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RESUMO

A Saude Unica ¢ a integragdo da satde animal, humana e ambiental, a fim de obter uma melhor
resposta na prevencdo e controle de problemas de ambito universal, tais como as doencas
zoonoOticas e a resisténcia antimicrobiana. As bactérias dos géneros Salmonella spp. e
Campylobacter spp. sdo zoonoéticas ¢ podem causar enfermidade gastrointestinal a humanos e
animais, de maneira que uma das formas de transmissdo ocorre pela via oral-fecal direta ou
mediante a ingestdo do micro-organismo, principalmente por d4gua e/ou alimento contaminado.
O contato de humanos com reservatdrios, como mamiferos dos zooldgicos e seus tratadores,
pode constituir uma forma de transmissdo desses patogenos. Tanto a salmonelose quanto a
campilobacteriose apresentam carater autolimitante, mas em alguns casos o tratamento
antimicrobiano ¢ recomendado, porém o aumento da resisténcia bacteriana gera uma
preocupacao constante para a saude publica. Portanto, torna-se relevante a realizagdao da
avalia¢do epidemiologica desses patdgenos na cadeia animal-humano-animal. Assim, o estudo
visou identificar a presen¢a de Salmonella e Campylobacter em amostras de fezes dos
mamiferos do Zooldgico Municipal de Uberlandia e de seus respectivos tratadores, determinar
o carater sazonal e avaliar o perfil de resisténcia das cepas isoladas. Ao todo foram coletadas
120 amostras que foram submetidas aos testes de identificagdo fenotipica, por meio do
1solamento bacteriano com meios especificos para cada micro-organismo. Posteriormente, a
confirmacao foi realizada pela identificacdo genotipica, por PCR convencional, seguido da
realizacdo do teste de concentragdo inibitéria minima (CIM) para seis classes de
antimicrobianos para ambos os géneros. A confirmacdo permitiu a identificacdo de 13/120
(10,8%) cepas de Salmonella spp. e 2/120 (1,7%) de Campylobacter spp., todos de animais e
humanos assintomaticos, o que mostra o possivel status de reservatorios/portadores, sem
influéncia sazonal na prevaléncia (p>0,05). A anélise dos sorovares de trés cepas de Sa/monella
spp. de animais classificou-as como Salmonella enterica ndo pertencente a subsespécie
enterica, sendo os animais silvestres e exoticos reservatorios desses micro-organismo. As
drogas menos efetivas para o controle de Sa/monella foram ampicilina e sulfonamida (p<0,05)
com todas as cepas resistentes e a mais efetiva foi ciprofloxacina com 100% das cepas
susceptiveis (p<0,05). As duas cepas de Campylobacter spp. também apresentaram resisténcia
a ampicilina e sulfonamida, e susceptibilidade a ciprofloxacina, sendo a cepa animal
multirresistente (MR) e a cepa de humano co-resistente. Em Salmonella, a MR esteve presente

em 92,3% (12/13) das cepas. Cabe destacar a importancia do controle do uso indiscriminado de
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antimicrobianos nas praticas veterinarias em zoologicos, aliada a adogdo de métodos mais

efetivos de higiene no sentido de reduzir os riscos de transmissao desses patdgenos.

Palavras-chaves: Campilobacteriose, Salmonelose, Saude Unica, Satde Publica, Silvestre.



ABSTRACT

One Health is the integration of animal, human and environmental health in order to obtain a
better response in the prevention and control of problems of universal scope, such as zoonotic
diseases and antimicrobial resistance. The bacteria of the genera Salmonella spp. and
Campylobacter spp. are zoonoses that can cause gastrointestinal disease to humans and animals,
so that one form of transmission occurs by oral-fecal direct or by ingestion of the micro-
organism, mainly by water and/or contaminated food. The contact of humans with reservoirs,
such as zoo mammals and their handlers, can constitute a form of transmission of these
pathogens. Both salmonellosis and campylobacteriosis are self-limiting, but in some cases
antimicrobial treatment is recommended, although the increase in bacterial resistance generates
a constant concern for public health. Therefore, it is relevant to perform the epidemiological
evaluation of the possible transmission of these animal-human-animal pathogens. Thus, the
study aimed to identify the presence of Salmonella and Campylobacter in fecal samples of
mammals of the Municipal Zoo of Uberlandia and their respective handlers, determine the
seasonal character and evaluate the resistance profile of isolated strains. A total of 120 samples
were collected from which the phenotypic identification tests were performed, by means of
bacterial isolation with specific means for each microorganism. Subsequently, confirmation
was performed by genotypic identification, by conventional PCR, followed by the minimum
inhibitory concentration test (MIC) for six classes of antimicrobials for both genders. The
confirmation allowed the identification of 13/120 (10.8%) strains of Salmonella spp. and 2/120
(1.7%) Campylobacter spp. all animals and asymptomatic humans, which shows the possible
status of reservoirs/carriers, without seasonal influence on prevalence (p>0.05). The analysis of
the serovars of the three strains of Salmonella spp. animals classified as Salmonella enterica
not belonging to the subspecies enterica, wild and exotic animals being reservoirs of these
microorganisms. The least effective drugs for the control of Salmonella were ampicillin and
sulfonamide (p<0.05) with all resistant strains and the most effective was ciprofloxacin with
100% of susceptible strains (p<0.05). The two strains of Campylobacter spp. showed resistance
to ampicillin and sulfonamide, as well as susceptibility to ciprofloxacin, being the multi-
resistant animal strain (MR) and the human strain co-resistant. In Salmonella, MR was present
in 92.3% (12/13) of the strains. It is important to highlight the importance of controlling the

indiscriminate use of antimicrobials in veterinary practices in zoos, combined with the adoption



of more effective methods of hygiene in order to reduce the risks of transmission of these

pathogens.

Keywords: Campilobacteriosis, Salmonellosis, One Health, Public Health, Wild Animals.
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1 INTRODUCAO

A Satide Unica compreende o equilibrio entre a saide humana, animal e ambiental. A
desestruturacao de algum desses pilares gera consequéncias que afetam direta ou indiretamente
as trés esferas. Dessa forma, a aten¢do no sentido holistico da satde tnica contribui, entre
outros, para a diminui¢do das doengas zoonoéticas € dos problemas relacionados a resisténcia
antimicrobiana (CDC, 2022; WHO, 2022a). Estima-se que 60% das doengas humanas causadas
por patdégenos tem origem zoonotica, ou seja, possuem transmissao natural entre humanos e

animais vertebrados (OIE, 2021; WHO, 2022b).

Dentre as zoonoses de importancia na satde Unica, a salmonelose e campilobacteriose
compdem as principais enfermidades bacterianas causadoras de doencas gastrointestinais em
humanos. A transmissdo desses micro-organismos € por via oral e a ingestdo do alimento de
origem animal contaminado com material fecal consiste a principal forma na maioria das
infegdes por esses patdgenos (CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2018; FACCIOLA et al., 2017). Em
paises desenvolvidos ambas as bactérias representam a principal causa de doencga transmitida
por alimentos (EFSA, 2021; TACK et al., 2019). No Brasil, a segunda bactéria que mais causou
enfermidades do trato intestinal entre 2010 e 2018 no Brasil foi Salmonella spp., ja
Campylobacter spp. ndo entrou nessa lista, devido as dificuldades de diagnostico desse
patogeno, a qual demanda equipes e laboratorios habilitados para a realizagdo das andlises, além

da falta de infraestrutura (BRASIL, 2018; HANSSON et al., 2018).

Os animais também sdao acometidos pelas bactérias dos géneros Salmonella e
Campylobacter, as quais podem causar doengas gastrointestinais e alguns casos podem até levar
a Obito, mas a maioria se comporta como reservatorios de linhagens de importancia em satde
publica (DE WITTE et al., 2018; NAKAMURA et al., 2017, THEPAULT et al., 2020). Por ser
agentes zoonoOticos, a transmissao desses micro-organismos presentes nas fezes dos animais
para seres humanos também ¢ uma preocupacao para a satide publica. Essa infe¢do pode ocorrer
devido o contato com pets, animais de producdo e os mamiferos de zoolégico (DE WITTE et

al., 2018; KAGAMBEGA et al., 2013; KEEBLE; KOTERWAS, 2020).

A resisténcia antimicrobiana desses patdgenos representam outra preocupacio para a
Saude Unica, em virtude da dificuldade no tratamento das enfermidades apresentadas de forma

mais grave (CDC, 2022; KAGAMBEGA et al., 2013). O uso indiscriminado de antibidticos
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para controle e prevencao de doencas ¢ uma das principais causas de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos (CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES, 2020). Animais em cativeiro, como
o plantel do zooldgico, possui contato constante com antimicrobianos, por meio dos tratamentos
veterinarios. Por esse motivo, alguns relatos expdem a resisténcia das bactérias do género
Salmonella e Campylobacter a alguns antimicrobianos (CLYDE; RAMSAY; BEMIS, 1997;
MCWHORTER et al., 2021; OLKKOLA et al., 2016; SILVA-HIDALGO et al., 2014).

A identificacdo de Salmonella ¢ Campylobacter nos mamiferos do zooldgico ¢
importante para a saude publica, a fim de conhecer a circulagdo desses patdogenos entre os
diferentes hospedeiros. Ademais, a caracterizacao do perfil de resisténcia a antimicrobianos ¢
essencial para determinar medidas mais restritivas quanto ao uso e no protocolo de tratamento

do plantel do zoologico.

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Identificar a presenga e o perfil de resisténcia antimicrobiana de Salmonella e
Campylobacter em amostras de fezes de animais, tratadores e médicos veterindrios do

Zooldgico Municipal de Uberlandia.

2.2 Especificos

a) Coletar amostras de fezes de animais e humanos ao longo de um periodo de um ano
a fim de avaliar a presenc¢a de Salmonella e Campylobacter no plantel de mamiferos silvestres

e em funcionarios do Zooldgico Municipal de Uberlandia;
b) Determinar o efeito sazonal quanto a prevaléncia dessas bactérias;

c¢) Confirmar a positividade de ambos os géneros por métodos fenotipicos e genotipicos;
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d) Determinar o perfil de resisténcia antimicrobiana das bactérias isoladas pelo método

de CIM realizada com os antibidticos usados na rotina e os de importancia na satide publica.

e) Comparar os perfis de resisténcia das cepas isoladas de humanos e animais por

método estatistico.

3 JUSTIFICATIVA

Campilobacteriose e salmonelose sdo zoonoses de extrema importancia para a saude
publica, por acometer humanos e animais de diversos paises e causar varios prejuizos. Esses
micro-organismos podem estar presentes nas fezes dos animais e dos seres humanos, e sua
transmissdo pode ocorrer pela via fecal-oral e ser determinante da ocorréncia de quadros
gastrointestinais que variam em sua gravidade especialmente para humanos. Diante disso, ¢
importante realizar a investiga¢do desses patdgenos em locais onde ha contato direto entre
humanos e animais, como os zooldgicos. A pesquisa desses patdgenos em mamiferos silvestres
do Zoologico Municipal de Uberlandia assim como de seus tratadores aliada a investigag¢do do
perfil de resisténcia antimicrobiana permitiu conhecer melhor os riscos relacionados e podera

contribuir na elaboragdo de estratégias de controle e prevencao a ser adotadas no zooldgico.

4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 O género Salmonella

As bactérias do género Samonella sdo pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Esse
género ¢ dividido em duas espécies S. bongori € S. enterica, a Gltima possui seis subespécies
enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae ¢ indica (PEARCE et al., 2020). A S.
enterica subespécie enterica pode ser dividida em tifoide, o qual compreende cepas causadoras
de doenga septicémica e nao tifoide que sdo os patdégenos que mais causam doengas
gastrointestinais em seres humanos e animais vertebrados e esta relacionada a contaminacao de

alimentos de origem animal, como a carne e o ovo (KADHIM, 2020). Além disso, existe a
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subdivisdo em sorovares, os quais constituem na varia¢ao do antigeno H (flagelar), do antigeno
O e do antigeno Vi (capsular), um exemplo de sorovar causador de enfermidade gastrointestinal
em humanos e animais ¢ S. Typhimurium (CRISCUOLO et al., 2019; HARAGA; OHLSON;
MILLER, 2008).

