimula a liberacdo de carbonatos das células intestinais) (NATARO; KAPER,
1998).

As cepas EIEC correspondem a sorotipos bem definidos, caracterizados por
seus antigenos O, auséncia quase constante de antigeno flagelar, incapacidade de
descarboxilar a lisina e presenca quase constante de um plasmideo que transporta
os determinantes genéticos responsaveis pela penetracdo de EIEC na célula
epitelial. Os sorotipos de EIEC sao estreitamente relacionados a Shigella,
apresentando em comum muitas caracteristicas bioquimicas, antigénicas e de
patogenicidade. A infeccao intestinal é resultado da penetracdo da bactéria nas

células intestinais sem a producdo de nenhum tipo de toxina, ha necrose neste
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tecido, podendo causar diarréia sanguinolenta ou nao, acompanhada de dores
abdominais e febre (TRABULSI , 2005).

As cepas EAEC formam um padrdo agregativo de adesdo, quando se
associam com células Hep-2 (células de carcinoma epiderméide de laringe humana)
(NATARO et al.,1992). E um plasmideo que expressa uma adesina (AAF/1) e produz
uma enterotoxinatermo-estavel (EAST1), mas nao causam o fenbmeno “attaching-
and-effacing” (A/E) como ocorre em EPEC (NATARO et al., 1992). Causam lesdes
que se caracterizam por hiperplasia moderada do ileo e do ceco, edema das
vilosidades do intestino delgado e deposi¢cdo de camadas de bactérias agregadas,
empilhadas sobre o epitélio (TRABULSI, 2005).

As E. coli DAEC séao caracterizadas pelo padrao difusamente aderente no
ensaio de aderéncia em células HEp-2, e causa uma sindrome de diarreia aquosa
em adultos e criangas. A maioria das cepas de DAEC expressa uma fimbria de
superficie designada F 1845 que pode ser codificada tanto por cromossomo como
por plasmideo (SOUSA, 2006). Uma linhagem especifica de DAEC (Afa/Dradhesins
DAEC) estd envolvida com infeccoes de trato urinario (pielonefrite, cistites e
bacteriuria assintomatica) (SERVIN, 2005).

2.8 Colibacilose em caprinos e ovinos

As cepas patogénicas de E. coli acometem de forma sistémica cordeiros de 2
a 6 semanas de vida resultando em morte rapida. Outras manifestagdes como artrite
e meningite podem ocorrer. A forma entérica se manifesta por diarréia clara em
cordeiros de até trés dias de vida. E uma enfermidade oportunista, acomete animais
criados em sistema intensivo, ocorrendo, principalmente, por meio das vias de
entrada oral e umbilical (ALVES, 2006).

A associagao da E. coli EPEC com o Rotavirus sdo comuns e causa doenga
grave e fatal aos recém-nascidos, na primeira semana de vida. Pode haver anemia
hemolitica microangiopatica, devido averotoxinas e eventualmente, devido a um
fator de invasividade, pode ocorrer septicemia, pneumonia e meningite. A
colibacilose septicémica, pode causar morte subita, sem sintomas aparentes. A
grande perda de liquidos ocorre devido as enterotoxinas estimularem a atividade da
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adenilciclase, nas células epiteliais, aumentando a permeabilidade do epitélio
intestinal. Os casos agudos da doenca apresentam colapso e, ocasionalmente,
meningite, que se manifesta por andar atado e convulsdes tetanicas. Os casos
cronicos, geralmente, se manifestam por artrite (QUIIN et al. 2005.).

Os reservatérios da bactéria sdo os préprios animais, através de suas fezes
contendo E. coli EPEC. Em fezes, ao abrigo do sol, pode manter-se viva por varias
semanas, bem como na agua e alimentos contaminados por fezes (SANTOS, 2004).

De acordo com a forma de infeccéo, diferentes tipos de cepas podem estar
relacionadas (QUINN et al ., 1994). Na regido Nordeste, devido aos sistemas de
producdo de caprinos e ovinos, caracterizado por apresentarem baixos indices
produtivos em decorréncia, principalmente, de praticas de manejo inadequado, mas
condicbes sanitarias, baixa capacidade de investimento, irregularidades na
disponibilidade de alimentos ao longo do ano, baixa capacidade de absorcéao
tecnologica pelas propriedades, entre outras (PINHEIRO et al.,1999), causa alta
prevaléncia de colibacilose nos rebanhos (SANTOS, 2001).

2.9 Diagnostico de Escherichia coli nas fezes de pequenos ruminantes

Amostras semeadas diretamente sobre a superficie de agar MacConkey em
placas de Petri sdo incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. O efeito seletivo do
meio € exercido pelos sais biliares e pelo cristal violeta presentes no meio, que
atuam inibindo a flora Gram positiva. A fermentacdo da lactose € observada pela
alteragao da cor do indicador de pH vermelho neutro. De maneira aleatéria, colénias
isoladas, fermentadoras de lactose com morfologia caracteristica sdo selecionadas
desta cultura preliminar, para a deteccdo de E. coli para posteriores testes
bioquimicos (HOLT et al., 1994).

E. coli é identificada por diferentes caracteristicas bioquimicas, como
auséncia da enzima citocromo oxidase, producdo de indol, reducado de nitratos,
fermentacdo da glicose e outros carboidratos, producdo de gas. A maioria dos
isolados nao produz acido sulfidrico (H2S) (QUINN et al., 1994).
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2.10 PCR para caracterizacao de Escherichia coli em diferentes grupos
filogenéticos

A classificagao filogenética das linhagens de E. coli pode ser realizada,
segundo Clermont, et al. (2000) em PCR-Multiplex, caracterizando os isolados de E.
coli em grupos filogenéticos baseando-se na presenca ou auséncia de dois genes
(chuAe yjaA) e um fragmento de DNA anénimo (TspE4.C2). Entretanto, alguns
isolados podem néo ser claramente classificados por ndo pertencerem a um dos

quatro grupos filogenéticos principais de E. coli.

