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RESUMO 

 

Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Derby (S. Derby) é um dos sorovares mais 

frequentemente detectados na cadeia produtiva de suínos na região sul do Brasil. 

Estudos prévios indicaram que isolados de S. Derby apresentando perfis similares de 

resistência a antimicrobianos estavam circulando ao longo dos anos nesta região. A 

sobrevivência de Salmonella no ambiente e a persistência no hospedeiro são facilitadas 

pela sua habilidade em formar biofilmes. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi 

identificar a presença de grupos clonais entre 140 isolados de S. Derby coletados ao 

longo de um período de dez anos de diferentes origens da cadeia produtiva de suínos 

(linfonodos, conteúdo intestinal, ambiente e produtos suínos). Para tanto, o perfil de 

resistência a antimicrobianos, através de dois conceitos distintos de avaliação de 

resistência (valores ECOFF e valores de breakpoint), a habilidade em formar biofilmes 

e a caracterização genotípica por macro-restrição (PFGE) foram avaliados. A 

determinação do MIC foi realizada em todos os isolados, frente aos seguintes 

antimicrobianos: ácido nalidíxico, ampicilina, cefotaxima, ceftazidima, ciprofloxacina, 

colistina, florfenicol, gentamicina, estreptomicina e tetraciclina. Para avaliar a 

capacidade de S. Derby em formar biofilmes, três metodologias foram aplicadas: 

i. morfologia de colônia em ágar contendo Vermelho Congo, para determinar a detecção 

fenotípica de fímbria curli e celulose; ii. formação de biofilme na interface ar-líquido 

em caldo LB; iii. aderência em microplacas de poliestireno de 96 poços. No total, 

apenas 17 (12,1%) isolados puderam ser classificados como suscetíveis a todos os 

antimicrobianos testados. As maiores frequências de populações “non-Wild Type” 

(nWT) foram observadas frente a tetraciclina (75,7%), estreptomicina (70%) e colistina 

(11,4%), enquanto que não foram detectadas populações nWT para ciprofloxacina, 

ceftazidima e gentamicina. Multi-resistência (resistência a ≥ 3 antimicrobianos; de 

acordo com valores de breakpoint) foi detectada em 8,6% dos isolados. Em ágar 

contendo Vermelho Congo, três diferentes morfologias de colônia foram observadas. A 

morfologia Rdar (vermelha, seca e rugosa) foi a mais frequente, sendo detectada em 59 

isolados (42,1%); enquanto que as morfologias Saw (branca e mucoide) e Pdar (rosa, 

seca e rugosa) foram observadas em 46 (32,9%) e em 35 (25%) dos isolados, 

respectivamente. Os morfotipos Rdar e Pdar, que em conjunto albergaram a maioria dos 

isolados, são considerados os mais usualmente observados em isolados de Salmonella 

capazes de formar biofilme. A formação de película rígida, sem dispersão por agitação, 

foi observada em 24 amostras (17,1%) em caldo LB convencional e em 78 amostras 

(55,7%) em caldo LB low salt, sendo todas pertencentes aos morfotipos Rdar ou Pdar. 

Em placas de poliestireno de 96 poços, um grande número (n=96; 68,6%) dos isolados 

foram fracamente ou moderadamente produtores de biofilme, incluindo todos os 

isolados que apresentaram os morfotipos Rdar e Pdar. Através dos perfis de formação 

de biofilme e de resistência a antimicrobianos observados, 36 isolados foram 

selecionados para macro-restrição por eletroforese em campo pulsado (PFGE). Destas, 

27 foram agrupadas em 11 pulsotipos que apresentavam mais de uma cepa com 100% 

de similaridade. Desta forma, foi possível identificar clones e cepas intimamente 

relacionadas de S. Derby que circularam em granjas, matadouros-frigoríficos e foram 

encontrados em alimentos ao longo de uma década. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Derby (S. Derby) is one of the serovars 

most frequently detected in the swine production chain of southern Brazil. Previous 

studies indicated that isolates of S. Derby displaying similar antimicrobial resistance 

profiles circulated over the years in this region. Survival of Salmonella in the 

environment and persistence in the host are facilitated by the ability to form biofilms. 

Thus, the aim of this study was to identify the presence of clonal groups between 

140 S. Derby isolates collected over a ten-year period from various porcine origins 

(lymph nodes, intestinal content, environment and pork). Therefore, the antimicrobial 

resistance profile, through two distinct concepts of resistance evaluation (ECOFF value 

and breakpoint value), the ability to form biofilm and the genotypic characterization by 

macro-restriction (PFGE) were evaluated. MIC determinations were performed on all 

isolates, against the following antimicrobials: nalidixic acid, ampicillin, cefotaxime, 

ceftazidime, ciprofloxacin, colistin, florfenicol, gentamicin, streptomycin and 

tetracycline. To evaluate the S. Derby ability to form biofilm, three methods were 

applied: i. colony morphology on Congo Red agar, to determine the phenotypic 

detection of curli fimbriae and cellulose; ii. biofilm formation in liquid-air interface of 

LB broth; iii. adherence on a 96-well polystyrene microtiter plate. In total, only 17 

(12.1%) isolates were classified as susceptible to all antimicrobials tested. The highest 

frequencies of non-Wild Type (nWT) populations were observed against tetracycline 

(75.7%), streptomycin (70%) and colistin (11.4%), whereas there were no detectable 

nWT population to ciprofloxacin, ceftazidime and gentamicin. Multidrug resistance 

(resistance to ≥ 3 antimicrobials) was detected in 8.6% of isolates. On Congo Red agar, 

three different colony morphology types were observed. The Rdar type (read, dry and 

rough) was the most frequent, being detected in 59 isolates (42.1%); while Saw (white 

and smoth) and Pdar (pink, dry and rough) types were observed in 46 (32.9%) and 35 

isolates (25%), respectively. The Rdar and Pdar types, which together encompassed the 

majority of the isolates, are considered the most often observed in Salmonella isolates 

able to form biofilm. The formation of a rigid pellicle, which could not be dispersed by 

agitation, was observed in 24 (17.1%) isolates in conventional LB broth and in 78 

(55.7%) isolates in low salt LB broth, all belonging to morphotypes Rdar or Pdar. On 

96-well polystyrene microtiter plate, a larger number (n=96; 68.6%) of isolates showed 

to be weak or moderate biofilm producers, including all isolates that showed the Rdar 

and Pdar type. Through the biofilm and resistance profiles observed, 36 isolates were 

selected for macro-restriction for pulsed-feld gel electrophoresis (PFGE). Of these, 27 

isolates were clustered in 11 pulsotypes which presented more than one strain with 

100% of similarity. Therefore, was possible to identify clones and strains closely related 

of S. Derby that circulated in pig farms, slaughter plants and encountered in foods 

along a decade.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A suinocultura é uma das atividades mais expressivas na agropecuária brasileira – 

principalmente nos estados da região sul do país, os quais mantêm 69% da produção 

nacional de carne suína –, e possui papel significativo na fixação de empregos diretos e 

indiretos em toda a cadeia produtiva. O Brasil é o quarto maior produtor de carne suína 

do mundo, atingindo a produção de 3,47 milhões de toneladas no ano de 2015, sendo 

que 14,2% desta produção foram destinadas à exportação (ABPA, 2015). Ainda, o 

Brasil é o segundo maior fornecedor mundial de produtos alimentares e agrícolas e o 

principal fornecedor em atender a demanda global adicional, principalmente 

proveniente da Ásia (OECD/FAO, 2015). Frente à alta demanda nacional e 

internacional de alimentos, com destaque aos alimentos de origem animal, há também 

maior exigência de alimentos livres de micro-organismos patogênicos, principalmente 

aqueles de caráter zoonótico. Entre os micro-organismos causadores de doenças 

transmitidas por alimentos (DTA), Salmonella ganha destaque por sua importância na 

saúde pública e pelo impacto causado sobre o comércio – devido aos regulamentos 

nacionais e internacionais.  

