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RESUMO

Este estudo investigou a prevalência e as características de Proteus mirabilis em diferentes
etapas da produção avícola, com foco na circulação da bactéria em granjas. P. mirabilis,
um bacilo Gram-negativo e patógeno oportunista, é conhecido por causar infecções, espe-
cialmente no trato urinário, e por sua crescente resistência antimicrobiana. Além disso, P.
mirabilis também é uma causa de celulite aviária, e potencialmente subnotificada devido
aos padrões clínicos semelhantes a outras espécies. A hipótese de que animais de criação,
como frangos, possam ser fontes de disseminação da bactéria é respaldada por estudos que
identificaram P. mirabilis em carne de frango, embora a prevalência em granjas avícolas
no Brasil ainda seja pouco explorada. O objetivo principal do estudo foi elucidar a circula-
ção da bactéria em diferentes estágios da produção aviária, avaliando sua prevalência e as
características fenotípicas e genotípicas de resistência e virulência. Ao todo, 135 amostras
foram coletadas longitudinalmente em nove granjas, incluindo matrizes, galpões com pin-
tainhos recém-chegados e galpões com aves adultas. Foram analisados swabs cloacais de
aves, amostras de ração, água, insetos como Alphitobius diaperinus, e amostras da cama
de frango. O isolamento bacteriano foi realizado utilizando meios seletivos e a identifica-
ção foi confirmada por testes bioquímicos. A resistência antimicrobiana foi avaliada por
disco-difusão com 18 antimicrobianos, e a produção de ESBL foi investigada. Os resulta-
dos mostraram uma prevalência geral de 31,11% de P. mirabilis, com maior prevalência
em matrizes (35,55%) e galpões de corte (53,33%), enquanto não foram detectados isola-
dos em pintainhos recém-chegados. Insetos como A. diaperinus foram identificados como
portadores frequentes da bactéria. A análise estatística revelou que granjas sem uso de
antimicrobianos e com cama de palha de arroz apresentaram maior chance de isolamento
da bactéria. Observou-se também uma alta resistência a enrofloxacino, ácido nalidíxico e
sulfametoxazol, além de cepas produtoras de ESBL (28,57%) e de uma alta proporção de
cepas multirresistentes (42,85%). A maioria dos isolados (83,33%) formou biofilme forte,
possivelmente associado com a permanência da bactéria nas granjas. A análise molecular
identificou genes de virulência (zapA e pmfA) em todos os isolados, e genes de resistên-
cia, como qnrD (resistência a quinolonas) e blaCTX-M-2 (resistência a cefalosporinas de
amplo espectro), também estavam presentes em cepas resistentes. O teste de mutabili-
dade à fosfomicina revelou alta variabilidade nas cepas, com algumas apresentando alta
mutabilidade. A análise de invasão celular mostrou que 60% das cepas sensíveis à gen-
tamicina eram invasivas, com maior proporção de cepas não invasivas em granjas sem
tratamento antimicrobiano. Os nossos resultados indicam que a presença de P. mirabilis
em granjas do Paraná está associada ao uso de antimicrobianos e à presença do inseto
A. diaperinus como possível reservatório da bactéria. A resistência antimicrobiana é um
risco, assim como a formação de biofilme e a presença de múltiplos fatores de virulência. O
estudo reforça a necessidade de monitoramento contínuo de P. mirabilis nas granjas aví-
colas, devido aos seus possíveis impactos para a saúde animal, para os produtores e para



os consumidores, destacando a importância de estratégias para o controle da resistência
antimicrobiana.

Palavras-chave: ESBL. Risco zoonótico. Enterobactéria.
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ABSTRACT

This study investigated the prevalence and characteristics of Proteus mirabilis at different
stages of poultry production, focusing on the circulation of the bacterium within poul-
try farms. P. mirabilis, a Gram-negative bacillus and opportunistic pathogen, is known
to cause infections, particularly in the urinary tract, and has been increasingly associ-
ated with antimicrobial resistance. Additionally, P. mirabilis is a cause of avian cellulitis,
possibly being underreported, due to its similar clinical presentations with other species.
The hypothesis that farm animals, such as chickens, could be sources of bacterial spread
is supported by studies identifying P. mirabilis in chicken meat, though its prevalence
in poultry farms in Brazil remains underexplored. The main objective of this study was
to elucidate the circulation of the bacterium at different stages of poultry production,
assessing its prevalence and the phenotypic and genotypic characteristics of resistance
and virulence. Samples were collected longitudinally from nine farms, including breed-
ers, brooding houses with newly arrived chicks, and houses with adult birds. Cloacal
swabs from birds, feed, water, insects such as Alphitobius diaperinus, and bedding sam-
ples were analyzed. Bacterial isolation was performed using selective media, and identi-
fication was confirmed through biochemical tests. Antimicrobial resistance was assessed
by disk diffusion with 18 antibiotics, and ESBL production was investigated. The results
revealed an overall prevalence of P. mirabilis of 31.11%, with the highest prevalence in
breeder farms (35.55%) and broiler houses (53.33%), while no isolates were detected in
newly arrived chicks. Insects like A. diaperinus were identified as frequent carriers of the
bacterium. Statistical analysis showed that farms without antibiotic use and with rice
straw bedding had a higher likelihood of isolating the bacterium. A high resistance to
enrofloxacin, nalidixic acid, and sulfamethoxazole was observed, along with a significant
proportion of multidrug-resistant strains (42.85%) and ESBL producers (28.57%). Most
isolates (83.33%) formed strong biofilms, possibly associated with this organism’s per-
sistance in broiler farms. Molecular analysis identified virulence genes (zapA and pmfA)
in all isolates, and resistance genes such as qnrD (quinolone resistance) and blaCTX-M-2
(resistance to broad-spectrum cephalosporins) were present in resistant strains. The fos-
fomycin mutability test revealed high variability among the strains, with some showing
high mutability. Cell invasion analysis showed that 60% of gentamicin-sensitive strains
were invasive, with a higher proportion of non-invasive strains found in farms without
antimicrobial treatment. Our results indicate that the presence of P. mirabilis in poultry
farms in Paraná is associated with the use of antimicrobials and the presence of the insect
A. diaperinus as a potential reservoir of the bacterium. Antimicrobial resistance presents
a risk, as does biofilm formation and the presence of multiple virulence factors. This
study underscores the need for continuous monitoring of P. mirabilis in poultry farms,
given its potential impact on animal health, producers, and consumers, emphasizing the
importance of strategies to control antimicrobial resistance.
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1 INTRODUÇÃO1

Proteus mirabilis é um bacilo Gram-negativo, anaeróbio facultativo, móvel e per-2

tence à família Morganellaceae [1, 2]. Essa espécie pode ser encontrada no ambiente, como3

em solos e águas [3], além de habitarem comensalmente o trato gastrointestinal de diversos4

animais como répteis, mamíferos e aves [4]. Apesar disso, P. mirabilis é responsável por5

múltiplas infecções oportunistas [5]. Como patógeno oportunista, esta bactéria é capaz6

de causar diferentes tipos de infecções, como em mucosas, em feridas, em queimaduras e7

principalmente no trato urinário [2]. As infecções no trato urinário (ITUs) estão entre as8

mais comuns, e causam danos e prejuízo econômico todos os anos [6]. P. mirabilis pode9

ser, de acordo com a região, a segunda maior causa de ITUs, atrás apenas de Escherichia10

coli [7, 8].11

Além disso, P. mirabilis é associado com ITUs graves, ou seja, aquelas que levam12

o hospedeiro a necessitar de hospitalização e cateterização [5], podendo contribuir para13

a piora de até metade das ITUs associadas a cateteres, dependendo da região [9]. Outro14

fator preocupante é a crescente resistência a antimicrobianos presente nesse patógeno. Na15

região de Londrina, cepas de P. mirabilis adquiridas de ITU na comunidade mostraram-16

se mais resistentes com o passar do tempo, com um salto de quatro vezes no número17

de cepas consideradas multirresistentes [10, 11, 12]. Além da resistência adquirida, essa18

espécie ainda é intrinsecamente resistente a tetraciclinas, nitrofuranos e polimixinas [13],19

antimicrobianos frequentemente usados em ITUs como alternativas à quinolonas e ß-20

lactâmicos [14].21

Uma das hipóteses de disseminação dessa enterobactéria é através de animais de22

criação, como bovinos e frangos [15]. Estudos já estabeleceram que é possível recuperar23

isolados de P. mirabilis em carne de frango [16, 17]. Pesquisas também têm associado24

produtos cárneos com ITUs causadas por E. coli, também pertencente à ordem Entero-25

bacterales [18, 19, 20]. De forma similar, nosso grupo de pesquisa demonstrou, no sul do26

Brasil, cepas clonais de P. mirabilis foram isoladas de carne de frango e de pacientes com27

ITU adquiridas na comunidade [21] e suas altas resistências a antimicrobianos [12].28

Além disso, estabelecemos que P. mirabilis é capaz de causar celulite aviária [22],29

uma infecção que causa lesões na pele de aves, gerando danos na saúde animal e prejuízos30

ao produtor [23]. Pelas nossas estimativas, P. mirabilis pode ser um importante causador31

dessa infecção e por vezes subnotificado, graças aos sinais clínicos iguais aos de E. coli32

[22, 16], e a presença de genes de virulência similares aos de E. coli patogênica aviária33

(APEC) [24].34

Esses fatos corroboram com a hipótese que P. mirabilis pode apresentar um im-35
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portante risco zoonótico, e com o crescimento mundial no consumo de carne de frango36

[25], há também o aumento da necessidade de monitoramentos longitudinais na produção,37

algo que vêm sido feito para bactérias como Salmonella spp. [26] e E. coli [27, 28], mas até38

o momento, poucos trabalhos do tipo abordam a prevalência de P. mirabilis na criação39

de frangos de corte [29], e no Brasil, nenhum foi feito de forma longitudinal.40
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2 REVISÃO BIBLIGRÁFICA1

2.1 Características de P. mirabilis2

Proteus mirabilis é a bactéria mais estudada e clinicamente relevante do gênero3

Proteus [2]. Descrita em 1885 por Hauser, a denominação do gênero é uma referência ao4

personagem mitológico grego Proteu, que tinha a habilidade de mudar de forma, assim5

como as bactérias do gênero Proteus exibem duas fisiologias características: swimmer e6

swarmer [30, 4]. Células swimmer são bastonetes convencionais, e recebem este nome7

pois são encontradas em culturas e ambientes líquidos. Em condições específicas, como na8

presença de superfícies sólidas, as células de P. mirabilis podem passar por uma diferenci-9

ação, aumentando seu comprimento em mais de 10 vezes, junto com uma hiper-expressão10

flagelar. Essas características permitem um movimento coordenado de exame, possibili-11

tando a rápida expansão e movimentação [31]. P. mirabilis é considerada um patógeno12

oportunista, sendo principalmente responsável por ITUs [5]. No entanto, essa espécie é13

amplamente distribuída em animais (onde pode causar infecções ou agir de forma comen-14

sal) e no ambiente, seja por contaminação ou participação em processos de decomposição15