O esquema proposto permitiu a classificacdo das cepas nos grupos
filogenéticos A, B1, B2, D. As cepas virulentas geralmente classificam-se no grupo
B2, porém algumas podem ser classificadas no grupo D. Por outro lado, os isolados
comensais pertencem aos grupos A e B1 (CLERMONT et al., 2000; SABATE et al.,
2006) (Figura 1). Analises filogenéticas tém sido frequentemente realizadas em
bactérias, especialmente em E. coli isoladas de amostras humanas (JOHNSON et
al., 2005). No entanto, em medicina veterinaria esses estudos vém sendo cada vez

mais realizados.
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Figura 1: Classificacdo de E. coli nos grupos filogenéticos pela amplificacao dos
genes chuA e yjaA e fragmentacao do DNA TspE4.C2.

Fonte: CLERMONT et al., 2000.
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Os filogrupos diferem muito desde caracteristicas bioquimicas, curva de
crescimento até o padrdo de resisténcia aos antimicrobianos (GORDON &
COWLING, 2003). Segundo Gordon & Cowling (2003) a classiificacdao de E. coli
dentro dos filogrupos pode estar associada a origem geografica das amostras.
Contudo pesquisas recentes tém indicado que a evolucdo destes grupos
acompanhou a especiacdo de seus hospedeiros (ESCOBAR-PARAMO et al., 2006;
CLEMONT et al., 2011). Carlos et al. (2010) encontraram relacdo entre os grupos
filogenéticos de E. coli nos ruminantes, sendo que esta pode estar associada as
particularidade do seu sistema digestorio. Nestes animais o grupo filogenético
predominante foi o B1. O grupo B1 ndo pode ser utilizado como um indicador de
contaminacao por fezes de ruminantes, uma vez que é 0 que apresenta maior
resisténcia e distribuicdo ambiental (WALK et al., 2007). A distribuicao dos filogrupos
pode estar associada ao patotipo de E. coli, sendo que as EPEC sdao menos
relacionadas a um hospedeiro especifico, de modo diferente das STEC, comuns em
ruminantes (ISHII et al., 2007). Os autores relatam uma prevaléncia de 92% de
STEC dentro do grupo filogenético B1.
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3 Artigo Cientifico

Caracterizacao fenotipica e genotipica de isolados de Salmonella spp. e
Escherichia coli em caprinos e ovinos clinicamente saudaveis na regiao do
submédio Sao Francisco

RESUMO

O presente trabalho objetivou determinar a presenca de Salmonella spp. e
Escherichia coli em caprinos e ovinos na regiao do submeédio Sdo Francisco, atraves
de testes fenotipicos e genotipicos, além de determinar o perfil de sensibilidade dos
isolados de Salmonella spp. aos antimicrobianos. Foram coletadas amostras de
fezes de 720 animais, sendo 430 ovinos e 190 caprinos, em 12 propriedades do
municipio de Petrolina e 100 animais no Abatedouro Municipal de Petrolina, PE. As
analises fenotipicas foram realizadas através de testes bioquimicos e as genotipicas
através da reacdo pela cadeia da polimerase (PCR). Realizou-se teste de
sensibilidade aos antimicrobianos (CIM) nos isolados de Salmonella spp. Apds a
analise dos testes fenotipicos, verificou-se que 83,3% (10/12) das propriedades,
além do abatedouro, apresentaram coldnias suspeitas para Salmonella spp. Em
todas as amostras foram isoladas E.coli, confirmadas por testes bioquimicos. Nos
animais provenientes das propriedades, 31,5% (12/38) e 20,9% (18/86) dos pools de
caprinos e ovinos, respectivamente, foram positivos para Salmonella spp. na PCR;
enquanto que nos animais do abatedouro, 60% (3/5) e 40% (2/5) dos pools dos
caprinos e ovinos, respectivamente, apresentaram positividade para Salmonella spp.
Na caracterizacao filogenética dos isolados de E.coli, 0 grupo de maior frequéncia,
tanto nos caprinos quanto nos ovinos, foi o grupo B1, seguido nos caprinos do grupo
B2 e nos ovinos do grupo A. Os isolados de Salmonella spp. de caprinos e ovinos
apresentaram maior resisténcia aos antimicrobianos oxitetracilina e oxacilina e 45%
dos isolados apresentaram multirresisténcia a mais de trés classes de
antimicrobianos. Os rebanhos de caprinos e ovinos avaliados no presente estudo
sao portadores de Salmonella spp. e de E.coli do grupo filogenético considerado
virulento para os animais e para o homem, podendo contaminar 0 meio ambiente,
outros animais e a carcaca na linha de abate.

Palavras-chave: caprino; ovino; Salmonella; Escherichia coli; PCR.



32

ABSTRACT

In northeastern Brazil, the goat and sheep industry is an important socio-economic
activity, with emphasis on the family farm. This study aimed to determine the
presence of Salmonella spp. and Escherichia coli in sheep and goats in the region of
San Francisco through phenotypic and genotypic tests, and determine the sensitivity
of isolates to antimicrobial agents. We collected samples of feces from 720 animals,
430 sheep and 190 goats, in 12 farms; and 100 animals, in slaughterhouse of
Petrolina, PE. The isolation of Salmonella spp. was performed in XLD, Agar Agar and
Bismuth Hectoen and of Escherichia coli in MacConkey agar. The phenotypic
analyzes were performed through biochemical tests and the genotype by the
polymerase chain reaction (PCR). We conducted antimicrobial susceptibility testing
(MIC) in isolates of Salmonella spp. After the analysis of phenotypic tests, it was
found that 83.3% (10/12) from properties in addition to the slaughterhouse,
suspected colonies were Salmonella spp. E. coli were isolated in all strains,
confirmed by biochemical tests. In animals from the farms, 31.5% (12/38) and 20.9%
(18/86) of goats and sheep, respectively, were positive for Salmonella spp. by PCR,;
whereas the animals in the slaughterhouse, 60% (3/5) and 40% (2/5) of goat and
sheep, respectively, were positive for Salmonella spp. In phylogenetic
characterization of isolates of E. coli, the group most often in both sheep and goats
was the group B1, followed by group B2 and in sheep of group A. The isolates of
Salmonella spp. of goats and sheep showed increased resistance to antimicrobials
oxitetracilina and oxacillin and 45% of the isolates showed multidrug resistance to
more than three classes of antimicrobials. Herds of goats and sheep in the current
study are carriers of Salmonella spp. and the E. coli of phylogenetic group
considered virulent for animals and humans, and can contaminate the environment,

other animals and carcasses on the slaughter line.