Salmonella é o principal agente etiológico de surtos de DTA no Brasil 

(BRASIL, 2014), Estados Unidos (CENTER FOR SCIENCE IN THE PUBLIC 

INTEREST, 2014) e Europa (EFSA, 2015), e a carne suína é frequentemente associada 

a esses surtos. A alta taxa de carnes suínas contaminadas por Salmonella é associada à 

alta prevalência do patógeno em suínos e em carcaças de suínos pós-abate 

(BERENDS et al., 1997; LITTLE et al., 2008). Entre os sorovares mais frequentemente 

isolados em suínos e em carcaças de suínos, o sorovar Derby destaca-se como um dos 

mais prevalentes (MÜRMANN; SANTOS; CARDOSO, 2009; KICH et al., 2011; 

EFSA, 2015). Ainda, S. Derby foi isolada em casos de gastroenterites em humanos, 

associados ao consumo de carne suína (ARNEDO-PENA et al., 2015; RODRÍGUEZ et 

al., 2016). Entretanto, poucos estudos relatam a diversidade fenotípica e genotípica 

deste sorovar entre os isolados de Salmonella coletados na cadeia produtiva de suínos.  

A caracterização fenotípica da resistência microbiana entre os principais 

patógenos de origem alimentar deve ser medida essencial para programas de vigilância 

epidemiológica das DTA. Como já estabelecido por diversos estudos, o uso excessivo 

de antimicrobianos na suinocultura proporciona a pressão seletiva necessária para a 

predominância de patógenos resistentes que, por sua vez, podem ser disseminados 
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através da cadeia de alimentos (COGLIANI; GOOSSENS; GREKO, 2011). Desta 

forma, surge a exigência de estudarmos a frequência da resistência frente às principais 

classes de antimicrobianos utilizados, tanto na suinocultura quanto na medicina 

humana, em isolados de S. Derby coletados da cadeia produtiva de suínos no Brasil. 

Os sistemas e programas de monitoramento da resistência microbiana, entretanto, 

devem ter abordagens diferentes daquelas utilizadas para caracterizar micro-organismos 

resistentes clinicamente. Este conceito foi harmonizado pelo The European Committee 

on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), o qual definiu diferentes valores de 

ponto de corte para, por um lado, detectar mecanismos de resistência e inspecionar o 

desenvolvimento da resistência em populações microbianas definidas (valor ECOFF) e, 

por outro, para orientação terapêutica (valor de breakpoint) (KAHLMETER et al., 

2003). Este entendimento só pode ser aplicado em trabalhos que aplicam a 

determinação da Concentração Mínima Inibitória (MIC) para os isolados em análise e, 

apesar de trazer inúmeras vantagens para a ótica da vigilância da resistência microbiana, 

ainda não foi totalmente difundido entre os trabalhos encontrados na bibliografia – que, 

na sua maioria, utilizam os métodos de disco-difusão para determinar a resistência.  

A disseminação de Salmonella através da cadeia alimentar deve-se, em parte, à 

capacidade deste micro-organismo de permanecer em ambientes adversos. A formação 

de biofilmes na cadeia produtiva de alimentos implica na sobrevivência e permanência 

de micro-organismos patogênicos nestes ambientes e, consequentemente, pode servir 

como veículo de transmissão e infecção. Apesar de a contaminação de carcaças por 

Salmonella nos abatedouros ser frequentemente associada ao conteúdo intestinal ou aos 

linfonodos, a contaminação cruzada com equipamentos e superfícies pode ocorrer 

(BOTTELDOORN et al., 2003). A persistência de Salmonella nas superfícies e 

equipamentos nos ambientes de processamento de alimentos requer, portanto, melhor 

compreensão e caracterização.  

Estudos já relataram a capacidade de Salmonella em formar biofilmes em diversas 

superfícies, incluindo as utilizadas nas indústrias de alimentos (OLIVEIRA et al., 2014), 

e ainda persistir e tolerar os processos de higienização (MØRETRØ et al., 2009). 

Entretanto, há poucos estudos relatando esta capacidade em S. Derby. Desta forma – 

analisando a alta prevalência de S. Derby em abatedouros de suínos, a admissível 

contaminação cruzada que ocorre nestes ambientes e a comprovada associação de 

gastroenterites causadas por S. Derby com o consumo de carne suína –, se faz necessária 
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a investigação da capacidade de formar biofilmes em isolados de S. Derby coletados na 

cadeia produtiva de suínos.  

Do mesmo modo, a diversidade genotípica de S. Derby ainda é pouco conhecida. 

Entre as metodologias utilizadas para genotipificação de Salmonella, a macro-restrição 

por eletroforese em campo pulsado (PFGE) permanece como padrão ouro 

(ANONYMOUS, 2009). Hauser e colaboladores (2011) demonstraram isolados de 

S. Derby pertencendo aos mesmos perfis fenotípicos de resistência a antimicrobianos e 

mesmo perfil molecular por PFGE, indicando a presença de um clone de S. Derby 

frequentemente isolado ao longo da cadeia produtiva de alimentos de origem suína na 

Alemanha. Outros estudos também indicam a presença de isolados de S. Derby, com 

perfis similares de resistência a antimicrobianos e perfis moleculares por PFGE, em 

diferentes amostras de alimentos de origem suína, de casos de gastroenterites em 

humanos e de suínos (MICHAEL et al., 2006b; KEROUANTON et al., 2013). A 

epidemiologia molecular é uma ferramenta relevante e deve ser utilizada para a 

compreensão da cadeia de transmissão dos patógenos de origem alimentar.  

Isto posto, os objetivos deste trabalho foram:  

i. Analisar a diversidade fenotípica e genotípica de 140 isolados de S. Derby 

coletados ao longo de dez anos na cadeia produtiva de suínos da região sul 

do Brasil; 

ii. Avaliar fenotipicamente a resistência a antimicrobianos em isolados de 

S. Derby, através da determinação da Concentração Mínima Inibitória 

(MIC) e de dois conceitos distintos de avaliação de resistência (valores 

ECOFF e valores de breakpoint); 

iii. Avaliar fenotipicamente a capacidade de S. Derby em formar biofilmes e 

em expressar estruturas relacionadas; 

iv. Avaliar genotipicamente, através de análise por PFGE, isolados de 

S. Derby selecionados através das características fenotípicas acima citadas.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Características do Gênero Salmonella 

 

O Gênero Salmonella pertence à família Enterobacteriaceae e é composto por 

bacilos Gram-negativos curtos (2-4 x 0,5-1 µm) não capsulados, anaeróbicos 

facultativos, oxidase-negativo e catalase-positivos. Possuem flagelos peritríquios e 

fímbrias, sendo a maioria móvel, exceto os sorovares Gallinarum e Pullorum. Tem 

como temperatura ótima 37ºC, podendo crescer em temperatura de até 43ºC – 

característica favorável e seletiva frente aos contaminantes de amostras clínicas. Outras 

características metabólicas também favorecem a seletividade para cultivo in vitro das 

bactérias pertencentes a este gênero, como a utilização seletiva de selenito de sódio e 

tetrationato de sódio. Entre outras características bioquímicas, as bactérias do gênero 

Salmonella utilizam o citrato como fonte de carbono, produzem gás sulfídrico (H2S), 

produzem lisina descarboxilase, não produzem indol e não hidrolisam ureia (MARKEY 

et al., 2013).  

Salmonella apresenta três principais antígenos: antígeno somático (O), antígeno 

flagelar (F) e antígeno da virulência (Vi) (HENSEL, 2004). O antígeno O provém da 

composição do lipopolissacarídeo (LPS) e o antígeno F é composto por proteínas 

flagelares, podendo apresentar-se na forma simples (H1), ou monomérica, e na forma 

difásica (H2). Os sorovares e suas fórmulas antigênicas estão listados no Esquema de 

White-Kauffmann-LeMinor. Atualmente, são reconhecidos 2.579 sorovares do gênero 

Salmonella, sendo 1.531 pertencentes à Salmonella enterica subsp. enterica (S.) 

(GRIMONT; WEILL, 2007).  

O primeiro relato de Salmonella ocorreu em 1885, quando o bacteriologista 

veterinário Daniel Elmer Salmon e o veterinário Theobald Smith isolaram um bacilo de 

suínos doentes que denominaram “bacilo da peste suína”. Após a correta identificação 

como patógeno secundário, o bacilo foi denominado como Salmonella choleraesuis. A 

nomenclatura de Salmonella choleraesuis como espécie única do gênero foi aceita até a 

publicação de Le Minor & Poppoff, em 1987, que propunha Salmonella enterica como 

a espécie única do gênero, defendendo que o uso da taxonomia Salmonella choleraesuis 

subsp. choleraesuis sorovar Typhi poderia levar a inconsistências devido a diferenças 

de patogenicidade do sorovar Choleraesuis e do sorovar estritamente humano Typhi. 