[3].16

2.1.1 P. mirabilis, ITUs e patogenicidade17

As ITUs são uma das infecções mais comuns no mundo [6]. Elas podem ser classi-18

ficadas em não complicadas e complicadas. As ITUs não complicadas afetam indivíduos19

sem fatores de risco, sendo mais prevalentes em mulheres. Já as ITUs complicadas ocorrem20

quando há algum fator agravante, como obstruções urinárias, anormalidades fisiológicas21

ou anatômicas no trato urinário, imunossupressão, rins transplantados, presença de pe-22

dras nos rins, gravidez, entre outros [32]. P. mirabilis é responsável tanto por ITUs não23

complicadas quanto complicadas, além de estar fortemente associada a ITUs em pacientes24

que necessitam de cateterização [6].25

Além de sua alta relevância clínica, com P. mirabilis sendo reportada como a26

terceira causa mais comum de ITUs na capital do Paraná [8], essa bactéria possui diversos27

fatores de virulência que aumentam a gravidade das infecções. No início da colonização, P.28

mirabilis utiliza uma variedade de adesinas, como: fímbria Proteus-like manose resistente29

(MR/P), fímbria Proteus mirabilis (PMF), adesina celular uroepitelial (UCA) e fímbria30

temperatura ambiente (ATF) [33]. Todas essas adesinas, exceto a ATF, contribuem para31

a colonização e infecção de diversos tecidos no trato urinário, desde a uretra até os rins32

[34, 35, 36]. Embora a ATF aparentemente não tenha um papel relevante nas infecções,33
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especula-se que ela auxilia na adesão em ambientes abióticos e na formação de biofilmes34

[37].35

Após a colonização e adesão, P. mirabilis utiliza diversos outros mecanismos viru-36

lentos. Um dos mais importantes é a urease, uma enzima que catalisa a hidrólise da ureia37

presente na urina, liberando amônia e CO2, o que resulta na alcalinização do ambiente [9].38

Esse aumento no pH favorece a formação de precipitados de magnésio e cálcio, que podem39

evoluir para cristais de apatita e estruvita. Esse fenômeno é particularmente problemá-40

tico em cateteres urinários, pois os cristais contribuem para a formação de um biofilme41

cristalino que pode obstruir o cateter, exigindo sua troca frequente e gerando impactos42

negativos financeiros e para a saúde do paciente [5]. Além disso, a amônia criada nesse43

ambiente pode prejudicar outras espécies bacterianas, ajudando P. mirabilis a competir44

com elas [38].45

Outro aspecto importante é a capacidade de P. mirabilis de adquirir ferro, um46

elemento essencial para o metabolismo bacteriano. Em mamíferos, o ferro raramente está47

disponível livremente, o que torna os mecanismos de captação de ferro cruciais para a48

sobrevivência bacteriana [39]. Estudos genômicos e experimentos in vivo demonstraram49

que P. mirabilis possui sistemas de captação de ferro, como a produção de sideróforos,50

moléculas que possuem alta afinidade por ferro [40, 41]. A produção de sideróforos também51

é característica de cepas de APEC, o que destaca sua importância em ambientes avícolas52

[42].53

Além disso, P. mirabilis possui enzimas capazes de hidrolisar uma ampla gama54

de moléculas. A metaloprotease ZapA, por exemplo, pode clivar imunoglobulinas (IgG55

e IgA) e outros peptídeos [43]. A enzima PtA também atua como protease e tem uma56

ação autoaglutinadora, o que contribui para a destruição de células eucarióticas durante a57

infecção [44]. Quando presente na corrente sanguínea, P. mirabilis pode exibir atividade58

hemolítica, frequentemente devido à hemolisina HpmA [45].59

2.1.2 Resistência de P. mirabilis a antimicrobianos60

O uso de antimicrobianos é fundamental para o tratamento de infecções, mas a61

resistência a esses medicamentos representa um desafio. Em termos gerais, cepas multir-62

resistentes, resistentes a 3 ou mais classes de antimicrobianos, estão associadas a maiores63

taxas de mortalidade e morbidade, embora essa correlação não seja sempre observada [46].64

No caso de P. mirabilis, estudos com cepas responsáveis por ITUs e infecções sanguíneas65

não encontraram essa relação [47, 48]. De qualquer forma, a resistência a antimicrobianos66

limita as opções terapêuticas disponíveis, e cepas resistentes podem transferir genes, o que67

contribui para a disseminação dessa resistência entre outras bactérias, agravando ainda68

mais o problema.69
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2.1.2.1 Resistência de P. mirabilis a ß-lactâmicos70

Os ß-lactâmicos representam a classe mais antiga e diversa de antimicrobianos e71

agem ligando-se covalentemente às peptidoglicano sintetases, enzimas essenciais para a72

síntese da parede celular bacteriana, o que leva à morte celular. A principal forma de73

resistência a esses antimicrobianos é a produção de ß-lactamases, enzimas capazes de74

hidrolisar o anel lactâmico presente nas moléculas de ß-lactâmicos [49]. Essas enzimas75

podem ser classificadas de várias maneiras, porém as ß-lactamases de espectro estendido76

(ESBL) merecem destaque. Embora não exista uma definição unânime sobre ESBLs, elas77

são geralmente descritas como enzimas capazes de hidrolisar penicilinas e cefalosporinas78

(até a 4ª geração), mas não cefamicinas (como cefoxitina), nem os carbapenêmicos. Além79

disso, as ESBLs são frequentemente inibidas por compostos como o tazobactam e ácido80

clavulânico [50, 51, 49].81

As cepas de P. mirabilis produtoras de ESBLs representam um desafio para a82

medicina, uma vez que os genes responsáveis por essas enzimas estão localizados, em83

sua maioria, em plasmídeos. Entre as diferentes enzimas ß-lactamases identificadas em P.84

mirabilis, as mais prevalentes são as codificadas pelos genes SHV, TEM e CTX-M, em85

ordem crescente de importância [52]. A enzima TEM era a mais comumente detectada [53,86

54], mas, nos últimos 25 anos, houve uma explosão na disseminação de genes que codificam87

para a enzima CTX-M [55]. As CTX-M são agrupadas em classes com diversas variantes,88

e apresentam uma distribuição global crescente. Cada variante apresenta características89

distintas de resistência, e o acúmulo de múltiplas variantes pode conferir uma vantagem90

à bactéria.91

Na região de Londrina, um estudo realizado entre 2016 e 2017 com cepas de P.92

mirabilis causadoras de ITUs não-hospitalares revelou que apenas uma cepa (0,5%) foi93

positiva para a produção de ESBL, com a detecção do gene blaCTX-M-9 [10]. Já em 2019,94

outro estudo realizado com a mesma metodologia [12] encontrou 19 cepas (9,5%) positivas95

para a produção de ESBL, todas do grupo CTX-M, sem a presença dos genes blaTEM e96

blaSHV. Além disso, os mesmos estudos indicaram um aumento na prevalência de cepas97

de P. mirabilis multirresistentes (MDR), que passou de 7,1% para 29,5%.98

Outros mecanismos de resistência a ß-lactâmicos também foram relatados em P.99

mirabilis, como enzimas do tipo AmpC [56] e carbapenemases do tipo OXA [57], embora100

com prevalência significativamente menor em comparação aos mecanismos anteriormente101

mencionados.102

2.1.2.2 Resistência de P. mirabilis a quinolonas103

As quinolonas representam uma classe de antibióticos que tem ganhado impor-104

tância clínica nos últimos 30 anos, especialmente no tratamento de ITUs. Esses fármacos105
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atuam inibindo o superenovelamento do DNA, por meio da ligação com enzimas como a106

DNA-girase [58]. Mutações cromossômicas em genes responsáveis por essas enzimas, como107

gyrA ou parC, podem alterar a estrutura da DNA-girase de forma que o antibiótico perca108

sua eficácia. Tais mutações já foram descritas em P. mirabilis [59, 60].109

Além disso, genes plasmidiais denominados qnr foram identificados em P. mira-110

bilis. Esses genes codificam proteínas QNR, que protegem as enzimas topoisomerases e111

conferem resistência à ação das quinolonas. A disseminação desses genes ocorre princi-112

palmente por meio de plasmídeos [58]. Embora diversas variantes tenham sido relatadas,113

o gene qnrD parece ser o mais prevalente [12, 61]. Algumas cepas também apresentam114

o gene aac(6’)-Ib, que confere resistência não apenas a algumas fluoroquinolonas, mas115

também a gentamicinas [62].116

2.1.2.3 Resistência de P. mirabilis a outras classes de antimicrobianos117

P. mirabilis apresenta resistência intrínseca a diversas classes de antimicrobia-118

nos, como tetraciclina, tigeciclina, nitrofurantoína e polimixina [13]. Em relação a outras119

substâncias, como as fosfomicinas, a resistência pode ser mediada por genes plasmidiais,120

como fosA3 [63], ou pela alta mutabilidade do organismo a esse antimicrobiano [64]. A121

resistência a gentamicinas, embora menos abordada, é associada principalmente ao gene122

aac(6’)-Ib [65]. No caso das sulfonamidas, os principais mecanismos de resistência são123

conferidos pelos genes plasmidiais sul1 e sul2 [66].124

2.2 Produção e consumo de frango no Brasil125

Em 2023, o Brasil manteve uma tendência de crescimento contínuo na produção e126

no consumo de frango que se estende por 10 anos, e consolidou-se como o maior exportador127

mundial de produtos avícolas [67]. Neste ano, o Brasil produziu mais de 14 milhões de128

toneladas de carne de frango, com um valor de produção bruto de 91,6 bilhões de reais.129

Apesar de ser o principal exportador global de frango, 65,35% da produção nacional é130

destinada ao mercado interno, com uma média anual de consumo de 45 kg por habitante.131

O estado do Paraná se destaca nesse cenário, representando 39,47% de todos os abates132

de frango no país, uma quantidade de aproximadamente três vezes superior à do segundo133

colocado [67].134

Esse crescimento pode ser atribuído a fatores como a popularização do frango como135

uma fonte de proteína magra, a qualidade da carne e, principalmente, os preços mais136

acessíveis [68]. O menor custo também tem razões claras: períodos curtos de engorda137