O género compreende bacilos Gram negativos, ndo esporuladas, aerobico ou anaerdbico
facultativo e a maioria dos sorovares sao moveis por possuirem flagelo peritriquio. Possui
tamanho entre 2 e 3um, ¢ intracelular facultativo, além de conseguir se reproduzir no ambiente
a uma temperatura entre 8 e 45°C e pH entre 4 ¢ 9,5. Porém, a 70°C bactérias do género
Salmonella nao sobrevivem, por esse motivo recomenda-se cozinhar bem os alimentos de

origem animal (CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2018; JAJERE, 2019; KADHIM, 2020).

S. enterica compreende mais de 2600 sorovares descritos, 0s quais apresentam maior
preocupagdo para a saude publica e a industria de alimentos (CHENG; EADE; WIEDMANN,
2019). A transmissdo desse patdogeno ocorre por via fecal-oral, principalmente pela
contaminag¢do de alimentos e agua e ao infectar humanos e animais pode causar sinais clinicos
de doenga gastrointestinal, como diarreia, vomito e dor abdominal com carater autolimitante na
maioria dos casos. (HARAGA; OHLSON; MILLER, 2008; KADHIM, 2020; MCDERMOTT;
ZHAO; TATE, 2018). Quadros sistémicos podem ser identificados nos grupos de risco que
incluem imunocomprometidos e criangas (WEN; BEST; NOURSE, 2017; YIN; ZHOU, 2018).

O tratamento da infe¢dao por Salmonella spp. € feito com antibioticos, os casos leves e
moderados ndo necessitam de tratamento, porém os casos graves € a salmonelose em pessoas
imunocomprometidas devem ser tratados (BRASIL, 2021). Para as formas graves da doenca,
os antibiodticos de escolha para realizar o tratamento sdo as fluoquinolonas (CUYPERS et al.,

2018).

4.2 O género Campylobacter

Os micro-organismos do género Campylobacter sao pertencentes a familia
Campylobacteriaceae. Esse género ¢ composto por 39 espécies e 16 subespécies, algumas das
espécies de maior importancia por causarem doencgas em humanos e animais sao C. jejuni, C.
coli, C. lari, C. curvus e C. fetus, a Gltima ¢ considerada ndo termotolerante, enquanto as outras

espécies sdo termotolerantes (CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2018; KRELING et al., 2020). As
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duas espécies que mais causam a campilobacteriose em humanos e animais sao C. jejuni (mais
de 80% dos casos da doenga) e C. coli que inclui cerca de 10% dos casos notificados a nivel
mundial. A espécie C. jejuni comporta as subespécies jejuni e doylei, sendo a primeira de maior
importancia para a saude publica, a saude animal e a industria de alimentos (AMMAR et al.,

2020; BEN ROMDHANE; MERLE, 2021).

Campylobacter spp. € uma bactéria Gram negativa, ndo esporulada, de formato
espiralado ou curvo, delgada e movel, a maioria das espécies possuem flagelo em uma ou nas
duas extremidades. Sdo patégenos pequenos, o tamanho varia de 0,2 ¢ 0,9 um x 0,2 ¢ 5 um, se
reproduzem em microaerofilia, 10% COz e 5% O, na temperatura de 40 a 42°C ¢ pH entre 5,5
e 8 (CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2018; KRELING et al., 2020). Para se proteger, as espécies
de Campylobacter tem a capacidade de mudar sua forma para cocoide e entrar no estado viavel,
mas nao cultivavel (VNC), esse mecanismo de defesa ocorre quando ha mudanca de pH,
temperatura, nutrientes e dessecagdo do ambiente, assim, tem diminui¢cdo do metabolismo do
micro-organismo e o patdgeno consegue suportar as dificuldades ambientais encontradas (KIM

etal., 2021; KRELING et al., 2020).

A transmissao da campilobacteriose ¢ de forma fecal-oral, pela ingestdao de alimento ou
agua contaminada. A infecdo causada pela Campylobacter spp. pode ser autolimitante ou
sintomatica, os quais sdo sinais de doenga gastrointestinais, como vOmito, diarreia e dor
abdominal (CASEY; FITZGERALD; LUCEY, 2017). Em pessoas imunocomprometidas, a
infecdo por esse patogeno pode ser mais grave e determinar a necessidade de antibioticoterapia.
O desenvolvimento de doenga auto-imune € possivel em alguns casos e inclui a sindrome de
Guillian-Barré. O patégeno mimetiza em sua membrana externa, lipopolissacarideos similares
aos presentes nos axonios das fibras motoras, dessa forma, o organismo do hospedeiro produz
anticorpos (IgG) contra essas estruturas, desenvolvendo assim a resposta auto-imune do
organismo contra os nervos que determina um quadro de paralisia ascendente que pode levar
ao obito pela dificuldade respiratoria causada pela paralisia do diafragma (KIM et al., 2021;

KOIKE; CHIBA; KATSUNO, 2021).

O tratamento da doencga causada pela Campylobacter spp. normalmente ndo ¢ feito com
antibiotico, por se tratar de casos leves a moderados da doenca, mas os casos graves sdo
necessarios utilizar antimicrobianos para conter a infecdo. As drogas de escolha sdo os
macrolideos, principalmente a eritromicina e fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina

(SPROSTON; WIMALARATHNA; SHEPPARD, 2018; YANG et al., 2019).
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4.3 Resisténcia antimicrobiana em Salmonella e Campylobacter

A resisténcia antimicrobiana € um problema mundial, atual e de importancia para a
Satde Unica (CDC, 2022). O tratamento das infecdes graves por Salmonella spp. e
Campylobacter spp. € realizado pela antibioticoterapia, porém, com o uso excessivo de
antimicrobianos na produ¢do animal e na saide humana nos ultimos anos houve aumento da
resisténcia dessas bactérias a uma diversidade de classes de antimicrobianos (MCDERMOTT;
ZHAO; TATE, 2018; SHEN et al., 2018). Pela lista de antibidticos de importancia critica para
a medicina humana publicada pela Organizagdo Mundial de Satde (WHO, 2018), alguns
antibioticos foram relatados como prioritarios em virtude do desenvolvimento de linhagens de
Salmonella spp. e Campylobacter spp. resistentes, como as fluoquinolonas e os macrolideos,
respectivamente. Além desses, as classes das penicilinas, tetraciclinas, sulfonamidas e beta-
lactdmicos também apresentam sua importancia destacada na literatura quanto ao

desenvolvimento da resisténcia por bactérias pertencentes a ambos os géneros.

A ampicilina ¢ um antibiotico semi-sintético da penicilina, da classe dos beta-lactimicos
e amplamente utilizado para tratamento de infecdes por Enterobacteriaceae. A resisténcia da
Salmonella ndo tifoide a ampicilina ocorre ha muitos anos. Estudo histérico, realizado com
cepas isoladas de humanos, animais, racdo e alimento, entre 1911 e 1969, encontrou 4% de
resisténcia a ampicilina (TRAN-DIEN et al., 2018). J& Garcia et al. (2019) analisaram a
resisténcia a ampicilina em isolados de Sa/monella de pacientes humanos no periodo de 2008
a 2014, em Asturias e 6,1% mostraram resisténcia. Contudo, Borah et al. (2022) identificaram
45,45% de resisténcia a ampicilina em cepas isoladas de humanos e animais de diferentes
espécies. Em animais de zoologico, cepas de Salmonella resistentes a ampicilina ja foram
identificadas por SILVA-HIDALGO et al. (2014) que encontraram 74,6% de resisténcia a
ampicilina em diversos sorotipos de Salmonella isolados de diferentes espécies de animais
selvagens de cativeiro. Em Ohio, cepas isoladas de mamiferos selvagens apresentaram 8,8% de

resisténcia a ampicilina (FARIAS et al., 2015).

A resisténcia a ampicilina ndo € restrita somente a Salmonella spp., cepas de
Campylobacter spp. também ja foram identificadas com essa resisténcia. C. jejuni isoladas de

fezes humanas na Australia, apresentaram 15,4% de resisténcia a ampicilina (DEVI et al.,
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2019). Além disso, na India, amostras de fezes coletadas do ceco de frangos, de carne de frango
e de ambiente do matadouro apresentaram 46,6% de resisténcia a ampicilina (SUMAN
KUMAR et al., 2021). A presenca de C. jejuni e C. coli isoladas de primatas ndao humanos de
vida livre em Sri Lanka apresentou resisténcia a ampicilina, das dez cepas de C. jejuni, duas
apresentaram resisténcia, enquanto todas as quatro cepas isoladas de C. coli foram identificadas
como resistentes a esse antimicrobiano (TEGNER et al., 2019). Ainda, cepas isoladas de C.
Jjejuni coletadas de aves aquaticas de zooldgico de Ohio, mostraram 21,7% de resisténcia a

ampicilina/sulbactam (FALLACARA et al., 2004).

As cefalosporinas sao antibioticos da classe dos beta-lactdmicos de amplo espectro que
sdo utilizados para tratamento de Gram-negativas e Gram-positivas. Sao classificadas em cinco
geracdes e a diferenca entre cada uma se refere a data da descoberta e as suas propriedades,
como a amplitude de espectro que o antibidtico apresenta, sendo que a primeira geragao

apresenta espectro menor que a quinta geracao (DAS et al., 2019).

A ceftriaxona ¢ uma cefalosporina de terceira geracdo, usada no tratamento de
Salmonella nio tifoide (LUVSANSHARAV et al., 2020). E considerado o tratamento de
escolha para os casos de salmonelose sistémica, além disso, € usado no tratamento empirico de
criancas acometidas pela doenca (CHEN; WAI CHI CHAN; CHEN, 2019; SHI et al., 2021).
Nos EUA, foi identificado entre 1996 e 2013, 2,9% de cepas isoladas de Salmonella
apresentando resisténcia a ceftriaxona, o estudo também ressalta o aumento abrupto de
resisténcia a esse antimicrobiano em amostras humanas, ja que em 1996 a porcentagem era de
0,2% e passou para 2,5% (IWAMOTO et al., 2017). Além disso, uma revisdao de literatura
realizada na Etiopia com trabalhos entre os anos de 2010 e 2020, de origem humana e de
alimentos de origem animal, indicou que 12,2% das amostras apresentavam resisténcia a

ceftriaxona (ABATE; ASSEFA, 2021).

Ja a cefalexina ¢ uma cefalosporina de primeira geracdo, amplamente usada no
tratamento de infecdes por Campylobacter (NGUYEN; GRABER, 2020). Estudo realizado
entre 2015 e 2016, na Itdlia, em amostras de fezes por swab cloacal de frango, avaliou a
presenca de Campylobacter spp. e sua resisténcia a antimicrobianos. Para cefalexina, foi
identificado 100% de resisténcia em C. coli e C. jejuni (CASAGRANDE PROIETTI et al.,
2020). Em Gana, a resisténcia a cefalexina para Campylobacter spp. foi de 81%, 91%, 72% e
86% em amostras de fezes e carcaca de bovinos, ovinos, caprinos e suinos, respectivamente

(KARIKARI et al., 2017).
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A tetraciclina € um antibidtico de amplo espectro usado para tratar infecdes por bactérias
Gram positivas e Gram negativas (GARGANO et al., 2021a). Esse antibiotico pode ser usado
no tratamento de infecdes por Salmonella spp., apesar do frequente perfil de resisténcia nesse
género (MCDERMOTT; ZHAO; TATE, 2018). Uma cepa de S. Typhimurium isolada de
repteis de plantel de zoologico na Austrdlia apresentou resisténcia a tetraciclina
(MCWHORTER et al., 2021). Em mamiferos selvagens que vivem em cativeiro em Ohio foi
identificado 11,8% de resisténcia das cepas de Salmonella spp. isoladas a esse antimicrobiano
(FARIAS et al., 2015). Na Africa do Sul, foi identificado 63% de resisténcia a tetraciclina em
isolados de Salmonella de fezes de aves, bovinos, suinos, caprinos e ovinos (MTHEMBU;
ZISHIRI; EL ZOWALATY, 2019). Enquanto, em Salmonella oriundas de fezes de aves, de
bezerros ¢ de humanos que possuem contato com animais de produgao, durante 2015 e 2016,
na provincia de Beni Suef, no Egito, os autores observaram 100% de resisténcia a tetraciclina

(ABDEL AZIZ et al., 2018).