Anteriormente, Kauffmann & Edwards (1952) já haviam proposto a 
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Salmonella enterica como espécie única do gênero, por não compartilhar a 

denominação com nenhum sorovar já identificado.  

Somente em 2005 a Comissão Judicial do Comitê Internacional para a Sistemática 

de Procariontes publicou a Opinião 80, que define a Salmonella enterica como espécie 

do gênero Salmonella, como proposto por Le Minor & Popoff (1987) e solicitado por 

Euzéby (1999). A Opinião 80 também estabelece outras regras: (a) a cepa padrão de 

Salmonella enterica é a LT2 (outras designações: CIP 60.62, ATCC 43971, NCIMB 

11450 e NCTC 12416); (b) o epíteto enterica é conservado sobre todos os epítetos 

anteriores que possam ser aplicados. Estas ações geraram automaticamente novas 

combinações de subespécies para a espécie Salmonella enterica.  

A definição da taxonomia do gênero Salmonella teve início com estudos de 

hibridização de ácido desoxirribonucleico (DNA, sigla em inglês), por Crosa et al. 

(1973). Os autores demonstraram que todos os sorovares e todos os representantes dos 

subgêneros de Salmonella são relacionados em nível de espécie, assim como os 

sorovares do antigo gênero Arizona – que foi incorporado ao gênero Salmonella 

(Salmonella enterica subsp. arizonae) após análises genéticas. Em 1989, Reeves e 

colaboradores conduziram um estudo de eletroforese de enzimas codificadas por 

multilocus (MLEE, na sigla em inglês), o qual demonstrou que os sorovares da atual 

subespécie bongori (V) formam um cluster bastante distante dos formados pelos outros 

sorovares. Os estudos de hibridização DNA-DNA de Reeves e colaboradores (1989) 

levaram à designação de uma segunda espécie: Salmonella bongori.   

Assim, duas espécies de Salmonella são aceitas: Salmonella enterica, que possui 

seis subespécies (subsp.) reconhecidas: enterica (I), salamae (II), arizonae (IIIa), 

diarizonae (IIIb), houtenae (IV) e indica (VI). E a Salmonella bongori, com apenas uma 

subespécie reconhecida: bongori (V) (GRIMONT; WEILL, 2007; GUIBOURDENCHE 

et al., 2010). Em 2005, Shelobolina e colaboradores propuseram uma nova espécie, 

Salmonella subterranea. Porém, nem todos os bacteriologistas aceitam a nova espécie, 

tendo em vista que o isolado tem grande similaridade com Escherichia hermannii e, 

portanto, pode não pertencer ao gênero Salmonella (GRIMONT; WEILL, 2007). A 

maior parte das infecções é causada pela subespécie enterica (BARROW et al., 2010), 

entretanto, todas as espécies e sorovares do gênero Salmonella são considerados 

potencialmente patogênicos (TORTORA et al., 2012).   

Nos humanos, os sorovares Typhi e Paratyphi são os únicos reconhecidos por 

causarem uma síndrome sistêmica denominada febre tifoide, sendo que os sorovares 



17 
 

Typhi e Paratyphi A são restritos a humanos e os sorovares Paratyphi B e Paratyphi C 

entram na transmissão animal-homem (BARROW et al., 2010). Os demais são 

denominados sorovares não-tifóides e causam, na maioria dos casos, uma enterocolite 

auto limitante caracterizada por resposta inflamatória na lâmina própria da mucosa 

intestinal. Entretanto, em alguns casos pode evoluir para um quadro sistêmico e levar a 

condições crônicas, como artrite reativa, osteomielite, inflamação cardíaca e desordens 

neurológicas (D’AOUST, 1994).  

A classificação da virulência dos sorovares do gênero Salmonella é outro ponto de 

divergência entre os bacteriologistas. Há duas classificações em vigor. A primeira 

considera a associação com a espécie hospedeira como determinante, formando três 

grupos de virulência: (a) sorovares hospedeiro-específicos que causam, de forma geral, 

doença sistêmica em um número limitado de espécies (Ex.: S. Typhi em humanos, 

S. Gallinarum em aves, S. Abortusovis em ovinos); (b) sorovares hospedeiro-restritos 

que, da mesma forma como os sorovares hospedeiro-específicos, causam doença 

sistêmica em espécies hospedeiras estreitamente relacionadas, mas também podem 

causar doença em outros hospedeiros não relacionados (Ex.: S. Dublin e S. Choleraesuis 

estão associados com doença sistêmica grave em bovinos e suínos, respectivamente, 

porém podem infectar humanos); (c) sorovares ubíquos que causam gastroenterite em 

uma ampla variedade de espécies hospedeiras não relacionadas (Ex.: S. Typhimurium e 

S. Enteritidis) (BARROW et al., 2010). 

Em outra linha de pensamento, a classificação de virulência pode ser realizada 

através da divisão em dois grandes grupos de diferentes cenários patológicos, 

denominados patovares. No primeiro grupo, estão inclusos os sorovares que, de forma 

geral, produzem doença sistêmica semelhante à febre tifoide em mamíferos ou em aves. 

Já o segundo grupo de patovares é composto pelos sorovares que colonizam o intestino 

de diversas espécies e causam enterites e gastroenterites (BARROW et al., 2010).  

Diversos fatores referentes ao hospedeiro determinam sua suscetibilidade às 

infecções causadas por Salmonella. Entre eles, destaca-se a idade do animal no 

momento da infecção, que pode determinar diferentes variações do quadro clínico. Os 

animais jovens são altamente suscetíveis a infecções intestinais devido à ausência de 

microbiota intestinal competidora (BARROW et al., 2010). O estado imunológico do 

hospedeiro também é fator determinante para o curso da doença e o comprometimento 

da barreira de defesa intestinal pode resultar em bacteremia e, até mesmo, levar à morte 

do hospedeiro (SANTOS et al., 2009).  
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Os reservatórios naturais de Salmonella são o trato intestinal de animais de sangue 

quente e de sangue frio, os quais são, em sua maioria, excretores assintomáticos ou 

subclínicos. A transmissão do patógeno ocorre pela via fecal-oral, também podendo 

ocorrer através das membranas mucosas das conjuntivas e pelo trato respiratório 

superior (MARKEY et al., 2013). Os alimentos de origem animal, destacando a carne, 

aves, ovos e leite, são reconhecidos por serem os veículos mais envolvidos em surtos de 

salmonelose em humanos (WHO, 2015).   

Estudos com voluntários revelaram que a dose infectante de diversos sorovares 

não-tifóides testados é de 10
5
 a 10

10
 bactérias por grama de alimento (KOTHARY; 

BABU, 2001). Entretanto, alguns dados obtidos de surtos de salmonelose sugerem que a 

dose infectante pode ser tão baixa quanto 100 bactérias (D'AOUST et al., 1975). A 

quantidade de bactérias por grama de alimento necessária para causar infecção varia 

com a cepa envolvida, o alimento consumido e o estado fisiológico e imunológico do 

hospedeiro. Alimentos que neutralizam a acidez estomacal e bebidas que atravessam 

rapidamente o estômago são exemplos de veículos que contribuem para menor dose 

infectante (DARWIN; MILLER, 1999).   

Após a ingestão, a colonização do intestino delgado distal e do cólon é o estágio 

inicial do processo infeccioso, seguida por adesão às células específicas, invasão 

tecidual e sobrevivência intracelular. A disseminação de Salmonella pode ocorrer, 

ainda, nos linfonodos mesentéricos e mais esporadicamente no jejuno, fígado e baço. A 

capacidade de sobrevivência no trato gastrointestinal também é determinante para todos 

os processos envolvidos nos primeiros estágios da infecção (BARROW et al., 2010). 