(em média, 40 dias após o nascimento), a alta capacidade de reprodução das aves e a138

otimização do uso de espaço [69, 70].139
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A maior parte da produção de frango no Brasil é realizada por meio de sistemas in-140

tensivos, onde os animais são criados em grandes quantidades de forma otimizada. Embora141

relativamente uniforme, cada granja apresenta características específicas que atendem às142

necessidades do produtor. A cama de frango, utilizada para reduzir o atrito das aves com143

o chão, exerce grande influência na qualidade de vida dos animais. Materiais como ma-144

ravalha, sabugo de milho triturado, palha de arroz e outros materiais alternativos podem145

ser utilizados [71]. Camas com menor capacidade de absorção e com pontas duras estão146

mais associadas a machucados e infecções nas aves, mas frequentemente são mais baratas147

e acessíveis [72].148

Outro fator distintivo é a diferenciação no manejo, que varia conforme o tipo de149

granja. As matrizes (aves reprodutoras) vivem por um período muito maior do que os150

frangos de corte e possuem um controle sanitário mais rigoroso. Já os frangos de corte,151

que têm uma vida média de 40 dias, têm menos tempo, o que pode exigir tratamentos mais152

intensivos (para garantir que fiquem saudáveis rapidamente para o abate) e um controle153

de fluxo de pessoas mais flexível, em comparação com as matrizes, que seguem protocolos154

de biosseguridade mais rigorosos [73, 74].155

2.2.1 Uso de antimicrobianos na avicultura156

A produção e manejo de frangos trazem a tona um risco: a disseminação de bac-157

térias. A otimização do espaço é extremamente importante para a produção, mas pode158

trazer problemas tanto para o bem-estar dos animais, quanto para o aumento de conta-159

minação, sujeira e consequentemente bactérias patogênicas [75].160

O período curto de engorda, além de ser um processo estressante [68], era carac-161

terizado pelo uso de antimicrobianos como promotores de crescimento, prática que vêm162

sendo cada vez mais regulamentada e restrita mundialmente [76]. No Brasil, o Ministério163

de Agricultura e Pecuária (MAPA) desde 1985, realiza instruções normativas para proi-164

bições de diversos antimicrobianos com fins de melhoramento da eficiência de produção.165

A maioria das classes de antimicrobianos são de uso terapêutico exclusivo, ou seja, só166

podem ser usados caso algum animal esteja doente. As principais proibições vigentes são167

descritas na Tabela 1.168

De acordo com a revisão de Silva et al. [77] sobre o uso de antimicrobianos na169

produção animal na América do Sul, o Brasil foi classificado como “forte” nas categorias170

de prescrição, uso terapêutico, uso metafilático e no monitoramento de antimicrobianos,171

pois seguem praticamente todas as diretrizes de organizações como: Organização Mun-172

dial da Saúde, Organização Mundial de Saúde Animal e Organização das Nações Unidas173

para Alimentação e Agricultura. Entretanto, categorias como: uso preventivo, uso como174

promotores de crescimento e uso sem prescrição, a classificação foi de “intermediário”. No175
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Tabela 1 – Proibições vigentes de uso de antimicrobianos na avicultura.
Antimicrobiano Proibição Referência

Organoclorados

Proibir a fabricação, a importação e
a comercialização de produtos de uso
veterinário à base de organoclorados,
principalmente, DDT, LINDANE, e
HCH Total

Portarias nº 329/1985 e
191/1986

Avoparcina

Proíbe, em todo o território nacional, o
uso da substância antimicrobiana avo-
parcina com a finalidade de aditivo zo-
otécnico melhorador de desempenho na
alimentação animal

Of. Circ. DFPA nº
047/1998

Arsenicais e Antimoniais

Proibido o uso na fabricação de pro-
dutos destinados à alimentação animal,
com finalidade de promotores de cresci-
mento ou melhoradores de desempenho
animal.

Portaria nº 31, de 29 de
janeiro de 2002

Cloranfenicol e Nitrofu-
ranos

Proibida a fabricação, manipulação,
fracionamento, comercialização, impor-
tação e uso para todos os animais e in-
setos.

Instrução Normativa nº
9, de 27 de junho de 2003

Carbadox

Proíbe a fabricação, a importação, a co-
mercialização e o uso de produtos des-
tinados à alimentação animal contendo
a substância química denominada Car-
badox.

Instrução Normativa nº
35, de 14 novembro de
2005

Violeta Genciana (Cris-
tal Violeta)

Proibido o registro e a autorização para
a fabricação, importação, comercializa-
ção e uso como aditivo antifúngico na
alimentação animal.

Instrução Normativa nº
34, de 13 de setembro de
2007

Anfenicóis, Tetraciclinas,
ß-lactâmicos (Benzilpe-
nicilâmicos e Cefalospo-
rinas), Quinolonas e Sul-
fonamidas Sistêmicas

Proibida a utilização como aditivos
zootécnicos melhoradores de desempe-
nho ou como conservantes de alimentos
para animais.

Instrução Normativa nº
26, de 09 de julho de 2009

Espiramicina e Eritromi-
cina

Proibida a importação, fabricação e uso
como aditivo zootécnico melhorador de
desempenho na alimentação animal.

Instrução Normativa, de
18 de maio de 2012

Sulfato de Colistina
Proibida a importação e fabricação
como aditivo zootécnico melhorador de
desempenho na alimentação animal.

Instrução Normativa nº
45, de 22 de novembro de
2016

Tilosina, Lincomicina e
Tiamulina

Proibida a importação, fabricação, co-
mercialização e uso como aditivos me-
lhoradores de desempenho.

Instrução Normativa nº
1, de 13 de janeiro de
2020

país, a maioria dos aditivos antimicrobianos melhoradores de desempenho foram proibidos176

(MAPA), porém alguns continuam permitidos, dos quais 2 (bacitracina e virginiamicina)177
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estão na lista de antimicrobianos importantes para saúde humana estabelecidos pela Or-178

ganização Mundial da Saúde (OMS) [78].179

2.2.2 Resistência e disseminação bacteriana na avicultura180

O uso de antimicrobianos, mesmo que regulado, tem efeitos sobre o perfil de sensi-181

bilidade da população bacteriana de frangos e afins, aumentando a resistência [79]. Além182

disso, o fenômeno de co-seleção pode selecionar bactérias resistentes a classes de uso hu-183

mano. Esse processo envolve a transferência de genes que conferem resistência a certos184

antimicrobianos, sob pressão seletiva de uma outra classe, e já foi reportado na avicultura185

[80, 81].186

Um dos principais problemas relacionados à disseminação de genes de resistência187

é a contaminação da carne destinada aos consumidores. Diferentemente de outras fontes,188

como suínos e bovinos, o sistema gastrointestinal dos frangos está localizado próximo aos189

músculos, o que aumenta o risco de contaminação cruzada durante o abate. Embora essa190

seja a hipótese mais aceita, faltam evidências conclusivas que a confirmem ou refutem191

[82]. Ainda que o mecanismo de contaminação não esteja claro, múltiplos trabalhos já192

constataram a presença de patógenos resistentes, tanto na cadeia de produção aviária,193

quanto no produto final ao redor do mundo [83, 84, 85, 86, 87] , inclusive no Brasil194

[27, 28, 26].195

P. mirabilis era considerado uma bactéria comensal nesse ambiente, sendo por196

vezes considerada como um contaminante para análises bacteriológicas, com métodos es-197

pecíficos desenvolvidos para evitar seu isolamento [88]. No entanto, nos últimos anos, mais198

pesquisas têm considerado o potencial risco que esse microrganismo representa. Estudos199

já investigaram sua virulência [89], resistência fenotípica [90] e genotípica [29], relação200

clonal [21] e até mesmo sua patogenicidade para as próprias aves [91, 22]. Ainda assim, a201

maioria dos trabalhos focam no isolamento de P. mirabilis em carcaças e produtos finais,202

e poucos investigam a disseminação em granjas diretamente.203

2.3 Métodos estatísticos para análise de epidemiologia de resis-204

tência bacteriana205

A resistência bacteriana em estudos epidemiológicos é, em sua maioria, medida de206

forma binária, classificando as bactérias como sensíveis ou resistentes. Esse método é am-207

plamente utilizado devido à sua praticidade, especialmente quando se lida com centenas208

ou até milhares de isolados bacterianos. Entretanto, existem abordagens mais precisas,209

como o uso das concentrações inibitórias ou bactericidas mínimas, a consideração de fenó-210
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tipos intermediários ou a análise de curvas de dose-resposta, que oferecem uma estimativa211

mais detalhada da resistência bacteriana.212

Independentemente do método adotado para estudar a resistência, ainda não há213

consenso na literatura sobre as melhores práticas para a realização de análises estatísticas.214

Embora essa falta de uniformidade possa ser vista como uma vantagem, pois permite215

flexibilidade para lidar com as especificidades de cada estudo, também torna mais difícil216

encontrar diretrizes claras e pode levar ao uso de técnicas inadequadas. Os artigos que217

serão citados abaixo são relacionados a resistência bacteriana na avicultura, para fins de218

exemplificação, mas em linhas gerais, eles se aplicam para outras situações como na clínica219

humana e na criação de outros animais.220

Muitos trabalhos limitam-se à estatística descritiva, como a apresentação de preva-221

lências e porcentagens [92, 93]. O teste de qui-quadrado de independência é um dos testes222

descritivos mais utilizados [94, 95], por não exigir suposições sobre distribuições e ser de223

fácil interpretação. Esse teste permite identificar associações entre categorias (como, por224

exemplo, entre resistências ou entre um fator de risco e uma resistência). No entanto, ele225

não oferece informações sobre a força da associação nem permite fazer inferências causais226

[96].227

Outro método exploratório útil, especialmente em situações com muitas variáveis,228

como nas análises de resistomas, é a técnica de Análise de Correspondência (CA) e suas229

variantes [97]. Embora não seja amplamente utilizada, essa técnica é eficaz para reduzir230

a dimensionalidade dos dados e permite uma visualização clara das resistências e outras231

características associadas [98, 99].232

A descrição é essencial, mas a inferência permite um monitoramento mais pre-233

ciso, e eventualmente predições, permitindo mais informações para possíveis intervenções.234

Métodos como a regressão logística são comumente empregados para analisar dados de235

resistência binária [100, 12, 27, 28], especialmente quando se dispõe de dados adicionais,236

como fatores de risco (por exemplo: fonte de isolamento, uso prévio de antibióticos, etc.).237

A regressão logística é vantajosa por sua flexibilidade, podendo ser adaptada a diversas238

situações e permitindo o cálculo de razões de chances, que são amplamente utilizadas na239

epidemiologia.240

Contudo, o uso de modelos de regressão logística em dados de resistência apresenta241

algumas limitações. A resistência bacteriana a múltiplos antibióticos tende a ser altamente242

correlacionada, o que pode violar o pressuposto de ausência de multicolinearidade, resul-243

tando em estimativas incorretas. Além disso, é desafiador definir de maneira clara quais244

variáveis devem ser tratadas como dependentes ou independentes, uma vez que as resis-245

tências a diferentes antibióticos podem ser simultaneamente causas e consequências umas246

das outras. Para mitigar essas limitações, pode-se agrupar resistências fortemente correla-247

cionadas ou utilizar abordagens que envolvem múltiplos modelos, alternando as variáveis248
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dependentes e independentes. Além disso, dados com separação acentuada e amostras249

pequenas também podem introduzir vieses e interferir nos resultados [101].250

Com o avanço do poder computacional, métodos bayesianos, como a construção de251

redes bayesianas, surgem como uma alternativa promissora para mitigar as desvantagens252

dos métodos tradicionais. As redes bayesianas e as redes bayesianas aditivas permitem253

a incorporação de conhecimento prévio (a priori) de especialistas, além de possibilitar254

o manejo de dados altamente correlacionados. Com cautela, esses modelos também po-255

dem ser usados para explorar relações causais [102, 103], incluindo dados relacionados à256

resistência bacteriana [104, 105, 106, 107].257

Além da regressão logística e das redes bayesianas, outros métodos de aprendi-258

zado de máquina têm sido cada vez mais implementados, especialmente em estudos com259

grandes volumes de isolados. Esses algoritmos são capazes de identificar padrões ocultos260

e auxiliar na predição de resistência bacteriana com base em variáveis como espécie, fonte261

de isolamento e outros fatores relevantes [108, 109, 110].262
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3 OBJETIVOS1