Para Campylobacter spp., a resisténcia a tetraciclina também ja foi descrita na literatura
(SHEN et al., 2018). Na Espanha, cepas de bovinos e ovinos apresentaram 82,4% de resisténcia
a esse antimicrobiano (ESPUNYES et al., 2021). A resisténcia de 56,1% foi identificada de
linhagens de C. jejuni isoladas no periodo de 2011 a 2014, de pacientes humanos de quatro
hospitais de Detroit, nos EUA (RODRIGUES et al., 2021). Em amostras de fezes de peru e
frango a resisténcia a essa classe foi de, respectivamente, 58,1% e 78,6% em Campylobacter
spp. (WOZNIAK-BIEL et al.,, 2018). Olkkola et al. (2016) identificaram resisténcia a
tetraciclina em 26 cepas de Campylobacter spp. isoladas de pacientes humanos, agua natural,

bovinos, frangos, passaros selvagens e animais de zooldgico.

A sulfonamida também ¢ considerado um antimicrobiano de amplo espectro que inibe
o crescimento bacteriano de Gram positivas € Gram negativas (PAVELQUESI et al., 2021).
Em fazendas de frango de corte na Nigéria foi encontrado 65% de cepas de Salmonella spp.
resistentes a essa classe (JIBRIL et al., 2021). Na Italia, foi identificado 75,86% de resisténcia
a sulfonamida em Sal/monella spp. isoladas de fezes de suinos e 6rgdo de animais saudaveis,
coletados em frigorifico (NGUYEN THI et al., 2020). Ferreira et al. (2021), avaliaram a
presenca e resisténcia antimicrobiana de Sal/monella spp. em carne de tilapias comercializadas

no Distrito Federal, no Brasil, e identificaram 57,9% de resisténcia a sulfonamida.

Cinco cepas de Campylobacter jejuni resistentes a sulfonamida foram encontradas por

Gibreel e Skold (1999). Em outro estudo na Suica, com amostras swabs cloacais de frangos, os
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autores identificaram 15 (55%) de 27 cepas de Campylobacter spp. resistente a sulfonamida
(WITTWER et al., 2005). J& na Etiopia, 29% das cepas isoladas de carne de bovino, frango e
cabra apresentaram resisténcia a sulfametoxazole com trimetroprim (HAGOS et al., 2021). Na
Irlanda, 62,3% das capas isoladas de Campylobacter spp. de humanos e animais apresentaram

resisténcia a sulfonamida (LUCEY et al., 2000).

O antibidtico ciprofloxacina ¢ uma fluoquinolona de grande importancia para a satde
publica, por ser usada como tratamento de escolha para diversas infe¢des, que inclui
salmonelose (ZLAMAL et al., 2021). E um antimicrobiano de amplo espectro que pode ser
usado para o combate de patdgenos Gram-positivos e Gram-negativos (SHEN et al., 2018).
Chang et al. (2021) isolaram 127 cepas de Salmonella de carne suina de um frigorifico entre
2013 e 2014 e identificaram 65 amostras resistentes a ciprofloxacina. Na Nigéria, 46% das
cepas isoladas de amostras de frango apresentaram resisténcia a ciprofloxacina (JIBRIL et al.,
2021). Na China, S. Kentucky isolada entre 2010 e 2016 de pacientes humanos e da cadeia
produtiva de fornecimento de frango de corte apresentaram 60,3% de resisténcia a

ciprofoxacina (XIONG et al., 2020).

As fluoquinolonas sdao um dos antibidticos de escolha também para o tratamento da
campilobacteriose em humanos e a resisténcia a esse antimicrobiano ¢ de grande importancia
para a satde publica (SHEN et al., 2018). Duas amostras isoladas de fezes de caes de seis abrigo
diferentes no Texas apresentaram resisténcia a ciprofloxacina (LALONDE-PAUL et al., 2019).
Além disso, cepas isoladas de amostras de fezes de aves aquaticas do Zooldgico Columbus, em
Ohio, entre 1998 e 1999, apresentaram 2,4% de resisténcia a ciprofloxacina (FALLACARA et
al., 2004). J4 em amostras de humanos apresentando doenga gastrointestinal aguda, na Turquia,

foi identificado 74,3% de cepas com resisténcia a esse antibiotico (KAYMAN et al., 2019).

A azitromicina ¢ um antimicrobiano da classe dos macrolideos usado no tratamento
alternativo de Salmonella spp., a resisténcia de cepas dessa bactéria a macrolideos ja foi descrita
na literatura. 28,6% de S. Albany isolada entre 2017 € 2018, em Taiwan, de humanos e animais,
apresentaram resisténcia a azitromicina (HONG et al., 2021). Amostras de Salmonella isoladas
de criangas com doenga gastrointestinal aguda, na [ndia, entre 2000 e 2016, mostraram
resisténcia de 25% a azitromicina (JAIN et al., 2020). Além disso, 5,7% de cepas de Salmonella
spp. resistentes a azitromicina foram isoladas de pacientes diarreicos, na China, entre 2014 e

2017 (ZENG et al., 2021).
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Outro macrolideo usado no tratamento de doengas bacterianas, € a eritromicina. Esse
antibidtico ¢ amplamente utilizado no tratamento da campilobacteriose (SHEN et al., 2018).
Segundo Fallacara et al. (2004), 99,5% das cepas isoladas de Campylobacter de aves aquaticas
proveniente de zooldgico de Ohio apresentaram resisténcia a eritromicina. Amostras isoladas
de criancas com doenga gastrointestinal, no Iran, apresentaram 68,8% de resisténcia a
eritromicina (ABBASI; VAN BELKUM; GHAZNAVI-RAD, 2019). Além disso, foi
identificado resisténcia a esse antibidtico em cepas de Campylobacter spp. isoladas de carne de
frango e de pacientes que apresentam diarreia, como sinal clinico de doenga gastrointestinal, na

China (DU et al., 2018).

4.4 Aspectos epidemioldgicos de Salmonella e Campylobacter em mamiferos de zooldogico

As bactérias Salmonella spp. e Campylobacter spp. estdo presentes no intestino dos
humanos e animais, como repteis, aves ¢ mamiferos (CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2018;
FACCIOLA etal.,2017; YON et al., 2019). Esses animais podem ser de vida livre ou viverem
em cativeiro, como nos zooldgicos, além disso, 0 maior contato com os humanos pode alterar
a microbiota intestinal desses animais, o0 que provoca um aumento das bactérias Gram

negativas, um exemplo € a Sa/monella spp. (CUNHA et al., 2016).

Ao infectar os mamiferos, a Salmonella spp. pode ou nao causar doenca com sinais
clinicos gastrointestinais e em alguns casos pode progredir ao 6bito do animal (MARCHANT
et al., 2016; NAKAMURA et al., 2017; SCHARLING et al., 2021). Para os mamiferos de
zoologico, essa bactéria causa preocupacgdo, devido a dieta desses animais ser constituida em
alimentos crus, como no caso dos carnivoros € onivoros que sao alimentados com carne e/ou
oVvo cru os quais sao veiculos de transmissao para a Salmonella spp. (CUBAS; RAMOS; DIAS,
2014; LEWIS; BEMIS; RAMSAY, 2002). A prevaléncia de Salmonella em animais de
zooldgico também ja& foi descrita, um estudo realizado no zoologico Culiacan, no México
identificou 10,5% de S. Albany, as amostras foram coletadas de animais do plantel, de roedores
e de insetos que possuem contato com os animais do zoologico (SILVA-HIDALGO et al.,
2013). Em felideos selvagens de zoologico, foi identificado Salmonella spp. em 94% das
amostras fecais coletadas (CLYDE; RAMSAY; BEMIS, 1997). No Chile, foram coletadas

fezes de diferentes espécies de animais e observou prevaléncia de 7,5% de Salmonella
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(MARCHANT et al., 2016). Ja em zooldgicos da Europa, nenhuma cepa de Salmonella spp. foi
identificada (SCHARLING et al., 2021).

Além disso, ja foi descrito resisténcia desse patdogeno a antimicrobianos e a
multirresisténcia aos antibidticos, em estudo realizado no Zoologico Emperor Valley, em
Trindade foi observado 92% de resisténcia a cefalotina, 35% a estreptomicina ¢ 29% a
tetraciclina, 96% das cepas isoladas apresentavam resisténcia a um ou mais antibidticos
avaliados (GOPEE; ADESIYUN; CAESAR, 2000). Em animais de zooldgico no México, foi
observado resisténcia de 100% a penicilina, estreptomicina e diclocaxina, 74,6% a ampicilina,
9,6% a cefalotina e 7,2% a cloranfenicol, nesse mesmo estudo os autores ressaltaram o perfil
multirresistente de todas as cepas (SILVA-HIDALGO et al., 2014). Amostras fecais de animais
selvagens que vivem em cativeiro, do ambiente e do alimento foram analisadas em Ohio e foi
identificado 11,8% de resisténcia a estreptomicina ¢ a tetraciclina e 8,8% a ampicilina,
gentamicina e kanamicina, além disso, 8 (11,8%) cepas isoladas apresentaram resisténcia a um
ou mais antibioticos e seis cepas foram identificadas como resistentes a mais de cinco

antibioticos (FARIAS et al., 2015).

Campylobacter spp. em mamiferos pode provocar diarreia, vomito e dor abdominal,
como também ndo causar doengca (SOWERBY, 2015). Esse patogeno pode estar presente
principalmente em produtos carneos de aves, de bovino e de suino (CORRADINI et al., 2021;
WURFEL et al., 2021), ao ingerirem esses alimentos, os mamiferos dos zoolégicos podem se
infectar. Alguns estudos mostram a prevaléncia dessa bactéria nesses animais, em mamiferos
terrestres de zooldgico na Bélgica foram identificados 9 de 26 amostras positivas para
Campylobacter (DE WITTE et al., 2018). J4 em primatas ndo humanos, foi identificado 42%
de cepas de Campylobacter spp., C. jejuni e C. upsaliensis (CLAYTON et al., 2018). Amostras
coletadas de zooldgicos e recintos de vida selvagem na India, tratadores dos animais, alimentos
e agua apresentaram prevaléncia de Campylobacter spp. de 0,8% (PRINCE MILTON et al.,
2017). Além disso, foi avaliado a resisténcia desse micro-organismo a antimicrobianos em
animais de zoologicos e foi identificado resisténcia a tetraciclina, ciprofloxaxina com acido

nafilidixico e estreptomicina (OLKKOLA et al., 2016).

4.5 Importancia da Salmonella e Campylobacter na Saude Publica
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A salmonelose e a campilobacteriose sao doengas zoondticas que estdo entre as quatro
maiores causas de diarreia do mundo relacionadas a ingestdo de alimentos contaminados
(WHO, 2022c, 2022d). No Brasil, o levantamento de dados sobre os patdogenos causadores de
doenca do trato gastrointestinal entre 2010 e 2018, identificou Sal/monella spp. como uma das
bactérias de maior problema de saude publica, ja alguns outros micro-organismos ndo fizeram
parte desse repertdrio, como o caso da bactéria Campylobacter spp. (BRASIL, 2018). Porém,
nos EUA, a Campylobacter spp. ¢ considerada o patégeno que mais causa enfermidade
diarreicas (CDC, 2019). Na Unido Europeia, estima-se que a campilobacteriose causa uma
perda de aproximadamente 2,4 bilhdes de euros para o sistema de saide (EFSA, 2022a),
enquanto a Salmonella spp., pode causar perdas acima de 3 bilhdes de euros na economia
europeia (EFSA, 2022b), o que mostra a importancia desses patdgenos na saude publica

mundial.