Keywords: goat; sheep; Salmonella; Escherichia coli; PCR
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1 INTRODUCAO

O controle da saude dos animais, além de garantir uma produgédo compativel
com suas caracteristicas zootécnicas, propicia uma fonte de alimento confiavel. Ou
seja, na agricultura familiar, cada animal doente, além de representar prejuizo
econbmico pela queda na produtividade, também significa risco para a saude dos
demais animais, e de humanos, em se tratando de zoonoses (AGUIAR, 2007).

Sorotipos de Salmonella ocorrem em todo mundo e provocam infeccoes em
varios animais, especialmente mamiferos, aves e répteis, sendo excretados
principalmente através das fezes, contaminando o meio ambiente. O ambiente e as
instalagbes podem tornar-se persistentemente contaminados com Salmonella apés a
introducdo desta bactéria no rebanho, contribuindo para a propagacado e
manutencdo deste agente por longos periodos de tempo (QUINN et al, 2005). E
importante ressaltar que em lotes que chegam positivos no abatedouro frigorifico é a
propriedade que ocupa papel mais importante no ciclo de contaminagao, enquanto a
baia de espera assume importancia na contaminagdo dos lotes provenientes de

propriedades com animais negativos (SWANENBURG; URLINGS, 2001).

Infeccdes por Escherichia coli enteropatogénica € uma das principais causas
de diarréia em cabrinos e ovinos, nas primeiras semanas de vida. Os principais
fatores que contribuem para a incidéncia de colibacilose sao alojamento inadequado,
superlotacdo e auséncia de praticas higiénicas. Os animais sdo 0s proprios
reservatérios de E.coli enteropatogénica, presente nas fezes, que pode permanecer
por longos periodos no local de abrigo dos animais, na agua e nos alimentos
contaminados pelas fezes (QUINN et al., 2005). Os métodos para cultura
microbiolégica sdo ainda largamente empregados para deteccdo de micro-
organimos, mas atualmente varias alternativas tém sido pesquisadas, como os
métodos moleculares, para reduzir o tempo e o trabalho na andlise das amostras.
Com isso, a amplificacao de DNA “in vitro” através da PCR é mais uma alternativa
para detecgdo de bactérias patogénicas, como Salmonella spp. e Escherichia coli
(BOHAYCHUK et al., 2005).

O presente trabalho objetivou detectar a presenca de Salmonella spp. e

Escherichia coli em caprinos e ovinos da regido do Submédio Sao Francisco, estado
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de Pernambuco com o auxilio de técnicas fenotipicas e moleculares e, determinar o

perfil de sensibilidade dos isolados de Salmonella spp. aos antimicrobianos.

2 MATERIAL E METODO
2.1 Coleta e preparacao das amostras

As coletas de amostras foram realizadas em rebanhos de caprinos e ovinos,
de racas diversifica, provenientes de 12 propriedades do municipio de Petrolina,
além do Abatedouro Municipal, localizada na regido do submédio Sdo Francisco,
estado de Pernambuco. Foram coletadas amostras de fezes de 480 ovinos e 240
caprinos, totalizando 720 animais (Tabela 1). As amostras provenientes do
abatedouro pertenciam a animais oriundos das cidades de Dormentes-PE e Casa
Nova-BA. Antes da coleta os animais foram avaliados clinicamente quanto a
presenca de sinais clinicos de diarréia. Somente foram coletadas amostras de

animais assintomaticos.

As amostras de fezes foram coletadas diretamente do reto do animal, com
auxilio de luvas, em sacos plasticos novos, identificados individualmente por
amostra. Em seguida, as amostras foram transportadas em caixa isotérmica
contendo gelo até o Laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal, do Campus

de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (Univasf).

Chegando ao laboratério, para realizagdo das analises, as amostras foram
processadas em “pools”. Para as amostras provenientes de propriedades o pool foi
realizado combinando fezes de cinco animais, enquanto que para os animais de
|”

abatedouro este foi realizado pela composicdo das fezes de 10 animais. Um “poo
totalizou 25¢g de fezes das amostras.

Foram obtidos 134 “pools”. Destes, 124 pertenciam a animais provenientes
das propriedades (86 pertenciam a ovinos, 38 a caprinos) e 10 do abatedouro (cinco
de ovinos e cinco de caprinos). Os “pools” foram utilizados para isolamento de
Salmonella spp. e Escherichia coli.



35

Tabela 1. Coleta de amostras de fezes de caprinos e ovinos em propriedades do
municipio de Petrolina e no abatedouro municipal, estado de Pernambuco.

Propriedades Localizacao Espécies Caprinos Ovinos Total
01 N11 caprinos 80 0 80
02 Distrito do Capim caprinos 25 0 25
03 Pau Ferro caprinos/ovinos 35 15 50
04 C1 ovinos 0 70 70
05 N2 ovinos 0 35 35
06 N2 caprinos/ovinos 45 30 75
07 Rodeadouro ovinos 0 70 70
08 Maria Teresa caprinos/ovinos 5 15 20
09 Bebedouro ovinos 0 65 65
10 C1 ovinos 0 65 65
11 C1 ovinos 0 25 25
12 C1 ovinos 0 40 40
13 Abatedouro caprinos/ovinos 50 50 100

Total 240 480 720

2.2 Isolamento de Salmonella spp.

A partir de 25g de “pool” foi realizado o isolamento de Salmonella spp. Para
tal, realizou-se um pré-enriquecimento adicionando a amostra em 225 mL de Agua
Peptonada Tamponada e incubou-se a 37°C por 24 horas. Posteriormente, foi
realizado o enriquecimento seletivo, transferindo-se 1 mL da solugéo para o caldo de
enriguecimento Tetrationato incubados a 37°C/24h e 0,1 mL para o caldo Rappaport-
Vassiliades incubados a 42°C/24h. Para o isolamento, uma alcada dos caldos de
enriquecimento foi semeada em placas de Agar Xylose-Lysine Deoxycholate (XLD),
Hektoen Entérico (HE) e Agar Sulfito de Bismuto (BS) e incubou-se+s & 37°C/24
horas (ISO 6579, 2002). De cada placa com meio seletivo, foram selecionadas trés
colénias caracteristicas de Salmonella spp., que foram repicadas em Agar Triptona

de Soja (TSA), para posteriormente realizar os testes bioquimicos.
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2.3 Caracterizacao fenotipica de Salmonella spp.