3.1 Objetivo geral2

Pretende-se com esse estudo, elucidar melhor a circulação de P. mirabilis em di-3

versos estágios da criação de frangos de corte, determinando onde a sua prevalência é4

mais acentuada. Além disso, investigar os fatores de virulência e resistência de isolados5

circulantes nas granjas, e encontrar possíveis padrões entre as características das bactérias6

em relação às etapas de produção aviária.7

3.2 Objetivos específicos8

3.2.1 Isolar e determinar a prevalência de P. mirabilis nas granjas;9

3.2.2 Investigar fenotípica e genotipicamente os principais fatores de virulência dos10

isolados;11

3.2.3 Investigar fenotípica e genotipicamente os principais fatores de resistência dos12

isolados;13

3.2.4 Identificar possíveis fatores de risco microbiológico com base nas características14

das granjas.15
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4 MATERIAIS E MÉTODOS1

4.1 Amostragem2

A amostragem foi realizada de forma longitudinal, acompanhando o ciclo produ-1

tivo de cada lote: iniciou-se nas matrizes, seguiu para as granjas com pintainhos recém-2

chegados — pertencentes ao mesmo lote das matrizes — e finalizou nas mesmas granjas,3

já com as aves adultas, com idade média de 40 dias. Esse processo foi repetido três vezes,4

totalizando amostragens em três unidades de matrizes, três granjas com pintainhos e,5

posteriormente, nas mesmas três granjas com aves adultas.6

Em todos os estabelecimentos estudados, a mesma quantidade de amostras foi7

recolhida: 11 swabs cloacais de aves selecionadas aleatoriamente, 1 amostra ambiental8

obtida por meio de propé arrastado ao longo do chão, 25 g de ração, 25 g de água e 259

insetos da espécie Alphitobius diaperinus (cascudinho). Os swabs foram acondicionados10

em meio Cary-Blair, e todas as amostras foram armazenadas em caixas térmicas com gelo11

reciclado, sendo processadas em até 24 horas após a coleta. Ao final, foram obtidas 4512

amostras nas unidades de matrizes, 45 nas granjas com pintainhos e 45 nas granjas com13

aves adultas, totalizando 135 amostras.14

Em cada ponto de amostragem, foi aplicado um questionário padronizado, com o15

objetivo de coletar informações sobre aspectos da produção que pudessem estar relacio-16

nados à prevalência, virulência e resistência a antimicrobianos de P. mirabilis.17

4.2 Isolamento e identificação bacteriana18

O isolamento foi conduzido com um protocolo previamente estabelecido, com mo-19

dificações [27]. Todas as amostras foram incubadas em água peptonada tamponada, em20

uma proporção de 1:10, por 24 horas à 37°C. Em seguida, uma alíquota de 1 mL foi trans-21

ferida para 9 mL de caldo BHI (DifcoTM, EUA) suplementado com polimixina, de forma22

que a concentração final do antimicrobiano fosse de 8 mg/L, novamente incubado por 2423

horas a 37°C. O crescimento resultante foi inoculado em ágar Xilose Lisina Desoxicolato24

(XLD) (DifcoTM, EUA), através do método do esgotamento, e mais uma incubação foi25

realizada por 24 horas. Colônias suspeitas de P. mirabilis foram selecionadas e triadas26

bioquimicamente com os meios EPM, MILi (PROBACTM, BRA), Citrato de Simmons27

(DifcoTM, EUA) e ágar Fenilalanina (DifcoTM, EUA), e após a confirmação da espécie,28

foram estocadas.29
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4.3 Teste de sensibilidade a antimicrobianos30

O perfil de sensibilidade dos isolados foi avaliado pela técnica de disco-difusão, se-31

guindo os parâmetros estabelecidos pelo Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI)32

[13]. Ao todo, 18 antimicrobianos, de uso clínico humano e veterinário foram testados: Pi-33

peracilina associada a Tazobactam (PPT), Amoxicilina associada a Clavulanato (AMC),34

Ampicilina (AMP), Cefalotina (CFL), Cefoxitina (CFO), Ceftazidima (CAZ), Ceftriaxona35

(CRO), Ceftiofur (CTF), Cefepime (CPM), Aztreonam (ATM), Ertapenem (ERT), En-36

rofloxacino (ENO), Ciprofloxacino (CIP), Levofloxacino (LEV), Ácido Nalidíxico (NAL),37

Norfloxacino (NOR), Gentamicina (GEN), Sulfametoxazol (SUT). Isolados classificados38

como resistentes a ERT foram submetidos ao teste modificado de Hodge para a detecção39

de carbapenemases [111].40

O fenótipo de cepas produtoras de ESBLs também foi avaliado, conforme preconi-41

zado pelas normas do CLSI, através da técnica de aproximação de discos. O teste utilizou42

os antimicrobianos: Amoxicilina associada a Clavulanato, Aztreonam, Cefepime, Ceftri-43

axona e Ceftazidima. O isolado foi considerado ESBL quando apresentava distorção em44

algum halo de inibição45

4.4 Avaliação da formação de biofilme46

Todos os isolados foram submetidos a um ensaio de formação de biofilme realizado47

em placas de poliestireno de 96 poços utilizando cristal violeta. Para os cálculos e clas-48

sificações, o protocolo estabelecido por Kwiecinska-Piróg et al. [112] foi utilizado. Como49

controle negativo, utilizou-se caldo de soja tríptico (TSB) (DifcoTM). Para um controle50

positivo de formação de biofilme a cepa E. coli 042 [113] foi empregada. As leituras de ab-51

sorbância foram realizadas em um espectrofotômetro ELx800 (Biotek®) no comprimento52

de onda de 570 nm para classificar o biofilme em ausente, fraco, moderado, forte ou muito53

forte.54

4.5 Extração de DNA e detecção de genes de virulência e resis-55

tência56

A extração do DNA foi realizada através do método da fervura e choque térmico.57

A pesquisa dos genes foi feita pela técnica de reação em cadeia da polimerase. Ao todo, 858

genes de virulência (mrpA [114], pmfA [16], ucaA [16], atfA [115], hpmA [116], ireA [16],59

ptA [16] e zapA [16]) foram selecionados para a detecção. Eles foram escolhidos com base60

na sua relevância na patogênese e sua prevalência.61
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Para a detecção de genes de resistência, 10 genes foram pesquisados (blaCTX-M-162

[117], blaCTX-M-2 [117], blaCTX-M-8 [117], blaCTX-M-9 [117], qnrD [118], aac(6’)-Ib [119], sul163

[120], sul2 [120] e fosA3 [121] de acordo com os resultados da pesquisa do perfil de64

sensibilidade. Eles também foram escolhidos com base na sua relevância e prevalência na65

região do isolamento [12]. Duas cepas (LBUEL-A45 e LBUEL-A65) foram submetidas a66

pesquisa de genes dos grupos ACC, EBC, CIT, DHA, MOX e FOX [122], devido ao seu67

perfil (resistente a CFO, porém sensível a CTF).68

4.6 Teste de mutabilidade de resistência a fosfomicina69

Todos os isolados foram submetidos ao teste de mutabilidade de resistência a fosfo-70

micina. O protocolo seguido foi o de Fonseca et al. [64], com modificações. A metodologia71

segue o mesmo padrão de um teste de disco-difusão convencional, com fosfomicina 200 μg,72

porém, a incubação é feita por 48 horas, a 37°. Após o crescimento, o diâmetro do halo73

de inibição foi medido, e as colônias dentro do halo contadas. A cepa padrão P. mirabilis74

HI4320 foi utilizada como controle normomutante [64].75

4.7 Teste de invasão76

O ensaio de invasão foi conduzido de acordo com Alamuri et al. [123], com modi-77

ficações. As bactérias previamente identificadas como sensíveis à gentamicina no teste de78

antibiograma foram cultivadas a 37°C em caldo TSB (DifcoTM) até atingirem a saturação79

(aproximadamente 18 horas). As cepas de E. coli DH-5α e EIEC O152 foram utilizadas80

como controle negativo e positivo, respectivamente. Poços sem bactérias foram utilizados81

como controle de contaminação.82

As células HEp-2 foram cultivadas a 37°C e 5% de CO2, com uma confluência83

≥ 90%, em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com 10% de84

soro fetal bovino (*Gibco BRL, EUA), 2 mM de glutamina (**Sigma Chem. Co., EUA),85

100 μg/mL de estreptomicina (100 μg/mL, *), 100 IU/mL de penicilina (**) e 2,5 μg/mL86

de anfotericina B (Meizler Biopharma S/A, BR), em placas de poliestireno de 24 poços.87

Antes da inoculação bacteriana, os poços contendo as células foram lavados 3 vezes88

com PBS para remover quaisquer resíduos de antibióticos. Em seguida, foram adicionados89

25 μL do crescimento bacteriano em cada poço, juntamente com 475 μL DMEM sem an-90

timicrobianos, em duplicata. A placa foi incubada em estufa de CO2 a 37°C por 3 horas.91

Após esse período, os poços foram lavados novamente com PBS para remover o excesso92

de bactérias. Em seguida, adicionou-se 100 μL de DMEM, suplementado com gentami-93

cina a uma concentração final de 50 mg/L. A placa foi incubada a 37°C por mais 1 hora.94

Após esse período, 100 μL de Triton X-100 a 1% foi adicionado a cada poço e incubado95
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por 5 minutos, a fim de lisar as células eucarióticas. O conteúdo foi inoculado em ágar96

MacConkey, utilizando salina para diluições seriadas. O resultado foi considerado válido97

apenas quando ambas as replicatas apresentaram um número similar de unidades forma-98

doras de colônias e quando os controles da placa se comportaram conforme o esperado. O99

resultado foi expresso de forma qualitativa, classificando a bactéria como invasiva ou não.100

O teste de qui-quadrado foi usado para encontrar associações entre bactérias invasivas e101

outras características. Os resultados devem ser sempre interpretados levando em conta102

que apenas bactérias sensíveis a gentamicina foram inclusas no teste.103

4.8 Análises estatísticas104

Todas as análises estatísticas foram realizadas no software R versão 4.4.2. Estatís-105

ticas descritivas foram utilizadas em todos os experimentos. Quando relevante, técnicas106

mais específicas foram aplicadas. Quando necessário, o teste de qui-quadrado foi usado107

para encontrar associações.108

4.8.1 Regressões logísticas109

Para avaliar os fatores associados à prevalência de P. mirabilis, o pacote glmulti110

(1.08) foi usado para construir todos os modelos de regressão logística possíveis. Isso111

permitiu a análise dos fatores envolvidos com a presença de P. mirabilis, e a seleção do112

modelo mais adequado para a descrição dos dados. O critério de seleção foi o Critério de113