As duas doengas zoonoticas causadoras de sintomas gastrointestinais em humanos de
maior importdncia na Unido FEuropeia sdo a campilobacteriose e a salmonelose,
respectivamente. Infecdo por Campylobacter spp. confirmadas na Europa acometeu 220.682
pessoas em 2019. Segundo a EFSA, essa bactéria foi a terceira maior causadora de surtos por
doenga transmitida por alimento em 2019, com 319 surtos, 1.254 casos de pessoas acometidas,
125 casos de pessoas que necessitaram de hospitalizagdo e nenhuma morte. Além disso, foi
evidenciado que a carne de frango e o leite foram as maiores fontes de transmissdo desse

patogeno para os humanos (EFSA, 2021).

No caso da infe¢@o por Salmonella spp. na Unido Europeia, em 2019, 87.923 casos dessa
doeng¢a em humanos foi confirmado. Dentre os surtos de doengas transmitida por alimento em
2019 na Unido Europeia, a salmonelose teve prevaléncia 17,9% e 72,4% foi causada pela S.
Enteritidis. Foram identificados 926 surtos, com 9.169 pessoas doentes, das quais 1.915
precisaram de atendimento em hospital e sete pessoas vieram a Obito. As maiores fontes na
transmissdo da Salmonella spp. foi o ovo e seus derivados, os produtos de confeitaria, a carne

suina e seus derivados e os alimentos mistos (EFSA, 2021).

Nos EUA, os dados ndo sdo muito diferentes da Europa, as bactérias Salmonella spp. e
Campylobacter spp. foram as maiores causadoras de doenca do trato gastrointestinal em 2019.
De todos os casos registrados de infe¢do bacteriana (25.866), a campilobacteriose e a
salmonelose tiveram a incidéncia de 19,5 e 17,1 dos casos em 100.000 habitantes,

respectivamente. Para Campylobacter spp., o nimero de casos em 2019 foi de 9.731, dentre
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eles 1.988 pessoas necessitaram de hospitalizagdo e 26 vieram a Obito. Enquanto para
Salmonella spp., 8.556 pessoas foram infectadas, 2.430 tiveram atendimento médico no
hospital e 46 morreram, o sorotipo S. Enteritidis também foi o maior causador de infe¢des por
Salmonella, o qual ¢ transmitido principalmente pelo ovo, mas a carne de frango também

consititui uma importante fonte (TACK et al., 2019).

Salmonella spp. e Campylobacter spp. vivem no intestino de animais ¢ humanos,
podendo causar doenga ou ndo. Sua eliminacdo ocorre pelas fezes dos hospedeiros ou
portadores e podem contaminar os alimentos e agua. Dessa forma, a transmissdo ocorre
principalmente pela via fecal-oral, ou seja, pela ingestdo desses patdgenos, os quais podem estar
presente em carne, ovos, leite e 4gua que ndo foram cozidos corretamente ou que ndo receba a
devida fiscaliza¢do, o que provoca grandes problemas na saude publica (ABEBE; GUGSA;
AHMED, 2020; BRASIL, 2021; MOTA-GUTIERREZ et al., 2022). A vigilancia dos alimentos
ingeridos pela populacdo ¢ fundamental, por meio dela, a Unido Europeia determinou a
prevaléncia de Salmonella spp. nas carnes de frango, bovina, suina, de peru € no ovo no ano de
2019 foram, respectivamente, de 1,68%, 0,13%, 5,82%, 0,48% e 0,01%. Ja para Campylobacter
spp., a prevaléncia desse patdgeno foi descrita em alimentos prontos para consumir e alimentos
que precisam de um preparo prévio. O primeiro apresentou 0% em carne e derivados, 0,24%
em leite e seus derivados, 0,2% em frutas, verduras e sucos, 0,32% em salada e 0,1% em outros
alimentos processados. Enquanto o segundo apresentou prevaléncia de 22,97% em carne e seus
derivados, 2,04% em leite e seus derivados, 0,2% em frutas, verduras e sucos e 0,69% em outros

alimentos (EFSA, 2021).

Além da transmissdo via alimentagdo, alguns animais sdo considerados reservatorios,
0s quais podem transmitir esses patdogenos aos humanos. Dessa forma, o contato de pessoas
com os animais domésticos ou silvestres pode representar risco de transmissdo desses
patégenos e uma preocupacio a satide publica (ANGULO et al., 2006; DROZDZ et al., 2021;
ICHIMI; YOSHINO; HIGASHIGAWA, 2018; KEEBLE; KOTERWAS, 2020; RUKAMBILE
et al.,, 2019; SODAGARI et al., 2020). Na Unido Europeia, em 2019 a prevaléncia de
Campylobacter spp. em frangos, suinos, bovinos, cides e gatos € outros animais, 0s quais
incluem animais selvagens foi de 13,27%, 58,58%, 9,28%, 6,85% e 12,63%, respectivamente.
Enquanto para Salmonella spp., a prevaléncia para frangos, bovinos, suinos, perus e matriz de
postura foi de 7,76%, 0,24%, 78,87%, 4,08% e 0,91%, respectivamente, no ano de 2019. Dessa
forma, o contato humanos com animais pode ser uma importante fonte na cadeia

epidemioldgica dessas doencas (EFSA, 2021).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Desenho do estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicado
(LABIO/UFU) e no Laboratorio de Epidemiologia Molecular (LEPIMOL/UFU) e contemplou
a analise de fezes frescas, coletadas no ambiente de 22 recintos pertencentes a 14 espécies
diferentes de mamiferos do Zooldgico Municipal de Uberlandia em cada estagdo do ano (verao,
outono, inverno e primavera), a fim de determinar a positividade para Sa/monella spp. e/ou
Campylobacter spp. por metodologia tradicional aliada a confirmagdo por PCR convencional.
Ap6s a confirmagdo de trés bactérias do género Salmonella, foi realizada a tipificagdo com o

kit Check&Trace Salmonella (Check-Points B.V., Holanda).

Além disso, foi realizada a coleta das fezes dos tratadores e médicos veterinarios que
possuem contato com esses animais durante a rotina do zooldgico. A coleta também foi
realizada em cada estacdo do ano e foi determinada a positividade para Salmonella spp. e/ou
Campylobacter spp. pelos mesmos métodos. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Uberlandia sob Certificado de Apresentagdo de
Apreciagio Etica (CAAE) niimero 54977421.0.0000.5152.

Por fim, foi realizado o teste de susceptibilidade antimicrobiana pelo método de
concentracdo inibitoria minima (CIM) para os antibidticos ampicilina, tetraciclina,
sulfonamida, azitromicina, ciprofloxacina, ceftriaxona para as amostras positivas para
Salmonella e ciprofloxacina, tetraciclina, eritromicina, ampicilina, cefalexina e sulfonamida

para cepas de Campylobacter.

5.2 Coletas

Foram coletadas 87 amostras contendo aproximadamente 10g de fezes frescas do recinto

dos seguintes animais: macaco-bugio (4louatta caraya), macaco-prego (Sapajus apella), lobo-
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guara (Chrysocyon brachyurus), cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) onga-parda (Puma
concolor), onga pintada (Panthera onca), leoa (Panthera leo), jaguatirica (Leopardus pardalis),
gato-do-mato-pequeno (Leopardus guttulus), jupara (Potos flavus), veado-catingueiro
(Mazama gouazoubira), cateto (Pecari tajacu), tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla)
e tamandud-mirim (Tamandua-tetradactyla), totalizando 14 espécies, dispostas em 22 recintos
(TABELA 1). As 87 amostras foram divididas em coletas realizadas no verao (23), outono (22),
inverno (22) e primavera (20) do ano de 2021.

TABELA 1. Relagdo entre a quantidade de recintos para cada espécie ¢ a quantidade de animais em
cada recinto.

Espécie Nome cientifico Recinto Animais
-k
Macaco-bugio Alouatta caraya 2 ABei
A:l
Macaco-prego Sapajus apella 3 B: 1
C:1
Lobo-guara Chrysocyon 1 A:l

brachyurus
Cachorro-do-mato Cerdocyon thous 1 A:l
Onga-parda Puma concolor 1 A:l
Onga-pintada Panthera onca 1 A:1°
Leoa Panthera leo 1 A:l
A:l
Jaguatirica Leopardus pardalis 3 B: 1
C:1
Gato-do-mato-pequeno Leopardus guttulus 1 A:1°
Jupara Potos flavus 2 g i
Veado-catingueiro Mazama gouazoubira 1 A: 3%
A:S
Cateto Pecari tajacu 3 B:3
C:1
Tamandué-bandeira My rmecop haga 1 Al
tridactyla
.. Tamandua- .
Tamandud-mirim tetradactyla 1 Al
Total 22 32

* na coleta realizada durante a primavera teve o nascimento de um animal em cada recintos sinalizados; °

falecimento dos animais no periodo entre a coleta do inverno e da primavera; A, B e C: recintos.
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Paralelamente, 33 amostras contendo 10g de fezes frescas dos tratadores e médicos
veterinarios que trabalham no Zooldgico Municipal de Uberlandia também foram coletadas,
conforme especificado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP),
totalizando nove individuos. Foi entregue o copo coletor estéril e determinado o dia de entrega
das fezes. As 33 amostras foram divididas em coletas realizadas na primavera de 2021 (9),

verdo (9), outono (7), inverno (8) do ano de 2022.

A coleta foi feita em potes esterilizados devidamente identificados e imediatamente
transportadas, em caixa de isopor com gel-gelo, para o laboratério para a realizagdo das
analises. Foram registradas informagdes quanto a presenga de sinais clinicos de diarreia, tipo

de diarreia (como cor, aparéncia das fezes, curso do tempo) e o uso de antibidticos.

5.3 Identificacdo fenotipica dos patégenos

No laboratério (LABIO/UFU e LEPIMOL/UFU), as amostras foram submetidas a
analise microbiologica tradicional, conforme descrito por Coelho, (2012) e Da Silva et al.,

(2017).

Para Salmonella, foi utilizado 20 mL de caldo infusdo de cérebro e coracdao (BHI)
(OXOID®) como meio de enriquecimento ndo seletivo, além de 20 mL de caldos Tetrationato
com iodo (TT) (OXOID®) e 20 mL de Rappaport-Vassiliadis (RV) (DIFCO®), como meios
de enriquecimento seletivos. As fezes foram pesadas na balanca de precisdo de 0,01g
(MARTE®), os caldos BHI e TT receberam 2g da amostra, enquanto o caldo RV recebeu 0,2g.
As amostras em caldo BHI foram incubadas a 37°C por 24 horas, j& aquelas adicionadas em

caldo TT e RV foram incubadas a 42°C por 24 horas.

Apés o crescimento em caldo, as amostras foram estriadas em placas de agar de
desoxicolato-lisina-xilose (XLD) (KASVI®), incubadas a 37°C e a cada 24 horas foram
novamente estriadas em novas placas de dgar XLD até se obter colonias suspeitas isoladas. As
coldnias tipicas de Sal/monella spp. foram repicadas em agar MacConkey (MERCK®) para
verificacdo de fermentacao de lactose, incubadas a temperatura de 37°C por 24 horas. Além
disso, as colonias selecionadas foram repicadas em agar Rambach (MERCK®) e incubadas a

37°C por 24 horas, para a confirmacdo. Posteriormente, as colonias compativeis com
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Salmonella spp. foram estriadas em agar triptico de soja (TSA) (OXOID®) e incubadas a 37°C
por 24 horas, e em seguida repicadas em agar nutritivo (AN) (OXOID®), incubadas na

temperatura de 37°C por 24 horas, como meio de conservagao.

Para Campylobacter spp., foi utilizado 9 mL de caldo Bolton Broth (OXOID®), como
meio de enriquecimento, foi usado 5% de sangue de equino para enriquecer o meio. A amostra
de 1g de fezes foi adicionada ao caldo. As amostras foram incubadas em jarra de anaerobiose
com um gerador de microaerofilia (PROBAC®), em temperatura de 42°C por 48 horas.
Posteriormente, as amostras foram estriadas em agar Campylobacter Selective Agar (CCDA)
(NEOGEN®), com antibiotico Campylobacter Suplemento Seletivo (OXOID®), incubadas em
jarra com gerador de microaerofilia na temperatura de 42°C por 48 horas. Posteriormente, as
coldnias suspeitas foram repicadas em agar CCDA, incubadas na temperatura de 42°C por 48
horas, em jarra com gerador de microaerofilia. As coldnias isoladas tipicas foram armazenadas

em leite UHT (NINHO®) a -80°C.