A partir de colbnias suspeitas de Salmonella spp. isoladas em meio TSA,
foram realizados os testes bioquimicos preliminares com os meios Agar Trés
Aclicares e Ferro (TSI) e Agar Lisina-Ferro (LIA), com auxilio de agulha de
inoculagédo, semeando a colénia, em meios inclinados, através de picada no fundo
dos tubos e estrias na rampa, com incubacdo a 37°C/24h. Testes bioquimicos
confirmativos foram realizados posteriormente, através do teste de Urease, Teste de
Indol e Teste em Agar Fenilalanina (FA).

2.4 Caracterizacao Genotipica através da Reacao em Cadeia da Polimerase
(PCR) para identificacao de Salmonella spp.

As col6nias suspeitas de Salmonella spp. nos testes bioquimicos foram
repicadas em Agar Triptona Soja (TSA) e procedeu-se a extracdo de DNA para
confirmacéao através da PCR.

2.4.1 Extracao de DNA

A extracdo de DNA foi realizada pela técnica de termo-extracdo segundo
Greco et al. (2008). Uma colbénia isolada foi utilizada para extragdo do DNA
bacteriano. Para isso a colbnia foi ressuspendida em 500 ul de agua ultra-pura
contida em microtubo estéril. Em seguida, foi colocada a 100°C por 11 minutos e
logo apdés em gelo por 4 minutos. O lisado foi centrifugado por 2 minutos a
14000rpm. O sobrenadante contendo DNA foi recolhido e transferido para outro
microtubo estéril. Foi armazenado em freezer para posteriormente ser utilizado nas

andlises por PCR.

2.4.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) para identificacao de Salmonella
spp.

Para confirmacao molecular de Salmonella spp. foi amplificado parte do gene
SdiA (274 pb) através da técnica de PCR utilizando os primers SdiA1(5-AAT ATC
GCT TCG TAC CAC-3") e SdiA2 (5- GTA GGT AAA CGA GGA GCA G - 3)
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descritos por Oikonomou et al. (2008). A reacao constou de 4 ul de DNA termo-
extraido, 15 uM do primer SdiA1 e 15 uM do primer SdiA2 , 200 uM de MgCl,, 200
uM de dNTP, Tampao de enzima 1x e 2,5 unidades de Tag DNA polimerase em um

volume final de 25 pl.

A reacao de amplificacdo para o gene SdiA constou das seguintes etapas:
desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos, seguida de 25 ciclos com desnaturacao a
94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento de 60°C por um minuto e 30
segundos, e extensdo a 72°C por 40 segundos. Apds o término dos ciclos houve
uma etapa de extenséao final de 72°C por quatro minutos. Em seguida, os produtos
de amplificacdo foram analisados em gel agarose 1,5% adicionado de brometo de
etideo, visualizados sobre iluminacao ultravioleta (UV) e registrados através de
fotodocumentador (OIKONOMOU et al., 2008)

2.5 Soroaglutinacao para identificacao de Salmonella spp.

Apos confirmagdo das coldnias suspeitas por PCR, estas foram submetidas
ao teste de soroaglutinacdo em lamina (Sorokit- Probac), com soros polivalentes
antiantigenos somaticos (O) e com soros polivalentes antiantigenos flagelares (H) do
género Salmonella.

Quadro 1: Sorotipos de Samonella spp de maior importancia médica.

Grupo O Sorotipos Antigeno Antigenos Flagelares
Somético Fase 1 Fase 2
A S. Paratyphi A 1,2,12 a *
B S. Paratyphi B 1,4,5,12 b 1,2
B S. Typhimurium 1,45,12 i 1,2
C1 S. Paratyphi C 6,7,Vi C 1,5
C1 S. Cholerae-suis 6,7 C 1,5
D S. Typhi 9,12,Vi d *
E Infecgbes intestinais | Varios - -

* Sorotipos monofasicos
Fonte: Probac

Em uma lamina, suspendeu-se uma colénia da bactéria em uma gota de
solucao salina, observando turvacdo. Em seguida, adicionou-se uma gota dos soros
polivalentes somaticos. Formacdo de grumos, semelhantes a graos de areia, na

lamina deve ser observada. Para as colonicas que aglutinaram, realizou-se outro
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teste, com o(s) soro(s) flagelar (es) correspondente ao grupo somatico que
apresentou positividade.

2.6 Teste de sensibilidade de isolados de Salmonella spp. aos antimicrobianos

A determinagédo da sensibilidade frente aos antimicrobianos dos isolados de
Salmonella spp. foi realizada a partir do método de microdiluicao em caldo Muller-
Hinton de acordo com o CLSI (2011) testando-se seis antibiogramas (tetraciclina,
ciprofloxacina, sulfametoxazol, gentamicina, clorafenicol, ampicilina) usando as
seguintes concentragdes antimicrobianas: 0,25 pg/mL, 0,5 pg/mL, 1,0 pg/mL, 2,0
ug/mL, 4,0 pg/mL, 8,0 ug/mL, 16 pg/mL, 32 pg/mL, 64 pg/mL, 128 pg/mL, 256 pg/mL
e 512 pg/mL para cada um.

Na preparagdo do indculo, colénias bacterianas foram incubadas em caldo
Muller-Hinton overnight a 37 °C para a obteng¢do de uma suspensao com turvacao
equivalente a escala 0,5 de Mac Farland (10® UFC). Nos primeiros pocos da
microplaca foram adicionados 180l do caldo Muller-Hilton e nos demais 100 pl. Da
suspensao bacteriana foram adicionados 20 pl nos pogos. Homogenizou-se e
transferiu-se 100 pl até o ultimo poco. Os ensaios foram realizados em triplicata. As
placas foram incubadas a 37°C por 24h, em condicées de aerobiose. A CIM foi
determinada usando o cloreto de 2, 3, 5 trifeniltetrazdlio (TTC). Foi utilizada uma
cepa de referéncia padrao: Salmonella Thyphimurium ATCC 14023.