Informação de Akaike corrigido para pequenas amostras (AICc). As variáveis utilizadas114

na construção dos modelos foram obtidas dos questionários. Apenas variáveis relevantes e115

que continham informações que nenhuma outra variável trazia foram consideradas (para116

garantir a ausência de multicolinearidade): “Tipo de granja” (Matriz ou de Corte), “Uso117

de antimicrobianos nas aves” (não ou sim) e “Tipo de Cama do Aviário” (Maravalha118

ou Palha de Arroz). Interações entre as variáveis também foram consideradas. O pacote119

performance (v 0.12.4) foi usado para checar os pressupostos dos modelos considerados.120

4.8.2 Rede bayesiana121

Para investigar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos das cepas, foram cons-122

truídas e avaliadas redes bayesianas. As variáveis utilizadas na modelagem foram: ‘Fa-123

zenda’ (1, 2, 3, 4, 5 ou 6), ‘Tipo de Granja’ (Matrizes ou de Corte), ‘Tipo de Cama’124

(Palha de Arroz ou Maravalha), ‘Tratamento’ (Não ou Sim) e os resultados do antibio-125

grama. Para reduzir a dimensionalidade (considerando o número de bactérias, resultados126

redundantes do antibiograma e resistências raras), certos antibióticos foram excluídos das127

análises. A escolha da exclusão foi feita com base no cálculo de correlação tetracórica128
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entre as resistências. Correlações fortes (acima de 0.75) indicam que a inclusão desses re-129

sultados seria redundante, e prejudica a interpretação dos resultados. Todas as variáveis,130

com exceção da fazenda, são binárias.131

O pacote bnlearn v5.1 foi usado para a construção da rede. Algumas informações132

a priori foram incorporadas na análise: a variável ‘Fazenda’ não poderia ser influenciada133

por nenhuma outra variável, e as variáveis ‘Tipo de Cama’ e ‘Tratamento só poderiam ser134

influenciadas pela ‘Tipo de Granja’ e pela ‘Fazenda’. Para todas as demais variáveis, a es-135

trutura da rede foi determinada exclusivamente com base nos dados. O algoritmo utilizado136

para o aprendizado da estrutura da rede foi o Hill-Climbing, que consiste em adicionar,137

remover ou inverter aleatoriamente a direção dos arcos, até que não seja possível aumen-138

tar mais a pontuação do Critério de Informação Bayesiano (BIC). O BIC avalia o quão139

bem a rede explica dados observados, penalizando modelos complexos, evitando assim140

o sobreajuste. O objetivo desse processo é encontrar a estrutura que melhor represente141

a probabilidade dos dados observados. Para aumentar a robustez da rede, foi realizado142

um bootstrapping com 100.000 simulações, e a rede final foi construída utilizando apenas143

os arcos que apareceram em 40% ou mais das redes simuladas. Além disso, foi feito um144

bootstrapping de menor escala (com 10.000 simulações) para fins de comparação.145
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5 RESULTADOS1

5.1 Amostragem e prevalência de P. mirabilis2

Das 135 amostras, 42 isolados de P. mirabilis foram recuperados, correspondendo3

a uma prevalência 31,11%. A Tabela 2 descreve a quantidade de isolados recuperados pelo4

tipo de amostra.

Tabela 2 – Distribuição total amostras positivas para P. mirabilis

Fonte/Local Matriz Pintainhos1 Frangos2 Total
Aves 11/33 0/33 16/33 27/99

Inseto 3/3 2/3 3/3 8/9
Água 0/3 0/3 1/3 1/9
Ração 0/3 0/3 1/3 1/9
Propé 2/3 0/3 3/3 5/9
Total 16/45 2/45 24/45 42/135

1: Galpão com pintainhos de 1 dia recém-chegados. 2: Mesmo galpão, analisado com as
aves já adultas, antes de serem enviadas para o abate (média de 40 dias).

5

A prevalência de isolados de P. mirabilis variou entre os tipos de granjas: apenas 26

isolados (4,4%) foram encontrados das 45 amostras de galpões de pintainhos, enquanto 167

isolados (35,55%) foram encontrados nas matrizes e 24 (53,33%) dos galpões de corte. Para8

identificar os fatores que melhor explicavam a prevalência de P. mirabilis, as amostras dos9

galpões de pintainhos foram desconsideradas, pois apresentaram apenas duas observações10

positivas, ambas provenientes de cascudinhos e não de aves. Essa pequena proporção11

faz com que possíveis modelos não sejam confiáveis. Assim, a variável “Tipo de granja”12

refere-se apenas à matriz ou ao galpão com aves adultas.13

As regressões logísticas construídas com o pacote glmulti permitiram identificar as14

variáveis mais relevantes para a previsão da presença de P. mirabilis. A Tabela 3 descreve15

os resultados desse modelo, que leva em conta: o tipo de cama, se houve tratamento e a16

interação entre essas duas variáveis: amostras de estabelecimentos que continham palha de17

arroz e não passaram por tratamento com antimicrobianos tinham 9,61 vezes mais chances18

de isolamento de P. mirabilis do que amostras de granjas com cama de maravalha que19

passaram por tratamento com antimicrobianos. A ausência da variável “Tipo de granja”20

demonstra que as matrizes e os galpões de corte com aves adultas não tiveram diferenças21

significativas nas chances de isolamento de P. mirabilis.22
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Tabela 3 – Regressão logística sobre a prevalência de P. mirabilis em relação à cama de
aviário e ao tratamento com antimicrobianos

Comparação RC1,2 (IC2 95%)
Palha de arroz/Maravalha 1,14 (0,324 – 4,01)

Tratamento/Não tratamento 0,48 (0,16 – 1,39)
Palha de arroz e Tratamento/Maravalha e Não Tratamento 9,61* (1,45 – 75,12)

1: *p<0.05;
2: RC = Razão de Chances, IC = Intervalo de Confiança

A prevalência também variou quanto à fonte de isolamento. Enquanto P. mirabilis23

foi consistentemente isolado de cascudinhos e aves, a presença de isolados na água, na24

ração e nos propés foi mais acentuada nos galpões de corte, mas nenhuma diferença foi25

estatisticamente significativa.26

5.2 Características fenotípicas e correlação de resistências a an-27

timicrobianos28

Nenhum antimicrobiano foi totalmente eficaz, ou seja, pelo menos uma cepa foi29

resistente a cada composto testado. Do total de isolados de P. mirabilis, as seguintes30

proporções de isolados resistentes foram encontradas: PPT – 1 (2,38%), AMC – 3 (7,14%),31

AMP – 14 (33,33%), CFL – 21 (50%), CFO – 4 (9,52%), CAZ – 8 (19,04%), CRO – 1232

(28,57%), CTF – 14 (33,33%), CPM – 11 (26,19%), ATM – 8 (19,04%), ERT – 2 (4,76%),33

ENO – 31 (73,8%), CIP – 16 (38,09%), LEV – 15 (35,71%), NAL – 27 (64,28%), NOR34

– 4 (9,52%), GEN – 7 (16,66%), SUT – 27 (64,28%). O total de cepas produtoras de35

ESBL segundo o teste de aproximação de disco foi de 12 (28,57%). O total de cepas36

consideradas MDR foi de 42,85%. Os isolados resistentes a ERT no antibograma foram37

negativos no teste de Hodge. A correlação tetracórica demonstrou uma grande associação38

entre os antimicrobianos ß-lactâmicos, bem como entre algumas quinolonas. Os números39

exatos estão descritos na Tabela 4.40

5.3 Avaliação de formação de biofilme41

Dos 42 isolados, 35 (83,33%) tiveram o biofilme classificado como forte, e 7 (16,67%)42

como moderado. Nenhuma associação significativa foi encontrada entre a intensidade do43

biofilme e o local ou fonte de isolamento (p > 0,05).44
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Tabela 4 – Antimicrobianos exclúidos da rede bayesiana com base na correlação tetracó-
rica

Antimicrobiano correlacionado Antimicrobiano excluído Correlação tetracórica

CTF

AMP 0.93
CFL 0.84
CAZ 0.88
CRO 0.93
CPM 0.92
ATM 0.87
GEN 0.77
AMC 0.62*

CIP LEV 0.89
NAL 0.79

*O antimicrobiano AMC não teve alta correlação com CTF, mas apresentou correlações
altas a outros antimicrobianos do mesmo grupo, além de que todos os isolados

resistentes a AMC foram resistentes a CTF

5.4 Detecção de genes de virulência45

Os genes zapA e pmfA foram encontrados em todos os isolados. A prevalência46

dos demais genes de virulência foram: 40 (95,23%) isolados foram positivos para ptA, 4047

(95,23%) para mrpA, 39 (92,85%) para ireA, 38 (90,47%) para atfA, 37 (88,09%) para48

hpmA e 26 (61,9%) para ucaA. O perfil homogêneo de virulência dos isolados dificulta49

qualquer inferência estatística. O gene ucaA foi avaliado, mas nenhuma relação significa-50

tiva foi encontrada com a fonte ou local de isolamento (p > 0,05).51

5.5 Detecção de genes de resistência52

Dos 32 isolados resistentes a pelo menos uma quinolona, 21 (65,62%) foram po-53

sitivos para o gene qnrD. Dos 22 isolados resistentes a algum ß-lactâmico, 3 (13,64%)54

foram positivos para blaCTX-M-1, 9 (40,09%) para blaCTX-M-2, 1 (4,45%), para blaCTX-M-8,55

e 5 (22,72%) para blaCTX-M-9. Dos 32 isolados resistentes a ao menos uma quinolona e/ou56

gentamicina, 3 (9,375%) foram positivos para aac6’-ic-br. Dos 27 isolados resistentes a57

sulfametoxazol + trimetoprima, 13 (48,14%) possuíam o gene sul1 e 15 (55,55%) pos-58

suíam o gene sul2. Apenas 1 isolado foi positivo para fosA3. Ambas as cepas testadas59

para beta-lactamases do tipo AmpC foram positivas para o grupo MOX. Detalhes se en-60

contram na Figura 1. O mapa de calor foi construído de forma a organizar tanto as cepas61

quanto os antimicrobianos, agrupando aqueles com maior similaridade entre si. Isso faci-62

lita a visualização de padrões de resistência aos antimicrobianos e permite a investigação63

de outras características da cepa, como fonte e local de isolamento.64
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Figura 1 – Mapa de calor e informações sobre o isolamento
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Legenda: Quadrados verdes representam sensibilidade ao antimicrobiano. Vermelhos
são resistentes. Promotores de crescimento podem ser divididos em iniciais (halquinol,
de 0 a 19 dias de vida) e finais (salinomicina, enramicina ou virginiamicina, de 20-30

dias de vida). ID: identificação numérica de cada estabelecimento.