As coldnias tipicas de Salmonella spp. e Campylobacter spp. foram confirmadas por

meio da identificagdo genotipica.

5.3 Identificacido genotipica dos patogenos

Colonias tipicas foram submetidas a identificacdo molecular por meio de técnica de
PCR convencional. O DNA foi extraido das colonias por meio de kit Wizard (Promega), os

passos utilizados na extracado de DNA foram conforme o descrito pelo fabricante.

Apods a extracdo de DNA, a reacdo de PCR foi executada com primers especificos
(TABELA 2) para Salmonella (ompC) e Campylobacter (16S-rRNA) descritos por Jawad e Al-
Charrakh, (2016) e Harmon, Ransom e Wesley, (1997), respectivamente. As reacdes de PCR
foram preparadas com kit GoTaq Green (Promega) conforme instru¢des do fabricante. Foi
usado para Salmonella 12,5 pL de solucdo Green, 10,5 pL de dgua ultrapura, 1 pL do primer
ompC (20pmol) e 1 uL de DNA (10ng/uL), como controle positivo foi usada cepa ATCC 13076
de S. Enteritidis. Enquanto para Campylobacter foi utilizado 12,5 pL de solugdo Green, 8,5 uLL
de agua ultrapura, 1 pL do primer 16S-rRNA (40pmol) e 3 uL de DNA (10ng/uL), como
controle positivo foi usada a cepa de C. jejuni IAL 2383.
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Os ciclos de amplificagdo foram realizados em termociclador (Eppendorf®),
obedecendo a seguinte sequéncia: 1 ciclo iniciando a 94°C por 5 min, 35 ciclos consistindo de
trés etapas incluindo desnaturagdao a 94°C por 45 segundos, anelamento a 57°C por 1 min e
extensdo a 72°C por 2 min e um ciclo final com extensao a 72°C por 10 min, para o primer
ompC ¢ 1 ciclo iniciando 94°C por 1 min, 25 ciclos consistindo de trés etapas incluindo
desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento 60°C por 1 min e extensdo 72°C por 1 min e um

ciclo final com extensao de 72°C por 7 min para o primer /6Srna.

TABELA 2. Sequéncias, tamanho das bandas e temperatura de anelamento dos primers utilizados para
identificacdo de Salmonella e Campylobacter.

Genes Primers Sequéncia 5> 2> 3’ Tamanho Anelamento Referéncia
(pb)
16S-rRNA 16S-IRNA-F  ATCTAATGGCTTAACCATTAAAC 857 60°C — Imin LINTON et al.,
16S-IRNA-R  GGACGGTAACTAGTTTAGTATT (1997)
ompC ompC-F ATCGCTGACTTATGCAATCG 204 57°C — Imin JAWAD; AL-
ompC-R CGGGTTGCGTTATAGGTCTG CHARRAKH, (2016)

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese, corados com solugdo de
SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen®), com a inclusdo de marcador de peso molecular de
100 bp (Invitrogen®). Os resultados foram visualizados por luz ultravioleta em transluminador

(L PIX EX Loccus Biotechnology).

Apds confirmacdo das amostras como pertencentes ao género Salmonella spp., trés
cepas foram sorotipificadas utilizando o kit Check&Trace Sa/monella (Check-Points B.V.). As
cepas testadas incluiram as oriundas de jupard (Potos flavus), onga-parda (Puma concolor)

coletadas no verao e cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) coletada no outono.

De forma geral, a técnica de sorotipificacao pelo kit Check&Trace Salmonella (Check-
Points B.V.) parte de uma coldnia pura para extragdo do DNA, em seguida ha o reconhecimento
de diferentes regides do DNA de Salmonella pelas sondas presentes no kit. Para cada reagao,
foram 32 sondas distintas com sequéncias complementares ao DNA de Salmonella, as sondas
que tiveram 100% de complementaridade ao DNA bacteriano se emparelharam a ele, e por
meio de uma solugdo de ligase forma-se uma estrutura circular. As sondas nao emparelhadas
sdo eliminadas na proéxima etapa, onde a solugdo enzimatica de exonuclease vai degrada-las, e
ao final permanece apenas os targets necessarios para tipificacdo das amostras. Na etapa
subsequente foi realizado uma PCR para amplifica¢do dos produtos e finalmente foi realizada
a deteccdo, que foi iniciada pela hibridiza¢do das sondas ligantes ao microarranjo presente na
base de um microtubo. Na estrutura de cada sonda, ha um segmento chamado ZIP Code,
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responsavel por direciona-la para uma regido especifica no microarranjo. Finalmente as sondas
hibridizadas foram reveladas por uma reagdo colorimétrica apds conjugagdo de enzimas
especificas presentes no teste. Os pontos negros significam presenga de produto hibridizado e
os brancos auséncia, isso resulta uma imagem em que um padrao ¢ revelado e traduzido pelo
software do fabricante em um sorovar especifico que esteja registrado em seu banco de dados,

ou um genotipo caso nao esteja presente.

5.4 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Para a realizacdo da CIM, foi utilizado o método da microdiluigdo em caldo (CLSI,
2020, 2022; EUCAST, 2022), para os antibioticos de uso na rotina de tratamento do Zoologico
Municipal de Uberlandia e antimicrobianos de importancia na saude publica, seguindo as
especificagdes e pontos de corte especificos para Campylobacter e Enterobacteriaceae. Os
antibioticos testados em oito concentragdes para as cepas isoladas de Salmonella foram
ampicilina (AMP), tetraciclina (TET), sulfonamida (SUL), azitromicina (AZI), ciprofloxacina
(CIP), ceftriaxona (CRO). Enquanto, para Campylobacter foram ciprofloxacina (CIP),
tetraciclina, (TET), eritromicina (ERI), ampicilina (AMP), cefalexina (CFE) e sulfonamida
(SUL). As maiores concentragdes testadas para cada antimicrobiano foram: amostras humanas
de Salmonella 256, 128, 4.096, 128, 8 e 32 ug. mL™!, respectivamente para AMP, TET, SUL,
AZ1, CIP e CRO, as amostras animais tinham as mesmas concentragdes que de humanos exceto
para AMP, a qual foi de 8 pg. mL™!. Para as amostras humanas de Campylobacter, as maiores
concentragdes foram 256, 16, 4.096, 64, 2 e 256 ug. mL, respectivamente para AMP, TET,
SUL, ERI, CIP e CFE, as concentragdes para as amostras de animais s6 diferiram em 8 pg. mL"
I'para AMP e 64 pg. mL™! para CFE. A determinacio das concentracdes que foram utilizadas
no estudo foi retirada dos documentos M100 e VETO1S disponibilizados pelo CLSI, além da
lista disponibilizada pelo EUCAST (CLSI, 2020, 2022; EUCAST, 2022).

Na preparacao do indculo das cepas de Sa/monella foram usadas 10mL de solucao salina
(NaCl) (EXODO®) 0,9% e a turbidez foi ajustada para 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 108
CFU/mL). Uma aliquota de 20puL da suspensdo bacteriana foi transferida para 180 puL de caldo
Miiller Hinton (MH) (DIFCO®) com o antimicrobiano nas distintas concentracdes em

microplacas de 96 pocos. Posteriormente, as placas foram incubadas a 36°C por 18-24 horas.
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A avaliacdo foi realizada visualmente de maneira a determinar a menor concentragdo de cada
antimicrobiano capaz de inibir a turbidez do meio. Como controle positivo foi utilizada a cepa
de Salmonella enterica sorovar Enteritidis ATCC 13076 e o controle negativo foi composto

pelo caldo MH.

Ja na preparacdao da suspensdo do indculo de Campylobacter foi utilizado 10mL de
solucdo salina (NaCl) 0,9% e foi ajustado a turbidez para 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 108
CFU/mL). Uma aliquota de 20uL da suspensdo bacteriana foi transferida para 180 uL de caldo
MH (DIFCO®) suplementado com ions Ca®" 20-25 mg, Mg?" 10-12,5 mg e 5% de sangue
desfibrinado de carneiro com o antimicrobiano nas distintas concentragdes em microplacas de
96 pogos. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas em microaerofilia. Por fim, a
avaliagdo foi realizada visualmente e em paralelo uma aliquota de 10uL de cada indculo diluido
foi semeada em agar CCDA (ACUMEDIA®) para verificar o crescimento bacteriano
(viabilidade) do respectivo pogo de diluicdo. Em todas as placas, como controle positivo foi
utilizada a cepa de Campylobacter jejuni IAL 2383 e o controle negativo foi composto pelo

caldo MH (Difco®).

5.5 Analise estatistica

Os resultados dos testes foram submetidos a estatistica descritiva, analise de
normalidade, seguida da aplicagdo do teste T Student/Mann-Whitney (para comparagdes de
resultados referentes as amostras de animais e humanos) e teste exato de Fisher (utilizado nas
comparagdes sazonais e de resisténcia antimicrobiana). Foi adotado o nivel de significancia de

5%, utilizando-se o programa Graph Pad Prism 8.0.1 para os célculos.

6 RESULTADOS

6.1 Prevaléncia de Salmonella e Campylobacter
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Apo6s o isolamento de coldnias tipicas e confirmacdo em meio Rambach e por PCR
convencional (FIGURA 1), constatou-se que 10/87 (11,5%) amostras foram positivas para
Salmonella spp. em animais e 3/33 (9,1%) em humanos. Enquanto para Campylobacter spp.,
foram confirmadas 1/87 (1,1%) cepa em mamiferos e 1/33 (3,0%) dos tratadores (TABELA 3).
Nenhum dos animais ou humanos positivos apresentavam sinais clinicos de salmonelose ou
campilobacteriose, ou quaisquer sintomas de doenca entérica, nem faziam uso de

antimicrobianos em um intervalo de 15 dias.

M C+ 01 02 03 04 05 06

FIGURA 1. Gel de eletroforese das amostras de Salmonella spp. confirmadas pelo gene ompC. M:
marcador de peso molecular, C+: Controle positivo de Salmonella, 01-06 cepas isoladas no presente
estudo oriundas de animais.

Os animais pertencentes a ordem Carnivora apresentaram maior prevaléncia de
Salmonella (8/10 — 80,0%; p=0,0119). O isolamento de Salmonella em uma amostra de veado-
catingueiro (Mazama gouazoubira) representou um achado relevante devido a auséncia de
registros na literatura. Cabe ressaltar também a coabita¢do de ambos os géneros bacterianos em
jupara (Potos flavus) identificado no verdo. J& em humanos, esse carater nao foi observado.
Paralelamente, a manutengao de Salmonella foi identificada nessa mesma espécie animal em
estagdes do ano diferentes, assim como em onga-parda (Puma concolor) e em cachorro-do-

mato (Cerdocyon thous).
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TABELA 3. Prevaléncia de animais e tratadores positivos para Salmonella spp. ¢ Campylobacter spp.,
de acordo com cada estacdo do ano.

Estacao Patogeno Animais Tratadores Total
(N amostras) Espécie n(%) n(%) n(%)
Verao Puma concolor, Potos
Salmonella 2 (8,7) 0 2 (6,2)
(n=23%/9") Sflavus
Campylobacter Potos flavus 1(4,3) 0 13,1
Cerdocyon thous,
Outono Salmonella 29,1 0 2(6,9)
Mazama gouazoubira
(n=22%/7")
Campylobacter - 0 1(14,3) 1(3,4)
Panthera onca,
Inverno Salmonella Cerdocyon thous, Potos 4 (18,2) NC 4(13,3)
(n=22%/8M flavus, Sapajus apella
Campylobacter - 0 0 0

) Puma concolor,
Primavera Salmonella 2 (10,0) 3(33,3) 5(17,2)
Cerdocyon thous

(n=20%/ 9"
Campylobacter - 0 0 0P
TOTAL Salmonella - 10 3 13
TOTAL Campylobacter - 1 1 2

h

a: amostras de animais; ': amostras de humanos; NC: nio confirmadas; ®° p<0,05 pelo teste de Fisher.