Apébs a leitura dos resultados da CIM, a concentragdao bactericida minima
(CBM) foi realizada através da semeadura das diluigbes em &gar Mueller-Hinton e
incubadas a 37 °C por 16-18 horas. A concentragdo bactericida minima (CBM) foi
definida como a menor concentracao

do antibiético em estudo capaz de causar a morte do indculo. Foram
utilizados breakpoints (pontos de corte) segundo recomendacgédo da Food and Drug
Administration- FDA (Anexo1).

2.7 Isolamento de Escherichia coli

Realizou-se enriquecimento adicionando 25 g do “pool” de fezes em 225 mL
de Agua Peptonada Tamponada e incubou-se a 37°C por 24 horas. Posteriormente,
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semeou-se uma algada do enriquecimento, em Agar MacConkey e incubou a
37°C/24 horas. Colbnias tipicas de E.coli (lisas, de coloracdo rosa), foram

selecionadas e repicadas em TSA, incubadas a 27°C/24h.

2.8 Caracterizacao fenotipica de isolados de E.coli

As colbnias suspeitas foram submetidas a testes bioquimicos confirmativos,
como utilizacado de agucares (TSl), oxidacao-fermentacdo de acucares (GOF),
motilidade e producao de indol (SIM), teste de citrato, VM, VP, conforme Quinn et al.
(1994).

2.9 Caracterizacao filogenética de isolados de E.coli

Os iniciadores e a concentracao de reagentes utilizados nas reacées de PCR
sdo apresentados nas tabelas 2 e 3. As PCRs foram realizadas sob condi¢des
semelhantes: desnaturacao inicial a 94°C por 4 minutos, seguida de 30 ciclos com
desnaturacao a 94°C por 5 segundos, temperatura de anelamento de 59°C por 10
segundos, e extensado a 72°C por 40 segundos. Apds o término dos ciclos houve
uma etapa de extenséo final de 72°C por cinco minutos. Em seguida, os produtos de
amplificacdo foram analisados em gel agarose 1,5% adicionado de brometo de
etideo, visualizados sobre iluminacao ultravioleta (UV) e registrados através de
fotodocumentador. Utilizou-se como controle positivo a ATCC 35218 de E.coli.

Tabela 2. Relagéo dos iniciadores usados para caracterizagao filogenética de E. coli.

Primer Indicadores (5' - 3') Produto
ChuA-F GACGAACCAACGGTCAGGAT 279 pb
ChuA -R TGCCGCCAGTACCAAAGACA
YjaA -F TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211 pb
YjaA -R ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
TspE4C2-F GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152 pb
TspE4C2-R CGCGCCAACAAAGTATTACG

Fonte: CLERMONT et al., 2000



Tabela 3. Condicées da PCR dos genes de caracterizacao filogenética de E.coli.

Produtos da reacao Genes de caracterizacao filogenética
ChuA YjaA TspEA4AC2

Tampao de enzima 1x (10mM Tris-HCI pH 8,5 50mM KCI)
MgCl, (mM) 2 2 2
dNTPs ((mM) 2 2 2
Primers (pmol) 15 15 15
Tag DNA polimerase’ (U) 2.5 2.5 2.5
DNA molde (uL) 3 3 3
Agua ultra pura’ (uL) 10 10 10
Total (uL) 25 25 25

" Ludwig Biotech
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3 RESULTADOS
3.1 Caracterizacao fenotipica de isolados de Salmonella spp.

Nos testes fenotipicos, do total de 12 propriedades, 83,3% (10/12)
apresentaram colbénias suspeitas para Salmonella spp. Além destas, no abatedouro
foram isoladas 60 col6nias suspeitas em amostras de ovinos e 50 colbnias suspeitas
em caprinos, totalizando 110 isolados. As colbnias foram submetidas aos testes
bioquimicos, testes genotipicos (PCR) e soroaglutinacdo para confirmagdao de
Salmonella spp. Apds o periodo de incubacao, observou-se a ocorréncia de reagao
tipica de Salmonella, que em TSI, a rampa apresenta-se alcalina (vermelha) e fundo
acido (amarelo), com ou sem producao de H.S e em LIA, rampa e fundos alcalinos
(roxo, sem alteracao da cor do meio), com ou sem producao de H,S.

3.2 PCR para identificacao de Salmonella spp.

Um gel representativo de amplificacoes pela técnica de PCR para cofirmacao
de Salmonella spp. é apresentado na figura 1. Dos isolados suspeitos na bioquimica,
referentes as propriedades com rebanhos de ovinos, 80% (8/10) apresentaram
colénias de Salmonella spp. confirmadas pela PCR e nos caprinos, foram
confirmadas Salmonella spp. em 60% (3/5) das propriedades visitadas. Das
amostras de caprinos, 31,5% (12/38) foram positivas para Salmonella spp. e nos
ovinos 20,9% (18/86) apresentaram positividade para Salmonella spp. na PCR.

Das amostras pertencentes ao abatedouro municipal de Petrolina, 40% (2/5)
dos ovinos e 60% (3/5) dos caprinos suspeitas pelos testes bioquimico como
Salmonella spp. foram confirmados pelo teste de PCR.

M 1 2 3 4 5 6 Fi 38 9 10
1000 pb

500 pb

274 pb —» - -

Figura 1 — Produto da PCR de Salmonella spp.com amplificacdo de 274 pb em gel de
agarose. M: Marcador de peso molecular de 100 pb. 1: Controle Positivo (ATCC 14023
Salmonella thyphimurium); 2 a 10: amostras de ovinos positivas
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3.3 Soroaglutinacao de isolados de Salmonella spp.

Dos 25 isolados testados de Salmonella spp. confirmados na PCR, 50%(5/10)
dos caprinos das propriedades foram positivos para o grupo D, 20% (2/10) para o
grupo B, (2/10) e 10% (1/10) para o grupo A e D. Ja dos isolados de ovinos, 40%
(4/10) foram positivos para o grupo D, 20% (2/10) para o grupo B, 30% (3/10) para o
grupo A e 10% (1/10) para o grupo C2. Alguns isolados (40%), tanto de caprinos

como de ovinos, apresentaram positividades para mais de um grupo somatico.

Das amostras do abatedouro, o0s caprinos apresentaram 66,7%(2/3)
positividade para o grupo D e 33,3%(1/3) para o grupo C1. Porém os ovinos foram

positivos 50% (1/2) para o grupo D e 50% (1/2) para o grupo A.