Entre os fatores intrínsecos do hospedeiro, podemos destacar a anatomia gastrointestinal 

e a formação de nichos específicos, o fluxo intestinal de cada espécie acometida e a 

composição da microbiota intestinal, que pode ser inibitória para diversos 

micro-organismos patogênicos, incluindo Salmonella (BARROW et al., 2010). A 

microbiota intestinal inibitória é caracterizada pela produção de ácidos orgânicos 

voláteis, que inibem o crescimento de Salmonella, e pelo bloqueio dos sítios de adesão 

(MARKEY et al., 2013).  

A chegar ao lúmen intestinal, Salmonella utiliza adesinas denominadas fímbrias 

para a ligação às células intestinais, especificamente às células epiteliais membranosas 

(células M), que fazem parte do epitélio folículo-associado (FAE), e também aos 

enterócitos. As células M promovem fagocitose ativa de macromoléculas e micro-

organismos presentes no lúmen intestinal para internalização de antígenos, apresentação 
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ao tecido linfoide da mucosa e produção de resposta imunológica (NEUTRA et al., 

1996). As fímbrias estudadas e relacionadas com a adesão são: fímbria tipo I (Fim), 

fímbria codificada por plasmídeo (PE), fímbria polar longa (LP) e fímbria agregativa 

fina (curli) (MARKEY et al., 2013; VELDEN et al., 1998). Hase e colaboradores 

(2009) conseguiram demonstrar que a subunidade FimH da fímbria tipo I liga-se 

seletivamente à glicoproteína-2, que é estritamente expressa pelas células M, 

caracterizando tropismo por essas células. Há ainda outras adesinas não fímbrias 

relacionadas à aderência celular de Salmonella (WAGNER; HENSEL, 2011). 

Após a adesão às células intestinais, a via patogênica depende de complexos 

sistemas denominados Sistemas de Secreção, que já foram observados em diversas 

bactérias Gram-negativas. Quatro destes sistemas já foram bem descritos, sendo que o 

Sistema de Secreção Tipo III (T3SS) é bastante estudado e responsável pela 

translocação ativa de proteínas do citoplasma bacteriano ao citoplasma da célula do 

hospedeiro, caracterizando um mecanismo importante de patogenicidade (GALAN; 

COLLMER, 1999; KUHLE; HENSEL, 2004). Os genes de virulência responsáveis pela 

invasão e proliferação intracelular de cepas virulentas de Salmonella estão abrigados em 

grandes regiões cromossomais denominadas Ilhas de Patogenicidade de Salmonella  

(SPI) (KUHLE; HENSEL, 2004). 

As bactérias do gênero Salmonella foram as únicas descritas com dois tipos de 

T3SS, codificados em dois clusters distintos nas SPI (SPI-1 e SPI-2), que parecem 

desempenhar papéis diferentes na patogenicidade. O T3SS codificado na SPI-1 é 

responsável pela penetração inicial da mucosa intestinal, enquanto que o presente na 

SPI-2 é necessário para os estágios subsequentes da infecção sistêmica (HUECK, 1998). 

A secreção de proteínas a partir do T3SS durante os estágios iniciais da infecção 

promove a invasão de Salmonella em células M e em enterócitos, através da 

modificação do citoesqueleto de actina destas células, provocando alongamentos da 

membrana celular e captação das células bacterianas em vesículas ligadas à mesma 

(WALLIS; GALVOY, 2000; HENSEL, 2004).  

A multiplicação intracelular ocorre dentro destas vesículas e promove a secreção 

de quimiocinas e o recrutamento de células polimorfonucleares (PMN), especialmente 

neutrófilos (MARKEY et al., 2013).  Ainda, proteínas efetoras translocadas pelo T3SS 

para as células do hospedeiro são responsáveis pela secreção de mediadores pró-

inflamatórios (McCORMICK et al., 1995; ZHANG et al., 2002). As prostaglandinas, 

secretadas pelos PMN e pelos enterócitos infectados, aumentam a atividade da 
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adenilato-ciclase nos enterócitos, resultando em secreção aumentada de eletrólitos e de 

fluidos para o lúmen intestinal e, consequentemente, em diarreia (DUEBBERT; 

PETERSON, 1985; WALLIS; GALYOV, 2000).  

Já o T3SS codificado pela SPI-2 está relacionado com a sobrevivência intracelular 

em células fagocitárias (ASTEN; DIJK, 2005). As condições físico-químicas das 

vesículas endossomais, como baixo pH, privação de fosfato e menor disponibilidade de 

Mg
2+

, promovem a expressão do T3SS codificado na SPI-2 e a translocação de 

proteínas para a superfície da célula bacteriana, que por sua vez interferem no processo 

endossomal (CIRILLO et al., 1998; BEUZÓN et al., 1999). De forma contrária, a 

indução da expressão e secreção de proteínas pelo T3SS codificado na SPI-1 ocorre 

quando o pH do meio passa de ácido para alcalino – situação observada pela passagem 

das bactérias do estômago para o intestino (DAEFLER, 1999).  

A multiplicação e sobrevivência intracelular de Salmonella resultam na 

translocação citoplasmática das vesículas endossomais dos enterócitos infectados para a 

região basal da célula, resultando em liberação de grande número de bactérias 

patogênicas viáveis para a lâmina própria (D’AOUST, 1991). A sobrevivência 

intracelular em macrófagos permite a disseminação de Salmonella para os linfonodos 

mesentéricos e, dependendo da cepa envolvida e do estado imunológico do hospedeiro, 

para o fígado e para o baço, podendo ainda causar bacteremia (MARKEY et al. , 2013).  

Após a fase aguda da salmonelose, há excreção fecal intermitente que pode durar 

alguns dias (estado portador convalescente) ou pode persistir por um ou mais anos 

(estado portador crônico) (D’AOUST, 1991). Alguns indivíduos podem tornar-se 

portadores crônicos e carrear Salmonella por diversas semanas ou até anos sem 

apresentar qualquer sintomatologia e, mediante situações estressantes, sofrer a 

reativação da multiplicação e excreção do agente (BARROW et al., 2010).  

 

2.1.1 Sorovar Derby 

 

A Salmonella enterica subsp. enterica (S.) sorovar Derby pertence ao sorogrupo 

O:4 (B) e possui a fórmula antigênica 1,4,[5],12: f,g:[1,2] (GRIMONT; WEILL, 2007). 

O primeiro isolamento de S. Derby ocorreu em 1921, a partir de um caso de 

salmonelose humana devido à ingestão de torta de carne suína contaminada 

(PECKHAM, 1923). Desde então, S. Derby tem ganhado destaque entre os isolados 

bacterianos de fontes clínicas não humanas e de alimentos (ZHAO et al., 2003; 
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VALDEZATE et al., 2005; CDC, 2011), principalmente dos alimentos de origem suína, 

assim como em casos de salmonelose em humanos (LING et al., 2001; EFSA, 2011). 

Além disso, S. Derby tem ficado entre os principais sorovares isolados de abatedouros e 

carcaças de suínos no Brasil (BESSA; COSTA; CARDOSO, 2004; KICH et al., 2011) e 

na Europa (GIOVANNACCI et al., 2001; VALDEZATE et al., 2005; EFSA, 2008a). 

Estudos que utilizaram eletroforese em campo pulsado (PFGE, sigla em inglês) e 

avaliação dos perfis de suscetibilidade a antimicrobianos demonstraram grande 

similaridade entre isolados de S. Derby provenientes de humanos e de suínos infectados, 

sugerindo que o homem pode adquirir S. Derby através do consumo de carne suína 

(VALDEZATE et al., 2005; HAUSER et al., 2011; KEROUANTON et al., 2013).  Há 

ainda forte relação entre a contaminação das carcaças suínas e os suínos portadores 

assintomáticos com excreção intermitente (IVANEK et al., 2012), através da 

transmissão a animais suscetíveis ou a re-infecções e através da contaminação cruzada 

durante o processo de abate.  

Em trabalho recente desenvolvido por Matiasovic e colaboradores (2014) com 

cepa de S. Typhimurium e S. Derby, isoladas de suínos portadores assintomáticos, foi 

demonstrado que S. Derby promoveu maior tempo de excreção fecal de bactérias e 

maior colonização intestinal, demonstrando maior capacidade de excreção intermitente 

e, consequentemente, maiores chances de contaminação cruzada e de transmissão a 

outros animais. 