Nao houve diferenca significativa na prevaléncia de isolados de Salmonella e
Campylobacter em animais e humanos em cada uma das estacdes do ano, separadamente. A
analise considerando o total de isolados de cada género confirmou a prevaléncia significativa
de Salmonella (5/29 — 17,2%) em relagdo a Campylobacter na primavera (p=0,0418 - Teste de
Fisher).

A sorotipificacdo das trés cepas de Salmonella spp. pelo kit Check& Trace Salmonella
(Check-Points B.V) comprovou que se tratava de Salmonella enterica, mas possivelmente nao

pertencente a subespécie enterica (FIGURA 2).
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FIGURA 2. Imagem visualizada pela leitura do kit Check&Trace Salmonella (Check-Points B.V.).
Pontos pretos indicam presenca dos produtos hibridizados das sondas ligante, que permitem a analise e
identificacao dos sorotipos.

6.2 Resisténcia antimicrobiana nos isolados

As dez cepas de Salmonella spp. isoladas de animais apresentaram 100% de resisténcia
a ampicilina, ja as trés de humanos demonstraram 66,7% (2/3) de resisténcia e 33,3% (1/3) de
resisténcia intermedidria. Para tetraciclina, a porcentagem de resisténcia nos isolados de
animais e humanos foi de 38,5% (5/13) das cepas e 61,5% (8/13) de susceptibilidade, diferente
de sulfonamida que apresentou 100% de resisténcia e para ciprofloxacina as cepas foram todas
susceptiveis. 53,8% (7/13) das cepas apresentaram resisténcia a azitromicina e 46,2% (6/13)
susceptibilidade. Enquanto para ceftriaxona, as cepas obtiveram 84,6% (11/13) de resisténcia,
7,7% (1/13) de resisténcia intermediaria e de susceptibilidade. Dessa forma, a droga mais
efetiva para controle de Salmonella foi CIP (p=0,0391) e as menos efetivas foram SUL, AMP
e CRO (p<0,05) (TABELA 4).

A determinagdo da CIMso s6 foi possivel em Salmonella pelo quantitativo de cepas. Para
SUL e AMP as CIMjso foram as maiores identificadas e superiores a maior concentragao testada
(4.096 pg. mL! e 8 nug. mL™!, respectivamente). Diferente para CIP, a qual foi necessaria
concentragio inferior a menor testada (0,0625 pg. mL™!) para controle das cepas. As CIMsp para
AZI e CRO foram superiores as concentragdes que determinam a resisténcia do género

Salmonella (16 pg. mL!' e 8 pg. mL™!, respectivamente).
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TABELA 4. Distribuicdo da CIM das 15 cepas de Samonella spp. e Campylobacter isoladas de animais e tratadores do Zoologico Municipal de Uberlandia.

Concentragdes S-AMP  S-AMP* C-AMP  S-TET C-TET S-SUL C-SUL  S-AZI  C-ERI  S-CIP C-CIP S-CRO C-CFE
<A - - - 1-1b 18 - - - 1k 10-3" 1-1b 1 -
A - - - - - - - - - - - - -
B - - - 2-1h - - - 1 - - - - -
C - - - 2-1n - - - 3-1h - - - 1 -
D - 1 = - - - 1h - - - 1h 1h
E - 1 - - - 2n - b - - - 2-1b -
F - 1 - 1 - 1t - 2 - - - 4 §
1 - - 3 - 2 - 1 - - - 1 -
| - - 1 - - - 3 1 - - 2 1
>H 8 - 1-1 - 1 8 1-1b - - - - - -

R (%) 10 (100) 2(66,7) 2(100) 5(38,5)  1(50)  13(100) 2(100)  7(53.8)  1(50) 0 (0) 0 11 (84,6) 1(50)
1 (%) 0 (0) 1(33,3) 0 0 (0) 0 0 0 0 0 (0) 0 1(7,7) 0

S (%) 0 (0) 0 (0) 0 8(61,5)  1(50) 0 (0) 0 6(46,2)  1(50) 13 (100) 2 (100) 1(7,7) 1 (50)
CIMso >8 - - 4 - >4.096 - 16 - <0,0625 - 8 -

(ng.mL™)

A-H: concentragdes dobradas utilizadas para cada antimicrobiano. h: cepas de humanos. S-: resultados de Sa/monella. C-: Resultados de Campylobacter. AMP:
ampicilina na concentragio para cepas de animais (<A: <0,0625 pg. mL™!, >H: >8 pg. mL!); AMPh: ampicilina na concentragio para cepas de humanos (<A:
<2 pg. mL!, >H: >256 pg. mL); TET: tetraciclina (<A: <1 pg. mL!, >H: >128 ug. mL"); SUL: sulfonamida (<A: <32 pg. mL"!, >H: >4.096 pug. mL); AZI:
azitromicina (<A: <l pg. mL', >H: >128 ng. mL™"); CIP: ciprofloxacina (<A: <0,0625 pg. mL', >H: >8 pg. mL"); CRO: ceftriaxona (<A: <0,25 pg. mL"!, >H:
>32 pg. mL') _ (linha) — ponto de corte de acordo com CLSI, 2020 e 2022; sombreamento cinza escuro — resistente (R); cinza claro — resisténcia intermediaria
(D); branco — susceptivel (S).
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As cepas de animal e humano isoladas de Campylobacter spp. obtiveram resisténcia a
ampicilina (>8 e >256 pg. mL!, respectivamente). Para tetraciclina, a cepa de animal
apresentou resisténcia ao antibidtico (>16 ng. mL™!) e a de humano foi susceptivel (<0,125 pg.
mL™). As duas cepas tiveram resisténcia a sulfonamida (>4.096 pg. mL™), enquanto para o
antibidtico ciprofloxacina, as duas cepas apresentaram susceptibilidade (<0,016 pg. mL™). A
cepa isolada de animal obteve resisténcia a eritromicina (64 pg. mL™') e a de humano apresentou
susceptibilidade ao antibiodtico (<0,5 pg. mL™"). Por fim, a cepa de animal apresentou resisténcia

ao antibiodtico cefalexina (64 pg. mL™), ja a de humano teve susceptibilidade (16 pg. mL™).

Identificamos seis perfis de resisténcia nas cepas testadas, conforme descrito na Tabela
5. Das 15 cepas isoladas identificamos co-resisténcia em 2/15 (13,3%) e MR em 13/15 (86,7%)
(p<0,0001 — teste de Fisher).

TABELA 5. Perfis de resisténcia identificados nas 15 cepas de Salmonella e Campylobacter isoladas
de animais do zoolodgico e seus tratadores.

Antimicrobial agents Salmonella » Salmonella ! Campylobacter Total
N (%) N (%) N (%) N (%)
(P1) AMP-SUL 1 0 I 2
Total isolados co-resistentes 1(10)* 0 1 (50) 2 (13,3)*
(P2) AMP-SUL-CRO 3 1 - 4
(P3) AMP-SUL-AZI 0 1 - 1
(P4) AMP-SUL-CRO-AZI 1 1 - 2
(P5) AMP-SUL-CRO-AZI-TET 5 0 - 5
(P6) AMP-SUL-TET-ERI-CFE - - 1 1
Total isolados multirresistente 9 (90)° 3(100) 1 (50) 13 (86,7)"

CIP, ciprofloxacina; TET, tetraciclina; SUL, sulfonamida; AZI, azitromicina; ERI, eritromicina; CRO,
ceftriaxone; CFE, cefalexina N (%), nimero e porcentagem total de Sal/monella e Campylobacter; P,
perfil; Letra sobrescrita *°*™ indicando que a cepa foi isolada de animal ou humano; Letra sobrescrita
@e® na mesma coluna indica diferenca significativa pelo teste de Fisher (p<0,05).

As cepas de Salmonella isoladas de animais pertencentes aos perfis MR foram
significativamente mais frequentes (90%) (p=0,0011 — teste de Fisher). A cepa de Sal/monella
spp. isolada no verdo da onga-parda apresentou perfil P1 de resisténcia, e foi a inica cepa de
Salmonella co-resistente. O perfil P2 foi identificado em uma cepa oriunda de jupara no verao
e outras duas isoladas no outono de cachorro-do-mato e veado-catingueiro. O perfil P5 foi
prevalente no inverno com 4/5 (80%) cepas isoladas dos dois juparas, do macaco-prego e da
onga-pintada. Na primavera, a estirpe isolada de onga-parda apresentou perfil P4 e de cachorro-
do-mato teve perfil P5. Todas as Sa/monella isoladas de humanos foram MR, sendo que 2/3
(66,6%) apresentaram perfis de resisténcia idénticos aos encontrados em cepas isoladas de

animais (P2 e P4).
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Para Campylobacter, a cepa de origem animal foi penta resistente (P6), incluindo a
eritromicina, droga de escolha para tratamento em humanos em caso de doenca. Ja a cepa
isolada de humano, pertencente ao perfil P1 apresentou co-resisténcia a ampicilina e

sulfonamida.

7 DISCUSSAO

7.1 Frequéncia de Salmonella e Campylobacter

A prevaléncia da Salmonella spp. (13/120 — 10,8%) nas fezes dos animais foi maior que
de Campylobacter spp. (2/120 — 1,7%), o que corrobora com alguns dados da presenca dessas
bactérias em colecdo de zooldgico. No estudo feito por Samu, Stacy e Pye, (2021) os autores
avaliaram 692 amostras do banco de dados de mamiferos de zoologicos e foi identificado oito
(1%) cepas de Salmonella e duas (0,3%) de Campylobacter. Adesiyun et al., (1998)
investigaram a prevaléncia dessas bactérias em 291 animais de vida livre de Trinidad e
obtiveram seis (2%) amostras positivas para Salmonella spp. € uma (<1%) de positividade para

Campylobacter spp.

A transmissao desses patdogenos ocorre por via fecal-oral, principalmente pela ingestao
de alimento contaminado. O alimento de origem animal, como a carne € 0 0vo sao 0s maiores
veiculadores dessas bactérias, mas verduras e frutas mal manejadas podem ser contaminadas
com Salmonella spp. e Campylobacter spp. e participar da cadeia de transmissao desses micro-

organismos (CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2018).

A baixa prevaléncia em amostras humanas também foi identificada por Milton et al.,
(2018) que analisaram 314 amostras de fezes de animais silvestres de quatro jardins zooldgicos
e recintos de vida selvagem na India e 18 (5,7%) das cepas isoladas apresentaram positividade
a Salmonella spp. Neste mesmo estudo foi coletado fezes de 30 tratadores desses animais e foi
identificado 5 (16,7%) amostras com presenca de bactérias do género Sa/monella. Nosso estudo
difere dos demais no que diz respeito a identificagao de sorovar dos isolados de Salmonella dos
quais as trés cepas identificadas pertenciam a S. enterica possivelmente ndo pertencente a
subespécie enterica. No zooldgico de Culiacdn no México, foram identificadas 28 (10,5%)

cepas de Salmonella enterica Albany, as 267 amostras eram de fezes dos animais, de insetos e
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da alimentagdo (SILVA-HIDALGO et al., 2013). Gargano et al. (2021a) avaliaram 60 cepas de
Salmonella de diferentes origens, incluindo animais de produgdo, pets, animais de zooldgico,
animais de vida livre, além de alimentos na Sicilia, Italia, e identificaram oito cepas nos animais
de zoolodgico, as quais apresentaram os sorovares S. Typhimurium, Richmond, Potsdam,

Kiambu, Infantis e Bahrenfeld.

Os animais da ordem Carnivora (NCBI, 2020a) representaram no presente estudo o
grupo que mais se isolou Salmonella spp. de suas fezes (8/10 — 80%), e inclui a onga-parda
(Puma concolor), onga-pintada (Panthera onca), cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e jupara
(Potos flavus). Clyde, Ramsay e Bemis, (1997) coletaram amostras de felideos de uma colecao
privada e do zoologico de Knoxville nos EUA, as quais apresentaram Salmonella de diversos
sorovares, incluindo S. Panama, S. Typhimurium, S. Enteritidis 13A e S. Johannesburg em fezes
de onga-parda (Puma concolor). Em cachorro-do-mato do Parque Estadual de Dois Irmaos, em
Pernambuco, no Brasil, Lima et al. (2012) identificaram Salmonella spp. em seis animais, dos
nove analisados. Os sorovares S. Seigburg, S. Javiana e S. Oldenburg foram encontrados em
25% (4/16) dos juparas do plantel do Emperor Valley Zoo, em Trinidad (GOPEE; ADESIYUN;
CAESAR, 2000). Ainda nesse estudo, os autores relataram a maior prevaléncia de Sa/monella
em animais da ordem Carvivora, de maneira que das 404 amostras de fezes de mamiferos
coletadas 29 (7%) apresentaram positividade para o patéogeno. Dessas, 135 tratavam-se de
amostras de animais da ordem Carnivora cuja presencga foi identificada em 17% (23/135). Sabe-
se que esses animais precisam da proteina animal em sua alimentacdo, assim, podem ter se
infectado com a bactéria por meio da ingestdo de alimentos de origem animal que devem ser

oferecidos crus (CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2018).