5.6 Teste de mutabilidade à fosfomicina65

O teste de mutabilidade à fosfomicina revelou que a quantidade de unidades for-66

madoras de colônia por cm2 variou consideravelmente entre as cepas. O menor valor ob-67

servado foi de 0, enquanto o maior foi de 20,21 UFC/cm2. Este valor corresponde a cepa68

LBUEL-A53, a única que apresentou um número superior a 4 vezes a mediana (4,95) do69

grupo. Esse parâmetro foi estabelecido por Fonseca et al. [64], e serve como um primeiro70

indício de que este microrganismo pode ser um hipermutante. O restante dos resultados71

pode ser observado na Figura 2. Três cepas não possibilitaram a contagem de colônias,72

pelo crescimento exagerado, provavelmente por conta de resistência. Apenas uma delas73

foi positiva para o gene fosA3.74
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Figura 2 – Unidades Formadoras de Colônia por cm2
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Legenda: As linhas pontilhadas representam o a mediana (4,95) e 4x a mediana (19,8)

5.7 Rede Bayesiana75

A estrutura da rede bayesiana permaneceu intacta nas análises com 100 mil e76

10 mil simulações, portanto, apenas os dados provenientes do teste com 100 mil foram77

usados para os próximos resultados. A rede revelou uma grande interconexão entre as78

características das granjas e antimicrobianos. As camas de palha de arroz foram mais79

associadas a resistência a CFO. Os galpões de corte foram mais associados a resistência80

aos ß-lactâmicos, e o uso de tratamento com antimicrobianos aumentou a probabilidade81

de resistência a praticamente todos os antimicrobianos. A estrutura da rede se encontra na82

Figura 3. As razões de chances podem ser consultadas para a interpretação mais específica83

na Tabela 5.84
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Figura 3 – Rede Bayesiana construída a partir das resistências observadas
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Legenda: As conexões entre os nós indicam associações probabilísticas entre as
variáveis. A rede foi dividida para facilitar a interpretação. A rede

"Resistência"demonstra como as características descritas eram associadas com maiores
resistências. A rede "Sensibilidade"demonstra como as características descritas eram

associadas com maiores sensibilidades. Por exemplo: O galpão de corte foi associado a
uma maior resistência a CTF, enquanto o galpão de matrizes foi associado a uma maior

sensibilidade, comparativamente.

Tabela 5 – Tabela de razões de chances entre os nodos da rede bayesiana

Nodo pai Condição Nodo filho RC1 LI2 LS3

Tratamento - SUT 7,44 2,1 103
Cama - CFO 20,94 4,33 55,04
SUT - ENO 16,61 3,84 254,65
ENO - CIP 47,95 18,9 116
CIP - NFL 36,43 7,77 105
CTF - ERT 20,75 1,79 64,14

Tipo de fazenda SUT = S CTF 6,78 0,31 33,56
Tipo de fazenda SUT = R CTF 19,18 3,38 500

1: Razão de chances. 2: Limite inferior a 95%. 3: Limite superior a 95%.

5.8 Teste de invasão85

Das 35 cepas sensíveis à gentamicina, 21 (60%) foram classificadas como invasivas.86

O teste de qui-quadrado não foi utilizado para comparar cepas produtivas de ESBL e87

MDR, pois apenas as bactérias sensíveis à gentamicina foram incluídas na análise, o que88

resultou em uma frequência baixa dessas duas categorias. Não foi observada associação89
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entre o local de isolamento e a invasividade das cepas. No entanto, encontrou-se uma asso-90

ciação positiva entre as categorias "Tratamento"e a invasividade (p < 0,005), de forma que91

locais que não utilizaram antimicrobianos apresentaram uma proporção significativamente92

maior de cepas não invasivas.93
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6 DISCUSSÃO1

Até o momento, poucos estudos investigaram a prevalência de P. mirabilis em2

granjas, e nenhum deles foi realizado no Brasil. Na literatura, os valores de prevalência3

variam entre 5% e 40%, o que se deve a três fatores principais: i) a falta de uma metodo-4

logia de amostragem padronizada, ii) os diferentes objetivos dos estudos e iii) as variações5

regionais.6

Ramatla et al. [124] analisaram amostras de fezes de aves em granjas e reporta-7

ram uma prevalência de 5,4%. O método de isolamento utilizado foi semelhante ao deste8

estudo, com uso de água peptonada, porém com o uso de uma proporção de 1:3 entre9

amostra e meio de cultura, seguido de cultura em ágar XLD. No entanto, a ausência de10

um seletor (como a polimixina) e a alta proporção de fezes para água peptonada podem11

ter contribuído para a baixa prevalência de P. mirabilis, mesmo com um grande número12

de amostras iniciais (480 pools de 2400 amostras). Além disso, não houve uma análise de13

perda de sensibilidade, que permitiria ajustar a prevalência em amostras agrupadas, e isto14

impede uma estimativa mais precisa [125].15

Ma et al. [126] também utilizaram amostras de fezes de aves em granjas, mas re-16

portaram uma prevalência consideravelmente maior, de 39,53%. Nesse estudo, as amostras17

foram inoculadas diretamente em ágar SS. A abordagem direta e focada no isolamento,18

aliada a fatores regionais, pode ter levado ao aumento da prevalência observada. Por outro19

lado, Li et al. [29] reportaram uma prevalência de 7,07%, e embora tenham utilizado uma20

metodologia direta (plaqueamento da amostra em ágar MacConkey), o principal objetivo21

do estudo era o isolamento de E. coli, uma bactéria naturalmente mais abundante nesse22

ambiente, o que pode ter influenciado a prevalência observada. Além disso, Li et al. [29]23

isolaram P. mirabilis de swabs cloacais e amostras do ar, mas não encontraram a bactéria24

em fezes.25

Embora esses estudos forneçam informações importantes, todos foram realizados26

em regiões diferentes, com metodologias adaptadas aos seus objetivos. Os resultados do27

nosso trabalho indicaram uma prevalência total de 31,11%. No entanto, ao considerar28

apenas o local de isolamento ou focar nas amostras de aves, esse valor pode ultrapassar29

50% (Tabela 2). Vale ressaltar que o isolamento direcionado com polimixina pode ser30

útil para a recuperação de P. mirabilis, mas pode dificultar a detecção de outras espécies31

potencialmente relevantes do ponto de vista epidemiológico.32

Nenhuma cepa foi recuperada de pintainhos, o que não é surpreendente, já que33

os pintainhos dependem das mães e do ambiente para adquirir sua microbiota, e em um34

contexto de produção, não há contato com a mãe, além do ambiente ser rigoroso quanto a35
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higiene [127]. Como a coleta foi realizada logo após a chegada das aves ao estabelecimento,36

e entre os lotes a área passa por processos de desinfecção, isso parece reduzir, ao menos37

temporariamente, a presença de P. mirabilis. Cada galpão passou por um tratamento di-38

ferente (uso de cal, fermentação ou desinfetantes em combinação com calor), e todos esses39

métodos já foram comprovados como eficazes na diminuição de populações bacterianas40

em granjas [128, 129, 130].41

Os resultados corroboram com a hipótese de que os cascudinhos (A. diaperinus)42

podem ser uma das principais fontes de disseminação de P. mirabilis em granjas. Esse43

microrganismo foi consistentemente recuperado do inseto no nosso trabalho, em prati-44

camente todas as fazendas. Eles são conhecidos por abrigarem bactérias patogênicas e45

multirresistentes [131], inclusive P. mirabilis [132].46

Estudos laboratoriais mostraram que A. diaperinus é capaz de transferir e adquirir47

Salmonella enterica através de fezes de galinhas, mesmo quando as bactérias estão inter-48

nalizadas no inseto [133]. Crippen et al. [134] demonstraram que o microbioma desses49

insetos podem permanecer relativamente consistente ao longo de várias trocas de cama e50

animais, inclusive detectando bactérias do gênero Proteus em larvas de cascudinhos.51

A ingestão desses insetos pelas aves poderia reintroduzir P. mirabilis em sua mi-52

crobiota, estabelecendo um ciclo contínuo de transmissão: as fezes das aves contaminadas53

retornam ao ambiente, são consumidas pelos cascudinhos e perpetuam o ciclo de dissemi-54

nação, potencialmente contaminando até mesmo a ração e água da granja. Esta dinâmica55

explicaria a ausência de P. mirabilis no ambiente de pintainhos recém-chegados e sua56

posterior abundância, especialmente nas aves.57

Estratégias de controle tradicionais envolvem o uso de inseticidas, mas assim como58

bactérias, a erradicação é difícil, e casos de populações resistentes já foram relatados59

[131]. Métodos alternativos e combinados vêm sendo desenvolvidos [131], e estes poderiam60

auxiliar não só na redução do inseto, mas também de bactérias potencialmente patogênicas61

como P. mirabilis.62

Embora a hipótese de que A. diaperinus seja o principal disseminador de P. mi-63

rabilis seja plausível, ela não explica as diferenças de prevalência observadas nos locais64

de isolamento com aves adultas, isto é, entre matrizes e galpões. Inicialmente, o maior65

rigor e biosseguridade nas matrizes pode explicar porque observamos mais isolamentos66

em amostras das granjas de corte, porém a construção de diversos modelos de regressão67

logística permitiu identificar as variáveis que mais têm influência sobre a presença de P.68

mirabilis e o tipo da granja não influenciou significativamente. O modelo mais relevante69

demonstrou que granjas que não utilizaram tratamento com antimicrobianos e que pos-70

suíam cama de aviário composta por palha de arroz apresentaram 9,61 vezes (IC 95%:71

1,45 – 75,12) mais chances de isolamento de P. mirabilis, em comparação com granjas72

com cama de maravalha e que realizaram algum tipo de tratamento com antimicrobianos73
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(Tabela 3).74

Vale ressaltar que o tratamento mencionado refere-se ao uso de antimicrobianos75

com fins terapêuticos, ou seja, para combater infecções. Em relação ao uso de antimi-76

crobianos como promotores de crescimento, é importante destacar que todas as aves de77

corte receberam esses produtos, enquanto as aves de matrizes não, portanto, a hipótese78

de que o uso de antimicrobianos como promotores de crescimento aumentaria as chances79

de isolamento de P. mirabilis foi testada ao considerarmos o tipo de granja, mas não foi80

encontrada evidência significativa para apoiar essa suposição.81

Embora seja plausível que o uso terapêutico de antimicrobianos diminua as chances82

de isolamento de P. mirabilis em granjas, essa variável só se mostrou significativa quando83

associada ao tipo de cama utilizado. A cama de maravalha, que é considerada o padrão,84

apresenta um custo mais elevado, enquanto a cama de palha de arroz é uma alternativa85

mais econômica, mas com algumas desvantagens. A palha de arroz possui maior taxa86

de evaporação, menor capacidade de retenção de umidade, e menor responsividade a87

variações de temperatura. Além disso, há mais relatos de problemas nas pernas de aves88

criadas com esse tipo de cama [135].89

Miles, Rowe e Cathcart [136] evidenciaram que a cama de palha de arroz está90

associada a uma maior produção de amônia (NH3) em comparação à cama de maravalha,91

devido às diferenças em suas características físico-químicas. A produção de amônia por P.92

mirabilis, mediada pela urease, é um dos fatores que contribui para a sua competitividade93

e vantagem sobre outros microrganismos [2], sendo investigada como um mecanismo de94

adaptação e competição em ambientes específicos [38]. Assim, as características físico-95

químicas da cama de palha de arroz, aliadas à presença de P. mirabilis, podem favorecer96

a produção de amônia e criar um ambiente mais propício para o crescimento desse mi-97

crorganismo, especialmente quando fatores seletivos adicionais, como os antimicrobianos98

terapêuticos, não estão presentes. Ainda assim, mais estudos são necessários para entender99

melhor as interações entre esses fatores e seus efeitos na prevalência de P. mirabilis.100