3.4 Teste de sensibilidade de isolados de Salmonella spp.aos antimicrobianos

Os resultados da CIM em caprinos estdao descritos na tabela 4. Dos 20
isolados de Salmonella spp. de caprinos testados frente aos antimicrobianos,
apresentaram resisténcia 50%(10/20) a oxitetracilina, 50%(10/20) a oxacilina,
20%(4/20) a clorafenicol, 15%(3/20) a gentamicina, 10%(2/20) a ampicilina e
5%(1/20) a ciprofloxacina. Nenhum isolado proveniente de caprinos apresentou
resisténcia a sulfametoxazol. Com relagdo a CBM, obteve-se o0s seguintes
resultados: resisténcia de 65%(13/20) a clorafenicol, 60%(12/20) a oxitetracilina,
60%(12/20) a oxacilina, 60%(12/20) a ampicilina, 45%(9/20) a sulfametoxacol,
20%(4/20) a ciprofloxacina e 15%(3/20) a gentamicina (tabela 5).
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Tabela 4 — Concentracdes inibitérias minimas (CIM) de isolados de Salmonella spp.

em caprinos frente aos antimicrobianos.

Concentragdo Inibitéria Minima (ug/ml) Resisténcia
512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 n %

Cip 0 0 0 0 0 0 0 1 0 3 0 1 1 5%
Oxi 0 1 2 3 0 4 1 1 1 0 0 0 10 50
Sul 0 0 0 0 0 2 3 0 5 1 0 0 0 0
Gen O 0 0 0 0 3 3 3 3 0 1 0 3 15
Clo 0 0 3 0 1 4 3 1 3 1 0 0 4 20
Amp O 0 0 0 2 0 3 1 3 1 1 3 2 10

Oxa 6 1 1 0 2 2 1 0 0 0 0 0 10 50

*Area sombreada referente aos isolados resistentes, conforme pontos de corte da FDA
Cip:ciprofloxacina; Oxi: oxitracilina; Sul: sulfametoxazol; Gen: gentamicina; Clo: clorafenicol; Amp:
ampicilina; Oxa: oxacilina

Tabela 5 — Concentragdes bactericidas minimas (CBM) de isolados de Salmonella

spp. em caprinos frente aos antimicrobianas.

Concentragdo Bactericida Minima (ug/ml) Resisténcia

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 05 025 n %
Cip 1 0 0 0 0 1 1 2 0 2 1 1 5 25
Oxi 11 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 12 60
Sul 9 0 0 0 0 2 0 1 0 0 0 0 9 45
Gen 0 0 1 0 1 1 2 1 1 2 1 0 3 15
Clo 13 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 13 65
Amp 3 0 1 7 1 2 0 0 0 0 0 0 12 60

Oxa 11 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 12 60

*Area sombreada referente aos isolados resistentes, conforme pontos de corte da FDA.
Cip:ciprofloxacina; Oxi: oxitracilina; Sul: sulfametoxazol; Gen: gentamicina; Clo: clorafenicol; Amp:
ampicilina; Oxa: oxacilina

Diferentemente dos resultados dos caprinos, os 20 isolados de Salmonella
spp. provenientes de ovinos apresentaram resisténcia a maioria dos antimicrobianos
testados (tabela 6). Dos isolados apresentaram resisténcia 100%(20/20) a
oxitetracilina, 95%(19/20) a oxacilina, 95%(19/20) a cloranfenicol, 85%(17/20) a
sulfametoxazol, 65%(13/20) a ciprofloxacina, 65%(13/20) a ampicilina e 50%(10/20)
a gentamicina. Na CBM 100% dos isolados apresentaram resisténcia a oxitetracilina,
clorafenicol e oxacilina, 95%(19/20) a sulfametoxazol, 80%(16/20) a ciprofloxacina, e
40%(8/20) a gentamicina (tabela 7).
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Tabela 6 — Concentracdes inibitérias minimas (CIM) de isolados de Salmonella spp.

em ovinos frente aos antimicrobianos.

Concentragdo Inibitéria Minima (ug/ml) Resisténcia
512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 n %
Cip 1 1 2 0 2 3 3 1 2 3 0 0 13 65
Oxi 17 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 20 100
Sul 17 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 17 85
Gen 0 0 2 3 3 2 1 7 1 0 1 0 10 50
Clo 16 2 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 19 95
Amp 10 0 1 2 0 2 1 2 2 0 0 0 13 65

Oxa 16 0 1 0 2 1 0 0 0 0 0 0 19 95

*Area sombreada referente aos isolados resistentes, conforme pontos de corte da FDA
Cip:ciprofloxacina; Oxi: oxitracilina; Sul: sulfametoxazol; Gen: gentamicina; Clo: clorafenicol; Amp:
ampicilina; Oxa: oxacilina

Tabela 7 — Concentragdes bactericidas minimas (CBM) de isolados de Salmonella

spp. em ovinos frente aos antimicrobianos.

Concentragdo Bactericida Minima (ug/ml) Resisténcia
512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 05 025 n %
Cip 2 1 1 4 3 1 3 1 2 0 0 0 16 80
Oxi 17 0 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 20 100
Sul 19 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 19 95
Gen 2 0 0 2 4 0 2 3 4 2 0 0 8 40
Clo 19 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 100
Amp 9 0 1 2 4 1 1 0 0 0 0 0 16 80

Oxa 17 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 100

*Area sombreada referente aos isolados resistentes, conforme pontos de corte da FDA
Cip:ciprofloxacina; Oxi: oxitracilina; Sul: sulfametoxazol; Gen: gentamicina; Clo: clorafenicol; Amp:
ampicilina; Oxa: oxacilina

3.5 Caracterizacao Fenotipica de isolados de E.coli

Foram isoladas E.coli em todas (100%) as amostras, tanto das propriedades
como do abatedouro de Petrolina.

3.6 PCR de caracterizacao filogenética de E.coli

Neste estudo, 152 isolados de E. coli foram submetidos a PCR para

identificacdo de grupos filogenéticos (figura 2), sendo 40 isolados de caprinos, 87 de



45

ovinos, 12 de caprinos do abatedouro e 13 de caprinos do abatedouro. Dos isolados
obtidos das propriedades, os caprinos obtiveram 7,5% pertencente ao grupo A,
67,5% do grupo B1, 20% do grupo B2 e 5% do grupo D. Enquanto que os isolados
de ovinos obtiveram positividade de 12,6% para o grupo A, 77% para o grupo B1,
4,6% para o B2 e 5,8 para o grupo D.