 

2.2 Resistência aos agentes antimicrobianos 

 

A resistência antimicrobiana é um desafio global complexo para a saúde pública, 

tanto do ponto de vista clínico como socioeconômico. Os impactos causados pela 

resistência antimicrobiana abrangem o aumento no tempo de administração de 

antimicrobianos, falhas de tratamento e ocorrência de óbitos decorrentes dessas 

enfermidades. A imposição de custos adicionais aos sistemas de saúde também resulta 

em efeitos econômicos preocupantes. Nos Estados Unidos, o custo anual estimado é de 

US$ 21 a US$ 34 bilhões, acompanhados por mais de US$ 8 milhões pelos dias 

adicionais de hospitalização (WHO, 2014).  

Para entender os mecanismos envolvidos na resistência antimicrobiana, é preciso 

conhecer os mecanismos de ação dos antimicrobianos, que podem ser resumidos em: (a) 

inibição da síntese da parede celular (ex.: penicilinas e cefalosporinas); (b) inibição da 
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síntese de proteínas (ex.: tetraciclinas, estreptomicina e cloranfenicol); (c) inibição da 

replicação de ácidos nucleicos e da transcrição (ex.: quinolonas) (d) dano à membrana 

plasmática (ex.: polimixina B e colistina); e (e) inibição da síntese de metabólitos 

essenciais (ex.: sulfonamidas e trimetoprima) (TORTORA et al., 2012).  

As bactérias possuem a capacidade de responder rapidamente e eficientemente à 

pressão seletiva imposta pelo uso de antimicrobianos (SCHWARZ; 

CHASLUS-DANCLA, 2001). A resistência aos antimicrobianos pode ser intrínseca ou 

adquirida. Na resistência intrínseca, os genes responsáveis pela resistência são 

naturalmente encontrados no DNA cromossomal e são, normalmente, associados à 

ausência ou inacessibilidade da estrutura alvo (ALEKSHUN; LEVY, 2007). Os genes 

envolvidos na resistência intrínseca são independentes da exposição anterior ao agente 

antimicrobiano e não podem ser transferidos horizontalmente (FAJARDO et al., 2008). 

Como exemplo clássico de mecanismo intrínseco, pode-se citar a membrana externa de 

bactérias Gram-negativas, que funciona como uma barreira para compostos 

hidrofóbicos e hidrofílicos (ALEKSHUN; LEVY, 2007). Outro exemplo são os 

sistemas de efluxo de Pseudomonas aeruginosa, que permitem a expulsão de diversas 

classes de antimicrobianos, que conseguem ingressar na célula bacteriana, para o seu 

exterior (LI; LIVERMORE; NIKAIDO, 1994; KOHLER et al., 1997).  

A resistência adquirida origina-se de mutações aleatórias ou pela aquisição de 

genes de resistência. Mutações aleatórias podem dar origem a características genéticas 

responsáveis pela sobrevivência e persistência frente a desafios. Contudo, ao contrário 

da aquisição de genes de resistência, a resistência adquirida através de mutações é um 

evento de baixa frequência (DAVIES, 1994). A rápida propagação da resistência entre 

populações bacterianas é resultado da transferência horizontal de elementos genéticos 

móveis, como plasmídeos, transposons e integrons, através dos processos de 

conjugação, transdução e transformação (SCHWARZ; CHASLUS-DANCLA, 2001).  

Os plasmídeos são elementos extracromossomais de replicação autônoma e 

capazes de coexistirem com outros elementos móveis, inclusive com outros plasmídeos, 

dentro da mesma célula bacteriana. Os genes transportados pelos plasmídeos podem ser 

múltiplos e não são necessários para o crescimento e multiplicação celular, mas podem 

codificar fenótipos fundamentais à sobrevivência em condições adversas, como 

resistência aos antimicrobianos e fatores de patogenicidade. Podem também carrear 

outros elementos móveis, ou ainda, serem integrados ao DNA cromossomal 

(SCHWARZ; CHASLUS-DANCLA, 2001).  
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Meervenne e colaboradores (2012) demonstraram que plasmídeos carreando 

múltiplos genes de resistência podem ser transferidos do ambiente para patógenos 

alimentares em elevadas taxas de transferência. Outros estudos tem demonstrado a 

prevalência de plasmídeos de incompatibilidade do grupo N (IncN) em Salmonella sp. e 

Escherichia coli, os quais são responsáveis pela disseminação de genes de β-lactamases 

de amplo espectro e de genes de resistência às quinolonas (GARCÍA-FERNÁNDEZ et 

al., 2008; CLOECKAERT et al., 2010; FOLSTER et al., 2010; TAUSOVA et al., 

2012).  

Os transposons também podem carrear genes de resistência. Entretanto, não 

possuem sistemas de replicação e precisam estar integrados no DNA cromossomal ou 

em plasmídeos (SCHWARZ; CHASLUS-DANCLA, 2001). Os transposons são 

segmentos de DNA capazes de se mover no cromossomo, ou de um cromossomo para 

plasmídeos e vice-versa, através da codificação de sequências de inserção, que possuem 

função de transposição dos elementos (ZAHA, 2012). Diversos exemplos ilustram a 

associação de transposons e plasmídeos. A presença dos transposons Tn1721, carreando 

o gene tet(A) de resistência à tetraciclina, e do Tn3, que contem o gene blaTEM de 

resistência à ampicilina, foi demonstrada em plasmídeos de isolados de Salmonella 

(PASQUALI et al., 2005). Em outro estudo, foi evidenciada a presença de um 

plasmídeo em S. Typhimurium, contendo múltiplos genes de resistência e que é 

derivado do transposon Tn2670 (CAIN & HALL, 2012). 

O integron é elemento genético capaz de captar e mobilizar genes localizados em 

cassetes gênicos, e consiste em: (a) um gene intI, que codifica a enzima integrase, 

responsável pela inserção e excisão de cassetes gênicos, (b) um sitio de recombinação 

attI, adjacente ao intI, que é o local de reconhecimento para a integrase, e (c) um 

promotor, responsável pela transcrição e expressão dos cassetes gênicos (HALL, 2012). 

Em Salmonella, a ilha genômica 1 de Salmonella (SGI-1, sigla em inglês), inclui um 

integron, denominado In104,   que carreia um grupo de genes de resistência (BOYD 

et al., 2002; DOUBLET et al., 2005). Esses genes, localizados no integron In104 

codificam resistência à ampicilina, cloranfenicol, florfenicol, estreptomicina, 

sulfonamidas e tetraciclina (BRIGGS & FRATAMICO, 1999). Este integron, por sua 

vez, está amplamente distribuído entre os sorovares de Salmonella, e já foi identificado 

em S. Derby (BOYD et al., 2002; DOUBLET et al., 2004; LEVINGS et al., 2005; 

AKIBA et al., 2006). 
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Entre os processos envolvidos na transferência dos elementos genéticos móveis, a 

conjugação é o processo mais comum. Plasmídeos e transposons conjugativos podem 

ser transferidos entre espécies, e mesmo entre gêneros bacterianos (SCHWARZ; 

KEHRENBERG; WALSH, 2001). Para que o processo de conjugação ocorra, o 

plasmídeo deve carrear genes de mobilização, para processamento do DNA, e genes que 

codifiquem um complexo acoplamento associado à membrana, que é responsável pela 

formação de um poro na parede bacteriana para a transferência do plasmídeo de uma 

célula doadora a uma célula receptora. Os plasmídeos que codificam o seu próprio 

conjunto de genes são denominados plasmídeos conjugativos. Pequenos plasmídeos não 

conjugativos podem ser mobilizados simultaneamente com outros plasmídeos 

conjugativos, sendo denominados plasmídeos mobilizáveis (SMILLIE et al., 2010).  