Outro fator possivelmente relacionado à presença de P. mirabilis em granjas é101

sua capacidade de formar biofilmes. Essa característica é fundamental para a persistência102

bacteriana em ambientes desfavoráveis, como cateteres urinários [137]. Ambientes como103

granjas, que passam por variações constantes, tratamentos e limpezas periódicas, podem104

selecionar bactérias com maior capacidade de formar biofilmes. Nossos resultados apoiam105

essa hipótese, uma vez que mais de 80% das cepas de P. mirabilis isoladas apresentaram106

formação de biofilme forte, e o restante, moderado. Estudos realizados na mesma região107

indicam que o perfil de biofilme de P. mirabilis pode variar conforme a fonte de isolamento:108

isolados de ITUs apresentaram biofilmes fortes e muito fortes [10], o mesmo ocorrendo109

com carne de frango [21] e carcaças de frango [16], enquanto os isolados de carne de boi110

e porco geralmente apresentaram biofilmes fracos [21]111
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Assim como a formação de biofilmes, o perfil de virulência bacteriana também de-112

sempenha um papel importante no isolamento de P. mirabilis nesse contexto. P. mirabilis113

pode apresentar diversas fímbrias, que são essenciais para a formação de biofilmes. Em114

nossa pesquisa, todos os genes fimbriais investigados foram detectados em mais de 90%115

das cepas isoladas, com exceção do gene ucaA, encontrado em apenas 62% das bactérias.116

Outros estudos com P. mirabilis da mesma região apresentaram resultados semelhantes117

[21].118

O estudo de Scavone et al. [37] observou que cepas mutantes incapazes de produzir119

a fímbria UCA formaram biofilmes mais fortes em comparação com outros mutantes,120

sugerindo que a presença dessa fímbria pode influenciar a estabilidade do biofilme. No121

entanto, em nosso estudo, observamos que 5 das 7 cepas com biofilme moderado não122

possuíam o gene ucaA, o que sugere uma ausência dessa fímbria em algumas amostras.123

Embora o número reduzido de cepas com biofilme moderado não permita uma análise124

estatística robusta, essa observação levanta uma questão interessante sobre a possível125

variabilidade na formação de biofilmes e o papel da fímbria UCA.126

De maneira semelhante, outros genes relacionados a fatores de virulência, como127

proteases, hemolisinas e sideróforos, também foram identificados em proporções altas, o128

que reforça a homogeneidade do arsenal de virulência de P. mirabilis, independentemente129

de sua origem de isolamento [16, 10, 89]. Esses genes desempenham papéis fundamentais130

na colonização e nas infecções, sendo essenciais tanto para a persistência da bactéria no131

ambiente quanto para seu potencial de causar doenças.132

Em P. mirabilis isolados de aves, esses genes podem ter uma função semelhante à133

observada em cepas de APEC, que possuem genes com funções análogas, cruciais para sua134

capacidade de persistir e infectar aves [23]. Esse fenômeno é particularmente relevante em135

granjas, onde esses genes, semelhantes aos encontrados em cepas de APEC [138], podem se136

espalhar rapidamente [139]. Com os dados de prevalência de P. mirabilis de nosso estudo e137

sua capacidade de causar celulite aviária [21], é plausível que essa bactéria seja prejudicial138

tanto para as aves quanto para os produtores. Em apoio a isso, Oliva et al. [24] não139

encontraram diferenças significativas no genoma de cepas isoladas de ambientes avícolas,140

clínicos humanos e de celulite aviária. Além disso, Sanches et al. [22] observaram que a co-141

infecção por E. coli e P. mirabilis em galinhas apresenta sinais clínicos semelhantes. Esses142

três resultados sugerem uma possível subnotificação de celulite causada por P. mirabilis.143

Além da preocupação sobre as aves, nossos resultados sobre a prevalência de P. mi-144

rabilis ajudam a explicar a alta presença dessa bactéria em carnes de aves, como reportado145

por diversos trabalhos [140, 141, 21]. Uma vez nas granjas, especialmente na microbiota146

das aves, essa bactéria pode contaminar a carne durante o processo de evisceração, o que147

gera um risco zoonótico para os consumidores, possivelmente por meio de contaminação148

cruzada (manipulação inadequada do alimento cru), como discutido por Sanches et al.149
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[21].150

Embora o isolamento de P. mirabilis seja preocupante, um fator ainda mais crítico151

é a seleção de bactérias resistentes. Em nosso estudo, observamos uma grande diversidade152

de perfis de sensibilidade a antimicrobianos, variando de cepas sensíveis a multirresisten-153

tes. Nenhum antimicrobiano testado foi completamente eficaz , mas aqueles considerados154

de último recurso, como a piperacilina associada ao tazobactam e o ertapenem, mostraram155

ação contra a maioria das cepas. O uso de antimicrobianos na avicultura está fortemente156

associado ao desenvolvimento de resistência bacteriana, um fenômeno amplamente docu-157

mentado [79], e que também foi observado em nosso estudo. Os testes de qui-quadrado158

indicaram uma relação positiva entre o uso de antimicrobianos e a presença de bactérias159

multirresistentes (MDR), além de bactérias produtoras de ESBL. A correlação tetracórica160

nos mostrou que muitas resistências estão intimamente associadas, possivelmente através161

de mecanismos de co-seleção intraclasse (no caso dos ß-lactâmicos) e até interclasses (como162

a gentamicina).163

Estas associações foram confirmadas também pela análise de rede bayesiana (Fi-164

gura 3), que identificou o tratamento com antimicrobianos como uma causa direta da165

resistência a sulfametoxazol e, indiretamente, um fator que contribui para a resistência166

a outros antimicrobianos, como as quinolonas. A causa indireta pode ser explicada por167

fenômenos de co-seleção ou pela falta de especificidade no tipo de tratamento utilizado168

nas análises. Em alguns casos, o tratamento não envolveu sulfametoxazol, mas sim enro-169

floxacino e ciprofloxacino, e ainda é possível que ambos os fatores estejam em jogo. Além170

disso, Leal [142] demonstrou que fluoroquinolonas, como norfloxacino e enrofloxacino, têm171

afinidade tanto pela cama de aviários quanto pela composição do solo brasileiro. Essa in-172

formação, aliada aos nossos resultados, sugere que o possível uso de antimicrobianos em173

ciclos anteriores poderia gerar resíduos, favorecendo a seleção de bactérias com esse perfil174

de resistência.175

O estudo de Cherny, Chowers e Obolski [105], que utilizou uma metodologia de176

redes bayesianas similar para cepas clínicas de P. mirabilis, encontrou padrões de associa-177

ções entre antimicrobianos semelhantes aos nossos. Eles observaram associações positivas178

entre sulfametoxazol associada à trimetoprima e fluoroquinolonas, como ciprofloxacino.179

Esses resultados reforçam a hipótese de que o uso de antimicrobianos em granjas pode180

selecionar cepas de P. mirabilis resistentes a outros tipos de antimicrobianos. O mesmo181

vínculo entre ciprofloxacino e sulfametoxazol foi identificado por Cherny et al. [106].182

A conexão entre ceftiofur e o Tipo de Granja nos revelou que quando uma cepa183

era resistente a sulfametoxazol, a probabilidade de uma cepa de uma granja de corte ser184

resistente a ceftiofur (e correlacionados) era maior do que uma cepa de matriz (Tabela 5).185

Esses resultados são indícios de que os mecanismos de seleção e associação de resistências186

estão intimamente ligados ao local, manejo dos animais e esquema de tratamento. A cone-187
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xão entre ertapenem e ceftiofur (e antimicrobianos correlacionados) era esperada, (Figura188

3), já que ambos são ß-lactâmicos, e mecanismos de resistência são compartilhados [143].189

[105] também observaram conexões entre cefalosporinas e penicilinas, embora nenhum190

trabalho tenha utilizado aztreonam e ertapenem para esse tipo de análise. É interessante191

notar que a resistência ao ertapenem pode ter sido fruto de mecanismos que não envolvam192

carbapenemases, como bombas de efluxo, permeabilidade reduzida e mudanças na parede193

celular [144].194

Um achado interessante e até então não relatado na literatura foi a correlação195

entre o tipo de cama utilizada nos aviários e a resistência à cefoxitina. Embora seja bem196

documentado que camas à base de madeira, geralmente mais onerosas, estão associadas197

a melhores índices de desempenho das aves, não existem estudos prévios que tenham in-198

vestigado especificamente a influência do material da cama sobre os perfis de resistência199

antimicrobiana. Esta observação abre novas perspectivas para investigações sobre como200

práticas de manejo podem influenciar a emergência e disseminação de resistência bac-201

teriana em ambientes avícolas. Em linhas gerais, a rede bayesiana apresenta resultados202

que fazem sentido biológico, mas ela deve ser interpretada com cuidado, especialmente203

quanto a causalidade. Com nossos resultados, é possível apenas estabelecer correlações.204

Não é possível afirmar, por exemplo, que a resistência a sulfametoxazol causa a resistência205

a enrofloxacino, mas é razoável acreditar que o tratamento pode ser uma causa comum206

para esses casos.207

Quanto ao uso de antimicrobianos como promotores de crescimento, esses poderiam208

explicar a maior diversidade de resistência observada em bactérias de granjas de corte. No209

entanto, nossa análise sozinha não permite tirar conclusões definitivas sobre esse fator. A210

informação sobre o uso de promotores de crescimento está contida na variável referente ao211

tipo de granja, já que as granjas de matrizes não os utilizam, pelo menos recentemente.212

Entretanto, há diversos outros fatores que podem atuar como variáveis de confusão, como213

o tratamento terapêutico das aves, a idade delas e as diferenças nos manejos adotados nas214

granjas.215

Além disso, o conhecimento sobre resistência cruzada envolvendo antimicrobianos216

promotores é limitado. Os utilizados nas granjas deste estudo, como virginiamicina, salino-217

micina, bacitracina e enramicina, atuam principalmente sobre bactérias Gram-positivas.218

Isso poderia alterar a microbiota intestinal das aves, favorecendo o crescimento de bac-219

térias Gram-negativas, e Gram-positivas resistentes, o que contribui para o aumento da220

resistência bacteriana [145, 146].221

Saraiva et al. [147] demonstraram, em estudo in vitro, que concentrações subini-222

bitórias de promotores de crescimento, como a virginiamicina, aumentam a frequência de223

conjugação de E. coli em cama de aviário. Além disso, estudos de microbioma evidenci-224

aram que o uso desses antimicrobianos em frangos altera tanto o microbioma intestinal225
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quanto o perfil genotípico de resistência das bactérias [148]. No entanto, até o momento,226

nenhum estudo investigou especificamente como os promotores de crescimento impactam227

o perfil de resistência de P. mirabilis.228

As resistências encontradas são preocupantes, especialmente porque muitas delas229

estão associadas a genes frequentemente presentes em elementos genéticos móveis. O gene230

qnrD, identificado em 2009, confere resistência a quinolonas [118], e sua presença em231

cepas de P. mirabilis tem sido registrada desde então. De acordo com Wong, Wan e Chen232