Ja dos isolados do abatedouro, os caprinos apresentaram positividade de
41,7% para o grupo A, 33,3% para o grupo B1, 16,7% para o grupo B2 e 8,3% para
o grupo D. Os isolados de ovinos foram confirmados em 7,7% para o grupo A,
69,2% para o grupo B1, 15,4% para o grupo B2 e 7,7% para o grupo D (figura 2).

O grupo com maior frequéncia em caprinos foi o B1, seguido do grupo B2,
enquanto que dos isolados de ovinos o grupo com maior frequéncis foi o B1, seguido
do grupo A. Dos isolados do abatedouro, os caprinos apresentaram maior frequéncia
para o grupo A, seguido do B1 e os ovinos para o grupo B1, seguido do B2.

90

80

70
60

50 - H Cap (pro)

40 +— M Ovi (pro)
30— Cap (mat)

% de Isolados de E.coli

20 — B Ovi (mat)
10 +

A B1 B2 D

Grupos Filogenéticos

Figura 2: Porcentagem de isolados de Escherichia coli em caprinos e ovinos do submédio
Séo Francisco nos grupos filogenéticos A, B1, B2 e D. Cap: caprinos; Ovi: ovinos; Pro:
propriedade; Mat: matadouro



46

4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo indicam ampla distribuicdo de
Salmonella spp. nas fezes de caprinos e ovinos na regiao do submédio do Rio Séao

Francisco.

Tanto nas amostras coletadas nas propriedades, como nas coletadas nos
animais enviados ao abatedouro, os isolados de Salmonella spp. foram detectados
em uma freqiéncia maior em caprinos do que em ovinos. Mesmo que nossas
amostras tenham sido coletadas e analizadas em pools, o que pode ter
superestimado a prevaléncia de Salmonella spp. nos animais, 0s percentuais obtidos
foram superiores aos descritos na literatura. WOLDEMARIAM et al (2005) na Etiopia
encontraram uma frequéncia maior de Salmonella spp. em caprinos (8%) do que nos
ovinos (2,8%). No mesmo pais TEKLU & NEGUSSIE (2011) encontraram um
percentual maior de Salmonella spp. em caprinos (11,7%) do que ovinos (7,7%).
Nossos resultados diferem dos descritos por BONKE et al. (2012) que encontraram
uma frequéncia maior de isolamentos de Salmonella spp. nos ovinos (34%) do que
nos caprinos (2%).

Em nosso estudo Salmonella spp. foi isolada de animais sadios, tanto em
propriedades como em abatedouro. Varios estudos apontam o0s pequenos
ruminantes como reservatérios para Salmonella spp. (SANDBERG et al., 2002;
WOLDEMARIAM et al., 2005; BONKE et al., 2012). Sandberg et al. (2002) isolaram
S. diarizonae em ovinos na Noruega e esta foi associada a fémeas adultas que
foram implicadas como potencial transmissor da bactéria entre as propriedades.
Duffi et al. (2009) isolaram Salmonella spp. em fezes de caprinos saudaveis na
Australia. No presente estudo, o isolamento de Salmonella spp. de animais
saudaveis foi associado a animais adultos. Nos pequenos ruminantes a infecgéao por
Salmonella spp. é associada a quadros entéricos e reprodutivos (ALVES et al., 2006;
VANSELOW et al., 2007; FERRERAS et al., 2007; MILNES et al., 2008; LUQUE et
al., 2009). Segundo BONKE et al. (2012) a infec¢do assintomatica por Salmonella
spp. € mais freqiente nos animais adultos. MUNOZ et al. (1996), ndo isolaram

Salmonella spp. nas fezes de animais jovens sem sinais de diarréia.

Poucos dados sdo encontrados na literatura nacional sobre a prevaléncia de

Salmonella spp. em ovinos e caprinos (PEREIRA et al., 2010), entretanto a presenca
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deste patégeno foi determinada em 30,8% de amostras de carne ovina
comercializadas em mercados publicos de Recife (FERNANDES et al.,, 2009),
29,17% de carne caprina (MOURA, et al., 2007). Silva, et al. (2010) encontrou 10%
destes patdégenos em carnes comercializada em feiras-livres na cidade de Salvador,
Bahia.

Avaliando-se os sorotipos de Salmonella spp. 0 grupo de maior prevaléncia foi
o D (S. Typhi). Cepas dos sorogrupos A, B, C1, C2, D e E causam aproximadamente
99% das infecgdes em humanos e animais de sangue quente (POPOFF; LE MINOR,
1997). Nossos resultados destacam o potencial zoonético dos isolados de
Salmonella spp. obtidos dos pequenos ruminantes. Entretanto uma sorotipicacéo

mais detalhada deve ser conduzida futuramente.

A presenca de animais portadores de Salmonella spp. no abatedouro indica
uma preocupagdo com a saude publica. Segundo Berends et al. (1998), em
situacdes de ingresso constante de animais portadores na linha de abate, medidas
de sanitizacdo e boas praticas de fabricacdo contribuem com menos de 10% de
reducado do indice de contaminacado do produto final. Moscas na propriedade, fonte
dos alimentos ofertados aos animais e condigdes de higiene sdo muito importantes,
especialmente nas dez semanas anteriores ao abate de caprinos e ovinos
(VANSELOW et al., 2007). E importante identificar animais portadores,
assintomaticos de salmonelas, pois a ampla distribuicado do género Salmonella entre
0S animais e sua permanéncia no ambiente contribui para que esse micro-organismo
assuma papel importante na saude publica (WEISS et al., 2002), principalmente por
ser uma enfermidade zoonética de importancia mundial. Amostras de fezes
coletadas de animais em baias de chegada e selecao, prontos para irem a sala de
abate, caracterizando um fator preocupante, uma vez que estes micro-organismos
sdo passados facilmente de um animal para o outro no transporte e baia de espera
para o abate (SWANENBURG; URLINGS, 2001), e por serem portadores
assintomaticos, alertam para a necessidade de monitorar esse micro-organismo,
com vistas a seguranca alimentar, tendo em vista que a contaminacao de produtos
carneos, na maioria das vezes, esta associada ao abate ou ao processamento
(HJARTARDOTTIR et al., 2002). A presenca de animais portadores desse
microrganismo ao abate também resulta em contaminacdo cruzada de carcacas
(BANDEIRA et al., 2007) e contaminacao elevada de embutidos (CASTAGNA et al.,
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2004), tornando-se efetivamente um fator de risco para a contaminacédo do produto
final (CASTAGNA et al., 2004; BANDEIRA et al., 2007). Segundo Teklu & Negussie
(2011) é clara a probablididade de contaminacao das carcacas por Salmonella spp.
oriunda das fezes dos excretores, contudo outros fatores de risco também tem

importancia como a esterilizacao de facas.