No processo de transdução, fragmentos de DNA são transportados de uma célula 

à outra por bacteriófagos. Durante o ciclo lisogênico dos bacteriófagos, segmentos de 

DNA bacteriano – inclusive genes de resistência contidos no DNA cromossomal ou em 

plasmídeos que estejam próximos ao sitio de integração – podem ser incorporados ao 

DNA viral e propagados com as partículas virais para novas células hospedeiras.  A 

transdução é um evento raro e é observado principalmente em bactérias da mesma 

espécie (SCHWARZ; CHASLUS-DANCLA, 2001). Schicklmaier e colaboradores 

(1998) demonstraram que uma grande parte dos isolados de Salmonella abrigam 

genomas de fagos, na forma de profagos. Em outro estudo, Schmieger & Schicklmaier 

(1999) demonstraram que, embora as taxas de transdução sejam muito baixas, o 

processo de transdução é capaz de transferir genes de resistência entre cepas de 

Salmonella.  

A transformação é um processo de captação de pequenos segmentos de DNA 

exógeno, sendo um mecanismo em potencial para adquirir genes de resistência ou de 

patogenicidade e de promover mudanças genéticas na célula receptora, também 

denominada célula competente (ZAHA, 2012). Este mecanismo possui um papel 

limitado na transferência de material genético in vivo, entretanto é o mecanismo de 

escolha para experimentos com transferência de plasmídeos in vitro (SCHWARZ; 

CHASLUS-DANCLA, 2001). Uma vez adquiridos, os genes de resistência passam a ser 

transmitidos verticalmente e, devido à alta taxa de reprodução das bactérias, toda uma 

população bacteriana pode tornar-se resistente em um curto espaço de tempo.  

Atestar que um isolado microbiano é resistente implica dizer que o mesmo não é 

inibido pelas concentrações normalmente utilizadas do agente antimicrobiano, e/ou 
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encontra-se na faixa em que mecanismos específicos de resistência são prováveis e que 

a eficácia não pode ser atestada em estudos clínicos. Os testes de suscetibilidade 

antimicrobiana são utilizados para avaliação quantitativa e/ou qualitativa da resposta 

in vitro de um organismo frente ao agente antimicrobiano, em níveis atingíveis, com as 

doses geralmente prescritas do antimicrobiano em análise, nos tecidos ou sangue (CLSI, 

2012). Esses testes devem ser realizados seguindo instruções claras e precisas e de 

acordo com procedimentos aceitos internacionalmente, como os padronizados pelo 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), The European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2014), British Society for Antimicrobial 

Chemotherapy (BSAC) (ANDREWS, 2009), entre outros.  

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana podem ser resumidos em: teste de 

disco-difusão, E-test, teste de diluição em ágar e testes de macro e microdiluição em 

caldo. Os critérios de interpretação são baseados em breakpoints de 

suscetilidade/resistência estabelecidos para um determinado antimicrobiano frente a um 

grupo bacteriano. O breakpoint é definido a partir de diversos fatores, como: regimes 

quimioterápicos e via de administração usual, indicações terapêuticas, dados de resposta 

clínica, farmacocinética e farmacodinâmica (BYWATER; SILLEY; SIMJEE, 2006). 

Excetuando o teste de disco-difusão, que tem caráter exclusivamente qualitativo, os 

outros testes mencionados fornecem a Concentração Mínima Inibitória (MIC, sigla em 

inglês) do antimicrobiano para o isolado bacteriano testado. Por definição, MIC é a 

menor concentração do antimicrobiano capaz de inibir o crescimento visível de um 

micro-organismo, em testes de suscetibilidade in vitro. O MIC, ao ser comparado com o 

breakpoint previamente estabelecido, pode categorizar o isolado em suscetível 

(associado ao sucesso terapêutico), intermediário (associado a um efeito terapêutico 

indeterminado ou incerto) ou resistente (associado a um risco elevado de insucesso na 

terapêutica) (KAHLMETER et al., 2003). O breakpoint tem caráter clínico e pode servir 

como guia para a terapêutica.  

Outro critério de interpretação, formulado pelo EUCAST, são os valores de 

cut-off  epidemiológicos (ECOFFs), que são utilizados para detectar e definir a 

resistência antimicrobiana e monitorar o desenvolvimento da resistência nas populações 

microbianas. Os ECOFFs são definidos a partir da distribuição dos valores de MIC em 

populações de micro-organismos sem mecanismo de resistência adquirida 

fenotipicamente detectável, denominadas populações-selvagens (WT, sigla para 

wild-type). Para definir os ECOFFs, é necessária a coleta de dados, que devem ser 
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analisados e, então, inseridos em um banco de dados disponibilizado gratuitamente na 

internet (http://mic.eucast.org/Eucast2/) (Figura 1). Para cada combinação de agente 

antimicrobiano e espécie microbiana, formam-se agregados dos dados coletados 

produzindo um banco de dados de referência internacional (KAHLMETER et al., 2003; 

EFSA, 2012). 

 

 

 

 

O desenvolvimento dos mecanismos de resistência nas populações microbianas é 

um processo evolutivo normal, porém acelerado devido à pressão seletiva exercida pelo 

uso generalizado de antimicrobianos. Na produção intensiva de suínos é comum a 

utilização de antimicrobianos para o controle de doenças, tanto no tratamento clínico 

como no profilático, e como promotores de crescimento. Este cenário proporciona 

condições favoráveis para a seleção e propagação da resistência, assim como a 

persistência de populações resistentes nestes ambientes (AARESTRUP, 2005).  

FIGURA 1 – Distribuição da população non-Wild Type (nWT) de referência 

para Salmonella sp. frente a ciprofloxacina (Disponível em: 

http://mic.eucast.org/Eucast2/). A distribuição foi baseada em dados de quatro 

fontes (2281 observações). O ECOFF (0,064 mg/L) preliminar é apresentado.  

http://mic.eucast.org/Eucast2/
http://mic.eucast.org/Eucast2/
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Os antimicrobianos utilizados como promotores de crescimento são administrados 

continuamente como suplemento alimentar em doses subterapêuticas. Os promotores de 

crescimento têm como finalidade aumentar a eficiência alimentar e o ganho de peso 

(GUARDABASSI; JENSEN; KRUSE, 2010). Os antimicrobianos mais utilizados para 

este propósito são as tetraciclinas, os macrolídeos e as penicilinas. As tetraciclinas e os 

β-lactâmicos não são utilizados como promotores de crescimento na União Europeia 

desde 1975 (SCHWARZ; CHASLUS-DANCLA, 2001). Apesar da diminuição 

significativa do uso de tetraciclina na produção de suínos na Dinamarca, a detecção de 

resistência à tetraciclina em isolados de Salmonella continua a aumentar, provavelmente 

pela propagação de clones resistentes (DANMAP, 2011). 

A utilização de antimicrobianos na produção de animais pode influenciar no 

aparecimento e no aumento de bactérias resistentes em humanos, através do contato 

direto ou indireto com os animais e com o consumo de alimentos de origem animal 

(PHILLIPS et al., 2004; MARSHALL; LEVY, 2011). Kerouanton e colaboradores 

(2013) demonstraram que havia similaridade nos perfis de macro-restrição por PFGE 

entre isolados de S. Derby originados de suínos, de carne suína e de humanos. O estudo 

também constatou que 79% dos isolados eram resistentes à tetraciclina e que somente 

15,5% dos isolados não apresentavam nenhuma resistência antimicrobiana.  

Em um estudo conduzido no Reino Unido (UK, sigla em inglês), entre 2003 e 

2005, Little e colaboradores (2008) encontraram uma prevalência de 2,4% de carnes 

vermelhas positivas para Salmonella sp. no varejo e em serviços de alimentação. Entre 

os isolados de carne suína, S. Typhimurium e S. Derby foram os sorovares mais 

frequentes e apresentaram resistência a pelo menos um dos doze antimicrobianos 

testados. Destes, tetraciclina teve a maior frequência de resistência, seguida por 

sulfonamida, estreptomicina, ampicilina e cloranfenicol. Em um estudo de comparação 

temporal e espacial entre isolados de Salmonella não-tifóides de humanos, de suínos e 

do ambiente de granjas, foi demonstrada maior frequência de resistência antimicrobiana 

e de padrões de resistência a múltiplas drogas em S. Typhimurium e S. Derby isolados 

de suínos. Ainda, foram encontrados perfis de macro-restrição por PFGE idênticos entre 

os isolados de S. Derby de suínos e de origem ambiental (KEELARA et al., 2014). 