No presente estudo, foi identificado Salmonella spp. em macaco-prego (Sapajus apella).
A alimentagdo dessa espécie em cativeiro ainda € controversa, esse animal ¢ um primata
onivoro que pode ser alimentado com ovo cru, insetos, frutas e verduras (DA SILVA et al.,
2021) e alguns autores trazem a carne crua como uma possibilidade de alimento (WATTS,
2020). A alimentacao desse animal no Zoologico Municipal de Uberlandia possui apenas ovo
na dieta. Em estudo realizado em zooldgicos do Chile, 10 amostras de fezes de macaco-prego
foram analisadas e um animal apresentou positividade para S. Enteritidis (MARCHANT et al.,
2016). Ja no Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAS) de Jodo Pessoa e no Zoologico
de Jodao Pessoa, 80% (4/5) das amostras de fezes da espécie macaco prego-galego (Sapajus

lavius) apresentaram Salmonella spp. (RAMALHO et al., 2015).
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O isolamento da Salmonella spp. em veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) causa
preocupacao quanto ao manejo dos alimentos do zoologico, visto que sdo animais herbivoros e
em cativeiro se alimentam de ragdo, frutas, verduras, gramineas e leguminosas (CUBAS;
RAMOS; DIAS, 2014). Dessa forma, a infe¢ao desses animais pode ocorrer pela contaminagao
cruzada desses alimentos devido a falta de higiene durante a manipulacdo (EHUWA;
JAISWAL; JAISWAL, 2021; ZARKANI; SCHIKORA, 2021). A identificacdo desse micro-
organismo em outra espécie desse género (Mazama americana trinitatis) ja foi descrita na
literatura (ADESIYUN et al., 1998; GOPEE; ADESIYUN; CAESAR, 2000), porém nao ha

relatos em veado-catingueiro.

Trés cepas de Salmonella spp. foram isoladas dos humanos que possuem contato direto
com os animais do Zoolodgico, no presente estudo. A transmissdo desse patdgeno de animais
para humanos ocorre principalmente pela ingestao de dgua e alimentos contaminados, como a
carne ¢ o ovo (KURTZ; GOGGINS; MCLACHLAN, 2017). Porém, essa infe¢ao pode ocorrer
também pelo contato direto com fezes contaminadas de animais com esse patogeno
(CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2018). A transmissdo desse micro-organismo de repteis e anfibios
para humanos ¢ bem descrita, diferente de mamiferos selvagens de vida livre ou de cativeiro
(FARIAS et al., 2015). Entretanto, alguns casos de surtos de salmonelose em humanos que
tiveram contato com animais mamiferos de zooldgico ja foi relatada, como retratado na revisao
de literatura escrita por LeJeune e Davis, (2004), no Centro de Ciéncias do Pacifico nos EUA,

em 1991, apds uma exibic¢ao de alguns animais silvestres, como pequenos mamiferos.

Os animais e humanos que apresentaram positividade para esse patdgeno, nao tinham
sinais clinicos da salmonelose, a qual compreende sintomas gastrointestinais, como diarreia,
vomito e dor abdominal (HARAGA; OHLSON; MILLER, 2008). Alguns mamiferos selvagens
podem ser assintomaticos e reservatorios para a Salmonella spp., o que pode causar
preocupacdo para a saude dos humanos. Esses animais também podem ser reservatorios de
espécies Salmonella enterica nao pertencentes a subspécie enterica, conforme identificado no
presente estudo, porém esses micro-organismos ndo sao comumente isolados de infecdes
humanas e sdo considerados oportunistas, por acometer pessoas com sistema imune debilitado.
Além disso, o isolamento dessa subespécie nao enterica normalmente esta associado a animais
de sangue frio, como os répteis, diferente do que foi encontrado no presente estudo

(CHRISTIDIS et al., 2020; DESAI et al., 2013; LAMAS et al., 2018).
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A prevaléncia da Salmonella spp. foi maior na primavera (17,2%) e inverno (13,3%),
do que nas outras estagdes do ano, porém ndo houve diferenca significativa nos valores
identificados no presente estudo. Segundo estudo realizado em Melbourne, na Australia, a
prevaléncia de Salmonella spp. em dgua e sedimento proveniente do rio Yarra ¢ maior no verao
que no inverno (SIDDIQEE et al., 2020). Vale considerar que a temperatura 6tima para o
crescimento dessa bactéria ¢ 37°C, visto que o Brasil € um pais tropical, o qual ndo possui as
quatro estacdes bem definidas, mas sim duas estagdes, uma fria e seca e outra quente e chuvosa,
porém a temperatura na cidade de Uberlandia, durante o verdo pode ultrapassar 30°C, com a
umidade relativa do ar mais elevada, fator importante que pode ter permitido a coabitacdo de
ambos os géneros (Salmonella e Campylobacter) em fezes de jupara (Potos flavus)
(CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2018; PETRUCCI, 2018).

A presenca de Campylobacter spp. em jupard (Potos flavus) assintomatico indica seu
status de portador e potencial risco para a saude publica (DE WITTE et al., 2018). Assim como
a salmonelose, a campilobacteriose é transmitida principalmente pela ingestao de alimentos
contaminados, como carne € ovo (ABEBE; GUGSA; AHMED, 2020). O jupara ¢ uma espécie
onivora e recebe alimento de origem animal em sua dieta (CUBAS; RAMOS; DIAS, 2014), o
que pode proporcionar a transmissdo desse patdgeno. Nao ha relatos de infecdo por
Campylobacter spp. em jupara (Potos flavus), porém, no Canadd, de 1.096 swabs fecais de
guaxinins (Procyon lotor) de vida livre analisados para essa bactéria, 508 (46,3%) foram
positivos (MUTSCHALL et al., 2020). Esses animais sdo da mesma familia que os juparas

(NCBI, 2020b).

No presente estudo, um tratador apresentou positividade para Campylobacter spp. A
transmissdo de animais para seres humanos ocorre principalmente pela ingestao de alimento e
agua contaminada. Porém, o contato direto com o ambiente contaminado e as fezes de animais
infectados também pode acarretar na aquisicdo desse patdgeno (CHLEBICZ; SLIZEWSKA,
2018). Ja foi relatado a infe¢ao por Campylobacter spp. de um funcionério do Zoologico de
Auckland, a origem nao foi identificada, mas acredita-se que a transmissao ocorreu pelo contato
com os animais, o que pode representar risco também no local onde o presente estudo foi

executado (FORSYTH et al., 2012).

Identificamos Campylobacter spp. somente no verdo e outono. Além do reduzido
numero de cepas isoladas que nao garante representatividade em uma analise epidemioldgica,
1sso pode ter ocorrido devido as baixas temperaturas, juntamente com a baixa umidade relativa

do ar, atingidas na cidade de Uberlandia durante o inverno de 2021 (INMET, 2022). A
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temperatura 6tima para o crescimento da bactéria Campylobacter spp. ¢ 42°C, porém, quando
submetidas a temperaturas abaixo de 4°C, ocorre a mudanga para o estado viavel, mas ndo
cultivavel (VNC), a qual muda a forma para cocoide ¢ diminui seu metabolismo, a fim de
sobreviver durante as condigdes adversas de estresse (CASEY; FITZGERALD; LUCEY, 2017,
LV et al., 2020). A primavera ¢ a estacdo do ano seguinte ao inverno, dessa forma, os micro-
organismos que mudam sua forma para VNC se tornam vidveis somente apos se instalarem no
intestino do hospedeiro e terem condi¢des adequadas para crescimento (YAGI; OKADA;
INOSHIMA, 2022). Além disso, as bactérias do género Campylobacter ndo sao boas
competidoras quando estdo na presenca de outras bactérias, as quais ocupam seu sitio de ligacao
no intestino de humanos e animais (SZOTT et al., 2022), o que também pode justificar sua

baixa prevaléncia.

Das trés cepas sorotipificadas, duas apresentaram perfil multirresistente, apesar das
cepas de Salmonella enterica pertencentes a subespécies nao enterica ndo apresentarem grande
importancia a saide publica, causa preocupacdo quando a transferéncia de genes de
viruléncia/resisténcia para outras bactérias relevantes na saiide dos humanos (DESALI et al.,
2013; FERNANDEZ; GUERRA; RODICIO, 2018). A transferéncia de genes também pode
acontecer em cepas do género Campylobacter, por meio dos plasmideos (MIN et al., 2022), o

que em uma visao de satde Unica causa preocupagao.

7.2 Multirresisténcia antimicrobiana nos isolados

A infecdo causada por Salmonella spp. e Campylobacter spp. geralmente € autolimitante
e com rapida resolucdo. Para os casos graves, como pessoas imunocomprometidas, ¢ indicado
realizar tratamento da salmonelose com os antimicrobianos, ciprofloxacina, ceftriaxona e
azitromicina, enquanto para a campilobacteriose sdo utilizados os antibidticos ciprofloxacina e
a eritromicina (DAI et al., 2020; MCDERMOTT; ZHAO; TATE, 2018). Entretanto, o uso
indiscriminado de antimicrobianos nos ultimos anos, contribuiu para o aparecimento de
linhagens resistentes a diversas classes de antibidticos. Essa resisténcia ¢ compartilhada e
interfere diretamente nos trés pilares da Saiude Unica, as satides animal, humana e ambiental

(CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES, 2020).
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No presente estudo, somente uma cepa de Salmonella spp. apresentou resisténcia
intermediaria ao antibidtico ampicilina, os outros isolados obtiveram resisténcia a esse
antimicrobiano. A resisténcia de cepas de Salmonella spp. a ampicilina ¢ antiga e ocorre pela
presenca de genes beta lactamase, devido a utilizacdo em grande escala desse antibidtico para
tratamento de bactérias da familia das Enterobacteriaceas. O primeiro surto de salmonelose
resistente a ampicilina conhecido ocorreu no Reino Unido de 1962 a 1964 (TRAN-DIEN et al.,
2018). Cepas do género Salmonella resisténtes a ampicilina isoladas de animais selvagens ja
foram relatadas na literatura, Silva-Hidalgo et al. (2014) identificou 74,3% de resisténcia a
ampicilina nas 83 cepas isoladas do Zoologico de Culiacan ¢ do Aquario de Mazatlan de
diferentes animais silvestres. A concentra¢ao recomendada para animais € 32 vezes menor que
a recomendada para humanos (CLSI, 2020, 2022) e a CIM necessaria para eliminar 50% das
bactérias de animal foi quatro vezes maior que a encontrada para humano, isso serve de alerta

para a necessidade de mudangas no tratamento com esse antimicrobiano.

Em Salmonella, 38,5% (5/13) das cepas isoladas obtiveram resisténcia a tetraciclina,
sendo todas provenientes dos mamiferos avaliados. Os dados encontrados no presente estudo
vao de encontro com o trabalho realizado no Zoologico de Emperor Valley, em Trinidad, o qual
identificou Salmonella spp. em mamiferos, répteis e aves e 29% das cepas isoladas
apresentaram resisténcia a tetraciclina (GOPEE; ADESIYUN; CAESAR, 2000). A resisténcia
identificada para essa classe de antimicrobianos pode estar associada ao amplo uso nas praticas
veterinarias e € possivel que o valor identificado (38,5%) possa ser superior, considerando que
algumas cepas de Salmonella podem apresentar genes de resisténcia e ter susceptibilidade ao
antimicrobiano por meio de testes como CIM e teste disco difusdo. Esse fato foi relatado no
estudo realizado em Burquina Fasso que sequenciou o material genético de algumas estirpes

isoladas de humanos e de frangos (KAGAMBEGA et al., 2018).