Os percentuais de resisténcia aos antimicrobianos foram maiores nos ovinos
do que nos caprinos. Nos ovinos a resiténcia foi maior ao cloranfenicol, oxacilina
tetraciclina e sulfazotrim. Nossos resultados foram diferentes dos descritos por
LUQUE et al. (2009) que indicou uma alta sensibilidade em isolados obtidos de
aborto em ovelhas. Reduzida resisténcia, incluindo a tetraciclina em isolados de
Salmonella spp. obtidas em ovinos no abatedouro também foram descritas (BONKE
et al. 2012). Na India, pouca resisténcia em isolados da espécie caprina foi descrita
por Chandra et al. (2006), especialmente para cloranfenicol, ampicilina e

ciprofloxacina.

No presente estudo a resisténcia a oxitetracilina foi elevada tanto nos
caprinos como ovinos. Segundo MOLLA et al. (2007) a resisténcia de Salmonella
spp. foi maior ao aminoglicosideos e tetraciclinas. Resisténcia a tetracilina também
foi descrita num surto ocasionado por Salmonella Abortusovis na Croacia (HABRUN
et al.; 2006). A resisténcia a tetracilina pode ser explicada por sua grande utilizacdo
na terapia de animais de producédo no Brasil (MOTA et al., 2005), o que também
ocorre no Vale do Sao Francisco. Segundo GOUSIA et al. (2011) a maior resisténcia
de Salmonella spp. a penicilinas, tetracilinas, aminoglicosideos e quinolonas esta

associado ao seu maior uso na terapéutica veterinaria na Grécia.

No presente estudo, 18 (46%) dos isolados de Salmonella spp. foram
multiresistentes especialmente na espécie ovina onde 16 isolados apresentaram
esta caracteristica. A multirresisténcia € uma grande preocupag¢dao em Salmonella
spp. especialmente se considerarmos seu potencial zoonético e de transmissao via
alimentos (MOLLA et al., 2007). Salmonella spp. multi resistentes tem sido descritas
em varios trabalhos tanto em isolados obtidos a partir de animais em abatedouro
(WOLDEMARIAM et al., 2005; MOLLA et al., 2007), como em alimentos prontos
(CHANDRA et al., 2006). A multirresisténcia em isolados de Salmonella spp. em
caprinos foi associada a integrons do tipo 1 (MOLLA et al., 2007). O potencial de



49

transmissdo de genes de resisténcia entre isolados de Salmonella spp. é bem
conhecida (HELMUTH, 2000).

E.coli foram isoladas a partir de todos os animais avaliados neste estudo. Em
sua maioria os isolados provenientes das fezes tanto de caprinos como ovinos
pertenceram ao grupo B1. O grupo B1 também foi considerado dominante nas fezes
de bovinos, caprinos e ovinos (CARLOS et al., 2010). Os mesmos autores indicam
que esta caracteristica pode estar associada com o sistema digestivo particular
destes animais. Caracteristicas especificas das populacées comensais de E.coli de
humanos e animais podem ser relacionadas ao tipo de ambiente e hospedeiro
(ESCOBAR-PARAMO et al., 2006). Segundo Clermont et al. (2011) os isolados de
E.coli de humanos e animais possuem um background genético comum, contudo
diferencas sao vistas na distribuicdo dos fatores de viruléncia entre cepas humanas
(B2) e ndo humanas (ndo B2). Isolados de E. coli pertencentes ao filotipo B1,
particularmente presentes nos caprinos e ovinos sao consideradas de baixo
potencial virulento para os seres humanos (ISHII et al., 2007; WU et al., 2012). Nos
caprinos o Grupo B2 foi o segundo mais encontrado, alertando para um maior
potencial de viruléncia. Segundo Wu et al. (2012) este grupo é o que reune isolados
com maior numero de fatores de viruléncia. Os grupos de E. coli B2 e D séo

considerados patogénicos para os seres humanos (CLERMONT et al. 2000).
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5 CONCLUSAO

Foi determinada a presenca de Salmonella spp. em fezes de caprinos e
ovinos na regido do submédio Sao Francisco, porém a frequéncia de isolados foi

maior em caprinos.

Tanto nos caprinos como ovinos a maior resisténcia dos isolados de
Salmonella spp. foi a oxitetraciclina. A multirresisténcia também foi verificada, sendo

esta observada especialmente nos isolados oriundos de ovinos.
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Teste de sensibilidade de isolados de Salmonella spp. aos antimicrobianos.

Classe de Agente MIC (png/ml)
Antimicrobianos Antimicrobiano Sensivel | Intermediario | Resistente
Aminoglicosideos | Amicacina <16 32 > 64
Gentamicina <4 8 >16
Canamicina <16 32 > 64
Estreptomicina <32 N/A > 64
Aminopenicilinas | Ampicilina <8 16 =32
Combinacéo de ]
Lactamase
Cefaloporinas Ceftiofur <2 4 >8
Ceftriaxona <8 16 - 32 > 64
Cefalotina <8 16 > 32
Cefamicinas Cefoxitina <8 16 > 32
::n(i)ZiIc;f[)(;es da Via ::(I)ffgifazona/Sulf <955 N/A > 512
-Srﬂ?aer:"lheiﬁgi?a_zole =2/38 /A 24/76
Fenicol Clorafenicol <8 16 > 32
Quinolonas Ciproflaxacina <1 2 >4
Acido Nalidixico <16 N/A > 32
Tetraciclinas Tetraciclina <4 8 >16

Fonte: FDA, 2011.