O aumento da resistência frente aos antimicrobianos usualmente utilizados na 

produção animal deve ser analisado com precaução, dado o risco de disseminação de 

bactérias patogênicas resistentes aos humanos. Frente às inquietações ocasionadas pelo 

impacto na saúde pública, programas de monitoramento da resistência antimicrobiana e 
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utilização prudente de antimicrobianos como ferramenta de gestão são recomendações 

para a contenção primária da resistência antimicrobiana (WHO, 2001). 

 

2.3 Aderência bacteriana e formação de biofilmes 

 

A habilidade que alguns micro-organismos possuem de aderir às superfícies e 

formar agregados celulares complexos, denominados biofilmes, tem implicações diretas 

na persistência e sobrevivência no ambiente. Em especial, a formação de biofilmes nos 

estabelecimentos de processamento de alimentos, resultando na contaminação constante 

desses alimentos, proporciona um importante veículo de transmissão e infecção. Assim, 

os mecanismos celulares envolvidos na formação dos biofilmes devem ser estudados e 

discutidos, pois são alvos em potencial para intervenções e estratégias de controle 

nesses ambientes.  

Biofilmes são agregados de micro-organismos aderidos a uma superfície, 

geralmente sólida, e incorporados a uma matriz extracelular, que consiste em 

substâncias poliméricas extracelulares (EPS, sigla em inglês), produzidas pelas próprias 

células microbianas que compõem o biofilme. A matriz extracelular possui diversas 

funções, entre elas a formação de uma arquitetura tridimensional responsável pela 

agregação e interação entre as células microbianas, além de proporcionar coesão e 

estabilidade mecânica. Essa arquitetura dos biofilmes é composta por canais e poros, 

formados pela rede de polímeros, que permitem a difusão de nutrientes e oxigênio.  

Outra importante função é a barreira protetiva formada, que confere resistência e 

tolerância a vários agentes antimicrobianos e a desinfetantes. Ainda, as proteínas e 

polissacarídeos hidrofílicos que compõem a matriz são responsáveis pela retenção de 

água, que permite a formação de um microambiente altamente hidratado e tolerância à 

dessecação (FLEMMING; WINGENDER, 2010).  

Nos estabelecimentos de carnes e derivados, tantos os micro-organismos como as 

proteínas provenientes desses produtos são incorporados às superfícies dos 

equipamentos, formando um filme orgânico ou condicionado. Os micro-organismos 

biologicamente ativos que integram o filme condicionado podem, então, efetuar 

aderência inicial às superfícies, que é reversível e dependente do tipo de superfície 

envolvida (SHI; ZHU, 2009).  

O aço inoxidável é um dos materiais mais utilizados nos estabelecimentos de 

alimentos, por sua estabilidade físico-química e resistência à corrosão. Possui 
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característica hidrofílica, que é desejável no quesito inibição da aderência bacteriana. 

Superfícies com propriedades hidrofóbicas são mais suscetíveis à adesão de micro-

organismos, já que favorecem menor ângulo de contato entre as bactérias e a superfície 

(OLIVEIRA et al., 2001). Entretanto, de acordo com o acabamento e polimento final, 

que podem ocasionar rugosidades, a hidrofilicidade da superfície do aço inoxidável 

pode tornar-se heterogênea, proporcionando nichos para a adesão. Ainda, o uso e 

lavagens contínuas deste material podem formar fendas que servirão como abrigo e 

proteção contra a força de cisalhamento decorrente das lavagens dos equipamentos 

(SINDE; CARBALLO, 2000; SHI; ZHU, 2009). Diversos estudos demonstraram a 

capacidade de Salmonella em aderir e formar biofilmes em aço inoxidável e em outros 

materiais utilizados nos estabelecimentos de alimentos e, ainda, persistir e tolerar os 

processos de limpeza e desinfecção (JOSEPH, 2001; RAMESH et al, 2002; 

GIAOURIS; NYCHAS, 2006; MØRETRØ et al, 2009; OLIVEIRA et al., 2014). 

Outro material utilizado tanto em granjas como em abatedouros, indústrias de 

processamento de alimentos e em cozinhas, comerciais ou não, para a construção das 

tubulações, acessórios e superfícies de corte, é o cloreto de polivinil (PVC) 

(POMPERMAYER; GAYLARDE, 2000; STEENACKERS et al., 2012). Este material 

possui superfície hidrofóbica, que favorece a adesão bacteriana (OLIVEIRA et al., 

2001), e é similar ao poliestireno, material utilizado nas placas para cultivo in vitro. 

Assim como no caso do aço inoxidável, diversos estudos demonstram a adesão e 

formação de biofilmes de Salmonella em placas de poliestireno (STEPANOVIC et al., 

2003, 2004; MALCOVA et al., 2008; SEIXAS et al., 2014). Os sorovares Typhimurium 

e Enteritidis são os mais amplamente estudados, havendo poucos relatos da formação de 

biofilmes com isolados de Derby, os quais são representados em número 

consideravelmente menor quando comparados com Typhimurium e Enteritidis 

(MALCOVA et al., 2008; DÍEZ-GARCÍA; CAPITA; ALONSO-CALLEJA, 2012).  

O desenvolvimento dos biofilmes compreende a adesão inicial a uma superfície, 

seguida de formação de microcolônias e, por fim, revestimento das microcolônias por 

EPS, configurando um biofilme maduro (DAVEY; O'TOOLE, 2000). Na adesão inicial, 

também designada como adesão reversível, a interação entre bactérias e substrato é 

fraca e consiste em forças de van der Waals, forças eletrostáticas e interações 

hidrofóbicas. Durante a fase de adesão reversível, as bactérias aderidas são facilmente 

removidas pela aplicação de força de cisalhamento, obtida durante os processos de 

lavagem (CHMIELEWSKI; FRANK, 2003). A adesão reversível das células 
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bacterianas ocorre em questão de algumas horas e, tratando-se de estabelecimentos de 

alimentos, é praticamente impossível realizar a higienização correta em tempo de evitar 

esta primeira etapa de adesão (MEYER, 2003).  

Já a adesão irreversível, que resulta da ancoragem de apêndices celulares e da 

produção de EPS, pode ser evitada adotando os procedimentos operacionais 

padronizados (POP) para higienização de instalações, equipamentos e móveis. 

Entretanto, falhas nas etapas de higienização, tanto na limpeza como na desinfecção, 

podem ser decisivas para a formação de biofilmes irreversíveis. Os principais fatores de 

um programa de higienização efetivo são: (a) energia química, tanto dos detergentes 

como dos sanitizantes, que requerem concentrações e aplicações específicas; (b) energia 

mecânica, como jatos de pressão de água, escovações manuais ou automáticas, etc.; (c) 

temperatura, que afeta os efeitos químicos dos detergentes e sanitizantes e altera a 

remoção de gorduras e óleos; e (d) tempo requerido para o contato entre superfície e 

composto químico (GIBSON et al., 1999).  

Ainda, rugosidades e falhas nas superfícies dos equipamentos podem proteger os 

micro-organismos do processo de cisalhamento decorrente da lavagem. A produção da 

matriz extracelular – que cria uma barreira protetora contra situações adversas, inclusive 

contra a ação dos desinfetantes (SINDE; CARBALLO, 2000; JOSEPH et al., 2001; 

RAMESH et al., 2002; MØRETRØ et al., 2009; FLEMMING; WINGENDER, 2010) – 

e a presença de células sem crescimento ativo tornam o biofilme persistente no 

ambiente (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999; DUNNE, 2002). A 

persistência de Salmonella nos estabelecimentos de alimentos propicia a contaminação 

de alimentos e a transmissão a novos hospedeiros (WINFIELD; GROISMAN, 2003; 

WHITE et al., 2006). Em um estudo realizado em abatedouros de suínos, Salmonella foi 

isolada de amostras ambientais em alta frequência e pode ser isolada antes mesmo do 

inicio do abate, evidenciando a permanência de Salmonella no ambiente, equipamentos 

e facas.  No mesmo estudo, os sorovares predominantes foram Typhimurium e Derby 

(BOTTELDOORN et al., 2003). 