[17], apenas 23% dos isolados de carcaças de frango apresentaram esse gene, enquanto233

outros mecanismos de resistência, como mutações em parC, gyrA e gyrB, foram mais234

prevalentes. Em contraste, [12] relataram uma prevalência de 62,5% de qnrD em isolados235

de carne de frango, com números significativamente menores em fontes como carne bovina236

e humanos. Nossos resultados são semelhantes, e é importante destacar a discrepância237

entre as fontes de isolamento, já que a presença de qnrD foi alta tanto em granjas quanto238

em carne de frango, na mesma região. Apesar disso, é possível que mutações pontuais239

também desempenhem um papel importante, já que 11 das nossas cepas foram resistentes240

a alguma quinolona, mas não apresentaram o gene qnrD.241

Assim como as quinolonas, as sulfonamidas são amplamente utilizadas no trata-242

mento de infecções em humanos e em frangos, e genes de resistência a essas substâncias243

são frequentemente associados a elementos genéticos móveis. Nossos estudos indicaram244

que os genes sul1 e sul2 são provavelmente os principais responsáveis pela resistência245

ao sulfametoxazol. Em nosso trabalho, apenas sete cepas resistentes foram negativas para246

ambos os genes. Um estudo realizado por Li et al. [29], na China, identificou esses mesmos247

genes em P. mirabilis provenientes de amostras de granjas, encontrando uma prevalência248

de 94% nas cepas testadas, além de uma pequena porcentagem positiva para sul3. De249

forma similar, [12] observaram uma prevalência maior de sul2 e menor de sul1 em cepas250

de carne de frango, mas ainda grande, especialmente em cepas ESBL.251

A presença de resistência fenotípica e genotípica a quinolonas e sulfonamidas era252

esperada, já que estes foram utilizados como tratamentos terapêuticos e metafiláticos em253

algumas das granjas amostradas. Entretanto, em nenhum dos questionários foi constatado254

o uso de ß-lactâmicos, e mesmo assim, genes de resistência foram detectados. Entre os255

mecanismos mais comuns, os genes do grupo CTX-M são relevantes para a epidemiologia256

de P. mirabilis257

Os genes específicos de CTX-M variam ao longo do tempo e dependendo da loca-258

lidade, mas esse grupo de ß-lactamases apresenta uma distribuição global [149]. Em um259

estudo de Li et al. [29], foi encontrado que 52% das cepas de P. mirabilis isoladas de260

granjas eram positivas para algum dos grupos de CTX-M. No sul do Brasil, Sanches et261

al. [12], ao analisarem amostras de carne de frango, observaram que o grupo CTX-M-9262

foi o mais prevalente em P. mirabilis, com uma proporção de aproximadamente 17%. Em263
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E. coli isoladas de granjas, os grupos mais comuns foram os CTX-M-2, CTX-M-1 e CTX-264

M-8, enquanto o grupo CTX-M-9 não foi detectado. Esses estudos também destacam a265

frequente associação entre a presença de genes do grupo CTX-M e outras resistências,266

sugerindo uma possível co-seleção.267

Em nosso estudo, os grupos mais prevalentes foram os CTX-M-2, CTX-M-9, CTX-268

M-1 e CTX-M-8, nesta ordem. Embora as prevalências apresentem valores semelhantes,269

ainda há algumas diferenças, reforçando a ideia de que a localização, a fonte e o período270

de isolamento podem influenciar esses parâmetros. Ainda assim, 9 cepas foram resistentes271

a algum ß-lactâmico e não apresentaram nenhum gene destes grupos. Existem muitos272

outros tipos de ß-lactamases que podem ser encontradas no gênero Proteus, como SHV,273

TEM e até mesmo de outros grupos de CTX-M, embora sejam menos prevalentes.274

Nossos resultados mostraram uma baixa resistência genotípica a fosfomicina, que275

é um antimicrobiano de primeira escolha para o tratamento de ITUs não complicadas em276

mulheres adultas em vários países [150], além de ser considerado pela OMS como criti-277

camente importante para tratamento de infecções por Gram-negativos multirresistentes278

[78], portanto, esse antimicrobiano é especialmente relevante para infecções causadas por279

P. mirabilis. Mesmo assim, o uso de fosfomicina é autorizado para o uso na avicultura280

por vários países, inclusive pelo Brasil [151].281

Gazal et al. [27], Menck-Costa et al. [28] e Sanches et al. ([12] demonstraram que282

a resistência a fosfomicina pode ser alta em E. coli e em P. mirabilis em contextos de283

avicultura, contendo principalmente o gene fosA3. Nossos resultados foram consideravel-284

mente diferentes no aspecto genotípico, já que apenas uma cepa continha o gene fosA3.285

De acordo com o CLSI, as concentrações inibitórias mínimas e breakpoints de tamanhos286

de halos para fosfomicina se aplicam exclusivamente para cepas de E. coli de ITUs. Isso287

dificulta o monitoramento e classificação de outras bactérias da ordem Enterobacterales.288

O teste de mutabilidade a fosfomicina, quando associado aos resultados genotípicos, nos289

permite uma visão mais clara dessa resistência. Como diversas cepas apresentaram núme-290

ros consideravelmente superiores à mediana, e à cepa referência P. mirabilis HI4320, que291

é sensível a fosfomicina [41], é plausível acreditar que mesmo sensíveis inicialmente, cepas292

de P. mirabilis podem atingir níveis de resistência clinicamente relevantes, como também293

demonstrado por Fonseca et al. [64]. Isto é especialmente relevante no contexto de criação294

de frangos e de ITUs.295

Outro fator identificado em nossos resultados foi a capacidade de invasão. O es-296

tudo de Mathoera et al. [152] demonstrou in vitro que cepas invasivas de P. mirabilis têm297

maior capacidade de sobrevivência dentro de células epiteliais do que fora delas, especial-298

mente quando antimicrobianos, como a amoxicilina, estão presentes no meio de cultura.299

Esses achados podem ajudar a explicar a associação observada entre as variáveis "Trata-300

mento"e "Invasividade", sugerindo que, em um ambiente onde os antimicrobianos atuam301
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como agentes seletivos, cepas capazes de invadir células poderiam ser favorecidas para302

sua sobrevivência. No entanto, é provável que outros fatores também estejam envolvidos,303

uma vez que Mathoera et al. [152] observaram que antimicrobianos como sulfametoxazol304

e ciprofloxacino (usados no tratamento de frangos nas granjas estudadas) continuaram a305

ser eficazes contra cepas invasivas. De qualquer forma, a invasão é um fator de virulên-306

cia perigoso, e vem sendo associada a persistência em certos pacientes com formações de307

cálculos renais recorrentes [152], além de complicações em infecções renais [5].308

A complexidade da presença e resistência antimicrobiana em P. mirabilis em ambi-309

entes avícolas revela-se um fenômeno multifatorial, influenciado por variáveis como a cama310

de maravalha, uso de antimicrobianos, presença de insetos vetores e características gené-311

ticas das cepas. As redes bayesianas construídas demonstraram correlações interessantes312

entre diferentes antimicrobianos, sugerindo mecanismos de co-seleção que podem ampliar313

os perfis de resistência além dos tratamentos originalmente utilizados, já que nenhum ß-314

lactâmico foi utilizado nas aves e ainda assim resistências fenotípicas e genotípicas foram315

detectadas. A variabilidade observada entre diferentes estudos reforça a importância de316

considerar contextos geográficos, espécies bacterianas e práticas de manejo específicas ao317

investigar esses padrões.318
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7 CONCLUSÃO1

Este estudo comprovou e quantificou a prevalência de P. mirabilis em diferentes2

etapas da produção aviária em granjas do norte do Paraná. Levantamos hipóteses sobre3

os mecanismos que possibilitam a permanência dessa bactéria nos ambientes aviários, des-4

tacando a presença do inseto A. diaperinus como um possível reservatório. Observamos5

que os pintainhos não apresentaram P. mirabilis, enquanto aves adultas, tanto de corte6

quanto matrizes, apresentaram a bactéria. Além disso, fatores de risco associados à pre-7

sença de P. mirabilis, com ênfase na cama de palha de arroz e no uso de antimicrobianos,8

que aumentaram em 9,61 vezes as chances de isolamento de P. mirabilis. Por meio de re-9

des bayesianas e questionários, identificamos maiores níveis de resistência antimicrobiana10

em bactérias provenientes de aves tratadas com antimicrobianos, como sulfametoxazol e11

ciprofloxacino. Detectamos ainda correlações significativas entre resistências, como entre12

cefalosporinas e gentamicina, além de sulfametoxazol e quinolonas, sugerindo possíveis13

fatores de co-seleção. Fatores característicos das granjas também influenciaram a resis-14

tência, como a cama de palha de arroz associada a uma maior resistência a cefoxitina, bem15

como o tratamento com antimicrobianos esteve relacionado com uma maior resistência16

a sulfametoxazol, beta-lactâmicos e quinolonas. O estudo evidenciou ainda o potencial17

mutante de P. mirabilis à fosfomicina, o qual esteve presente em diversas cepas, com um18

número consideravelmente maior de colônias por cm2 quando comparadas à cepa padrão19

P. mirabilis HI4320. Além disso, identificamos um perfil de virulência homogêneo, mais20

de 80% de cepas produtoras de biofilme forte e 60% de cepas com capacidade invasiva.21

Este trabalho contribuiu para o entendimento sobre P. mirabilis nas granjas e suas possí-22

veis consequências para as aves, produtores e consumidores. Contudo, também ressaltou23

a necessidade de monitoramento desse patógeno emergente, que ainda carece de vigilância24

adequada.25
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ANEXO A – QUESTIONÁRIO

Questionário sobre manuseio de granja 

Data: 

Propriedade: 

Cidade: 

Endereço: 

Nome do responsável: 

 

Propriedade 

Tamanho da propriedade: 

Quantidade de aviários: 

Número de funcionparios: 

Captação de água: 

Propriedades vizinhas: 

Elementos ao redor do aviáro: 

 

Características da produção 

Tamanho do aviário: 

Quantidade de matrizes por aviário: 

Houve queixas de problemas com matrizes desse lote? Se sim, quais? Houve tratamento? 

Tipo de cama de frango: 

Idade das aves em dias: 

Número de lotes alojados sobre a cama: 

Houve tratamento da cama previamente ao alojamento? Se sim, qual? 

Sistema de comedouros: 

Sistema de bebedouros: 

Sistema de ventilação: 

Equipamento de manuseio: 

Há histórico de doenças de outros lotes nessa cama? Se sim, quais e quais tratamentos 

foram utilizados? 

Houve uso de antimicrobianos? Se sim, liste o princípio ativo, as datas, e se o uso foi 

profilático ou terapêutico. 
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