Todas as cepas isoladas no presente trabalho apresentaram resisténcia a sulfonamida. A
CIMso dos micro-organismos foi maior que 4.096 pug. mL!, a qual compreende uma
concentracdo maior que todos os antimicrobianos testados. Estudos mostram alta resisténcia a
essa classe de antimicrobianos, como a revisdo realizada na Africa do Sul que relatou esta
caracteristica em 92% de cepas de Salmonella isoladas do ambiente, animais ¢ humanos
(RAMATLA et al., 2021). Além disso, 140 Salmonella Dublin isoladas de bovinos com
sintomatologia, nos EUA, apresentaram 96% de resisténcia a sulfonamida (SREDNIK et al.,
2021), o que indica que cepas resistentes a esse antibiotico pode estar presente na alimentagao

de animais ¢ humanos.
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A resisténcia a azitromicina ocorreu em 53,8% (7/13) das cepas de Salmonella spp.
isoladas. Esse antibidtico ¢ largamente usado no tratamento da febre entérica causada por
Salmonella tifoide, pelo aumento dos casos de resisténcia a fluorquinolonas (OCTAVIA et al.,
2021). Porém, em Salmonella nao tiféide, poucos estudos trazem sua resisténcia. De 12 S.
Typhimurium identificadas de pacientes hospitalizados na China, somente duas cepas eram
resistentes a azitromicina (WONG et al., 2014). O uso desse macrolideo para o tratamento da
salmonelose grave nao ¢ de primeira escolha, mas pode ser usado de forma alternativa, caso
encontre resisténcia as fluorquinolonas e as cefalosporinas de terceira geragdo (CUYPERS et

al., 2018).

Todas as 13 cepas foram susceptiveis a ciprofloxacina. A fluorquinolona ciprofloxacina
¢ um antibiotico de escolha para o tratamento de bactérias do género Salmonella, portanto, a
susceptibilidade a essa droga é de grande importancia para a satide publica (CUYPERS et al.,
2018). Em estudo realizado com fezes de animais selvagens em cativeiro nos EUA, amostras
de alimento e do ambiente, as 319 cepas isoladas ndo apresentaram resisténcia a ciprofloxacina
(FARIAS etal., 2015). J4 em nove cepas na Italia isoladas de amostras de animais e de alimento,
somente uma cepa apresentou resisténcia a ciprofloxacina, as outras foram susceptiveis

(GARGANO et al., 2021b).

No presente estudo as cepas isoladas de Sal/monella apresentaram 84,6% (11/13) de
resisténcia a ceftriaxona. Esse antimicrobiano ¢ uma cefalosporina de terceira geracao e de
escolha para o tratamento da salmonelose (CUYPERS et al., 2018). Em estudo realizado com
amostras humanas e ndo humanas em Shangai, na China, foi identificado em 2011, 2012 ¢ 2013
aumento de 5,0% (51/1022), 7,5% (77/1031) e 8,4% (92/1100), respectivamente, em cepas
1soladas de Salmonella com resisténcia a ceftriaxona (KUANG et al., 2018). Outro trabalho
realizado com 83 cepas isoladas de animais selvagens em cativeiro, no México, apresentou
100% de susceptibilidade a ceftriaxona (SILVA-HIDALGO et al., 2014). O valor encontrado

no presente estudo € alto e causa preocupacao em satude publica.

Identificamos perfis de resisténcia idénticos em Sal/monella isoladas de animais e
humanos. Apesar de ndo representar dado suficiente para constatar similaridade entre cepas de
diferentes origens, estudo realizado por Smith et al. (2014)identificou S. Enteritidis em fezes
diarreicas de onga-pintada (Panthera onca) na provincia de Gauteng, na Africa do Sul, em

Johannesburg e ao realizar PFGE identificou dois isolados de humanos com o mesmo padrao.
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As duas cepas isoladas de Campylobacter spp. apresentaram resisténcia a ampicilina. A
ampicilina é considerada como um antibiotico de critica importancia para a satde publica pela
Organiza¢ao Mundial de Saude (WHO, 2018). A resisténcia a esse antimicrobiano ¢ relatada
na producao animal, 378 cepas isoladas de uma produgdo intensiva de suinos apresentaram 69%
C. coli resistentes e 85% C. jejuni (SITHOLE et al., 2021). Mas também, em animais silvestres,
como uma amostra de C. jejuni isolada de dguia-de-bonelli de vida livre, na Espanha que

apresentou resisténcia a ampicilina (MARTIN-MALDONADO et al., 2019).

A cepa de Campylobacter spp. do presente estudo isolada de jupara também apresentou
resisténcia a tetraciclina. Em revisdo realizada na Finlandia, cepas de Campylobacter spp.
isoladas de diferentes origens apresentaram resisténcia a tetraciclina, os isolados incluiam aves
silvestres, 4gua e de animais do zooldgico, os quais apresentaram resisténcia equivalente a
11,4%, 6,3% e 31,4%, respectivamente (OLKKOLA et al., 2016). Ja a cepa isolada de humano
apresentou susceptibilidade a tetraciclina, diferente do que foi relatado por Rodrigues et al.,
(2021) que avaliou dados de pacientes com campilobacteriose entre 2011 e 2014, em Detroit

nos EUA, 120 de 214 (56,1%) cepas isoladas apresentaram resisténcia a esse antibiotico.

A resisténcia a sulfonamida foi visualizada nas duas cepas de Campylobacter isoladas,
no presente trabalho. A alta prevaléncia de cepas resistentes a antibidticos dessa classe sao
relatados na literatura, em uma colecao Irlandesa de Campylobacter spp. isoladas entre 1996 e
1998 de fezes humanas e tecido intestinal de suinos e aves, a resisténcia a essa droga foi de
62,3% (LUCEY et al., 2000). J4 em estudo feito no Marrocos, cepas de C. jejuni e C. coli
apresentaram, respetivamente, resisténcia de 100% e 71,42% em amostras de carne bovina e
78,57% e 88,73% em carcacga de frango (EL BAABOUA et al., 2021). Além disso, em cepas
de Campylobacter spp. isoladas de cervos, no Estado de Nova lorque, nos EUA, foram
encontrados genes de resisténcia para antimicrobianos da classe das sulfonamidas, o qual

apresentou a maior prevaléncia (55,7%) de genes encontrados (ROGERS et al., 2018).

As duas cepas de Campylobacter spp. isoladas apresentaram susceptibilidade a
ciprofloxacina. Esse antimicrobiano ¢ considerado o medicamento de escolha para tratamento
da campilobacteriose grave (DAI et al., 2020). Apesar do quantitativo de cepas identificadas no
presente estudo ndo ser representativo, estudos indicam a existéncia de linhagens resistentes a
ciprofloxacina, porém em cepas isoladas de pacientes humanos infectados com Campylobacter
spp., na Australia, foi identificado 20,1% de resisténcia a ciprofloxacina (WALLACE et al.,

2021). Assim como, em revisdo feita na Etidpia, de 2000 a 2020, com 291 artigos, cujos autores
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encontraram dados compativeis a 71,2% de cepas resistentes a essa, de diferentes fontes, como

humanos, animais ¢ alimento (ZENEBE; ZEGEYE; EGUALE, 2020).

Os macrolideos como a eritromicina, também sdo antibioticos de escolha para o
tratamento da campilobacteriose (DAI et al., 2020). No presente estudo, a cepa isolada de
animal apresentou resisténcia a eritromicina, enquanto a cepa isolada de humano apresentou
susceptibilidade. Olkkola et al. (2016) avaliaram amostras de frangos, bovinos, pacientes
humanos, agua natural, aves silvestres e animais de zoologico de Finlandia e nenhuma cepa
apresentou resisténcia a eritromicina. J& em cepas isoladas da ave chapim-real (Parus major)
de vida livre na Polonia, os autores identificaram susceptibilidade dos dez isolados de C. jejuni

(TRYJANOWSKI et al., 2020).

Campylobacter de origem animal também apresentou resisténcia a cefalexina, enquanto
a de humano obteve susceptibilidade. Os estudos feitos para determinar a susceptibilidade a
essa antibidtico, identificam alta resisténcia. Em amostras isoladas de animais do Zoologico de
Belfast, na Irlanda do Norte, os autores identificaram Campylobacter jejuni, C. coli e C. lari
em dez espécies de mamiferos e uma ave e todas apresentaram resisténcia a cefalexina
(STIRLING et al., 2008). Em amostras analisadas de cdes e gatos, na Austria, foram
identificadas 13 cepas de Campylobacter spp. todas com resisténcia a cefalexina (POLZLER;
STUGER; LASSNIG, 2018). Além disso, foi analisado amostras de fezes de bovinos, ovinos,
caprinos € suinos, as quais apresentaram 91% de resisténcia a cefalexina (KARIKARI et al.,
2017). A cefalexina ¢ uma cefalosporina de primeira geragdo que pode ser utilizada no
tratamento de patogenos da familia Enterobacterales apesar da grande resisténcia das bactérias
a esse antimicrobiano (NGUYEN; GRABER, 2020). A selecdo dessa droga levou em
consideragdo o relato dos funcionarios do Zooldgico da sua utilizagdo para tratamento dos

animais do plantel.

A discriminagdo dos perfis de resisténcia demonstrou a prevaléncia do carater MR
especialmente em cepas oriundas de animais, tanto em Campylobacter quanto em Salmonella.
Em humanos, esse carater foi evidenciado somente para Salmonella. A MR a antimicrobianos
em animais de zooldgico ndo é prevalente na literatura, Milton et al. (2018) avaliaram fezes de
animais de zooldgico, seus tratadores e agua e alimentos oferecido aos animais, € somente um
animal e seu respectivo tratador apresentou Salmonella MR a cinco antibidticos. Além disso,
Gargano et al., (2021a) investigaram trés cepas de Salmonella spp. isoladas de animais de

zoologico e somente uma apresentou perfil MR, que incluiu resisténcia a ampicilina,
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tetraciclina, sulfametoxazol/trimetoprim, kanamicina e 4cido nalidixico. Em estudo realizado
com amostras de carcaga de frango e bovinos, pacientes humanos, aguas naturais, aves
silvestres e animais de zooldgico na Finlandia, foi encontrado a maior prevaléncia de cepas
resistentes nos isolados de Campylobacter jejuni dos animais de zoologico (5/16 — 31,3%),
sendo trés co-resistentes e duas MR. Ainda nesse estudo, as cepas de pacientes humanos
avaliados apresentaram 11,6% de resisténcia a antimicrobianos, porém, nenhum isolado obteve
perfil multirresistente (OLKKOLA et al., 2016). Foi relatado pelos funcionarios do zooldgico
o uso de penicilina, cefalexina, ceftriaxona, metronidazol, espiramicina/metronidazol,
marbofloxacino e ceftiofur no tratamento de enfermidades dos animais do plantel, o que pode

ter contribuido para a identifica¢do dos perfis MR nos isolados de animais.

8 CONCLUSAO

O presente trabalho identificou Salmonella spp. e Campylobacter spp. em mamiferos
do plantel e funcionarios do Zooldgico Municipal de Uberlandia e determinou que ndo houve
influéncia significativa das estagdes do ano na prevaléncia de ambos os géneros. A presenca de
Salmonella enterica subespécie ndo enterica em trés isolados pode ndo conferir grande
importancia a saude publica, mas vale considerar sua relevancia nos processos de recombinagao
génica. A elevada prevaléncia de Salmonella identificada na ordem Carnivora, assim como o
primeiro relato de Salmonella em veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) e de
Campylobacter em jupara (Potos flavus) traz a inovacao ao presente estudo. Um controle mais
efetivo deve ser executado na aplicagdo de agentes antimicrobianos nesses animais
considerando os elevados perfis de MR identificados, especialmente nas linhagens isoladas de
animais, ¢ a necessidade de estabelecer métodos higiénicos na manipulagdo desses animais
considerando a possibilidade de transmissdao de cepas com fenotipos de resisténcia

antimicrobiana idénticos.
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