Entre os mecanismos celulares envolvidos na aderência de Salmonella nas 

superfícies, destaca-se a produção de fímbrias e de celulose. A fímbria fina agregativa 

(agf), também conhecida por fímbria curli (csg), é essencial para a aderência em 

superfícies bióticas e abióticas. Sua expressão é restrita a baixas temperaturas e à baixa 

osmolaridade do meio (AUSTIN, 1998; RÖMLING et al., 1998a, 1998b), e dependente 

de outros fatores externos, como tensão de oxigênio e privação de nutrientes 
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(GERSTEL; RÖMLING, 2001). A celulose é um componente estrutural que promove 

estabilidade ao agregado de células aderidas, fortalecendo a adesão. Sua expressão 

depende das mesmas condições que a fímbria curli, sugerindo a mesma via regulatória 

(RÖMLING et al., 1998b; ZOGAJ et al., 2001). A produção concomitante dessas duas 

estruturas forma uma matriz extracelular altamente inerte e hidrofóbica que promove 

uma ligação consolidada e irreversível (ZOGAJ et al., 2001; DUNNE, 2002).  

A expressão de fímbria curli e de celulose pode ser observada no cultivo em placa 

com meio contendo corante Vermelho Congo, que interage com ambas as estruturas e 

conduz à formação de colônias com superfície rugosa e seca, com margens onduladas e 

com coloração púrpura (RÖMLING, 2005). As morfologias observadas podem ser 

categorizadas conforme as características de colônia: Rdar (colônia vermelha, rugosa e 

seca), Pdar (colônia rosa, rugosa e seca), Bdar (colônias marrom, rugosa e seca) e Saw 

(colônia branca e mucoide). A morfologia Rdar ocorre pela expressão tanto de celulose 

quanto fímbria curli, enquanto a Pdar decorre da produção isolada de celulose e a Bdar 

da fímbria curli. Na morfologia Saw, não há expressão de nenhuma das duas estruturas 

(RÖMLING et al., 1998a, 1998b; MALCOVA et al., 2008).  

A avaliação exclusiva da produção de celulose pode ser obtida quando em cultivo 

em ágar ou em caldo adicionados de Calcofluor, que se liga naturalmente à celulose e, 

quando ligado, emite fluorescência visível sob luz UV 366 nm (RÖMLING et al., 2003; 

VESTBY et al., 2009). Outro método de avaliação fenotípica de biofilmes é através do 

cultivo em caldo, que resulta na formação de uma película de flutuação na interface ar-

líquido que bloqueia totalmente a superfície do caldo e que não pode ser dispersa por 

agitação (SOLANO et al., 2002), técnica utilizada para visualizar a formação de 

biofilme por Salmonella. Ainda, a avaliação qualitativa e quantitativa pode ser realizada 

em microplacas de 96 poços de fundo chato, no qual a densidade óptica do biofilme 

formado, tanto no fundo quanto nas paredes dos poços, é determinada por 

espectrofotometria (CHRISTENSEN et al., 1985; STEPANOVIC et al., 2000). 

A combinação de dois ou mais métodos de avaliação fenotípica de biofilmes deve 

ser considerada, visto que o crescimento de Salmonella em cultivo em placas é regulado 

de forma diferente do que quando em cultivo em caldo, devido a diferenças no 

fornecimento de nutrientes e oxigênio, proximidade das células, acúmulo de 

metabólitos, entre outros fatores (WANG et al., 2004).  

Diversos estudos de avaliação fenotípica têm demonstrado que de 60% a 90% dos 

isolados de Salmonella apresentam morfologia Rdar (SOLANO et al., 2002; 
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RÖMLING et al., 2003; MALCOVA et al., 2008; O’LEARY et al., 2013; SEIXAS 

et al., 2014). White e colaboradores (2006) demonstraram que isolados de Salmonella 

com morfologia Rdar possuem maior resistência à dessecação, tendo uma taxa de 

sobrevivência de 68% e de 9,7% quando em estocagem por três e nove meses, 

respectivamente. Em contraste, a taxa de sobrevivência foi de 6,2% e 0,27%, 

respectivamente, em cepas com deleção nos genes responsáveis pela produção de 

fímbria curli e celulose. No mesmo estudo, isolados Rdar sofreram redução de 1 a 2 

ciclos logarítmicos, quando submetidos à estocagem por três meses seguida de 

tratamento com hipoclorito de sódio a 60 ppm, enquanto cepas com deleção tiveram 

uma redução de pelo menos 6 logs. 

A habilidade de formar biofilmes pode ser um fator determinante para a 

persistência de Salmonella na cadeia produtiva de suínos. A higienização de superfícies 

em ambientes de produção de alimentos é afetada pelas propriedades de resistência a 

dessecação e a desinfetantes, conferida pelos biofilmes, implicando em falhas na 

higienização e conferindo persistência e contaminação de alimentos com micro-

organismos patogênicos presentes nos biofilmes.  

 

2.4 Tipagem molecular 

 

A tipagem molecular tem como objetivo determinar a relação genética entre 

micro-organismos previamente relacionados epidemiologicamente e fenotipicamente. 

Os métodos de tipagem molecular são fundamentais para o entendimento da 

epidemiologia das doenças, rastreamento de linhagens patogênicas, identificação de 

fontes de infecção e para o monitoramento e controle das doenças infecciosas 

(BELKUM et al., 2001; RANJBAR et al., 2014).  

Os métodos de tipagem molecular mais usualmente utilizados são baseados no 

DNA microbiano e podem envolver a análise do cromossomo total ou dos plasmídeos, 

utilização de enzimas de restrição, de forma a separar o DNA em fragmentos, e análise 

de polimorfismos genéticos (GILBERT, 2002). A escolha do método deve ser baseada 

em características de reprodutibilidade, poder discriminatório e facilidade de execução.  

Em Salmonella, o método de macro-restrição por PFGE permanece como padrão 

ouro (ANONYMOUS, 2009). Beutlich e colaboradores (2011) utilizaram métodos de 

tipagem molecular, incluindo PFGE, para investigar as propriedades moleculares e a 

relação epidemiológica entre isolados de Salmonella de origem humana, animal e de 
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alimentos. Da mesma forma, Kim e colaboradores (2011) puderam confirmar a relação 

epidemiológica entre isolados de Salmonella com mesmo perfil de resistência e 

Hendriksen e colaboradores (2012), também através de PFGE, confirmaram o mesmo 

perfil molecular de amostras de Salmonella Stanley isoladas de pacientes asiáticos e 

isoladas de pacientes europeus que haviam recentemente viajado para o sul da Ásia.  

Na cadeia produtiva de suínos, o método PFGE também pode ser utilizado para 

rastrear a origem de contaminação em carcaças de suínos e relacionar os isolados com 

fontes ambientais e animais (BOTTELDOORN et al., 2004). Giovannacci e 

colaboradores (2001) demonstraram, através de PFGE, concordância entre isolados de 

Salmonella Typhimurium e Derby de carcaças suínas e de ambiente ou de linfonodos 

mesentéricos do mesmo grupo amostrado.  

A relação epidemiológica entre isolados de suínos, de alimentos de origem suína e 

de infecções em humanos pode ser analisada através dos métodos de tipagem molecular. 

Hauser e colaboradores (2011) demonstraram, através de PFGE e de outros métodos 

moleculares, a frequência de um mesmo clone de Salmonella Derby entre isolados de 

suínos e de humanos na Alemanha. Da mesma forma, Valdezate e colaboradores (2005) 

puderam definir a diversidade genética de isolados de Salmonella Derby em diversas 

fontes da Espanha e puderam identificar dois clones intimamente relacionados, sendo 

um identificado em isolados de alimentos de origem suína e de humanos e o outro em 

isolados da cadeia produtiva de suínos.   

Outros métodos já foram propostos para tipagem molecular de Salmonella, como 

métodos primários e/ou como métodos auxiliares. Entre eles, pode-se citar a tipagem 

baseada em sequências multilocus (MLST, sigla em inglês) (TORPDAHL et al., 2005; 

PERRON; BELL; QUESSY, 2008), polimorfismo de tamanho de fragmentos 

amplificados (AFLP, sigla em inglês) (TORPDAHL et al., 2005), e PCR de elementos 

repetitivos (Rep-PCR) (RASSCHAERT et al., 2005), entre outros. Deve-se sempre 

considerar que a discriminação dos isolados é reforçada pela combinação de dois ou 

mais métodos de tipagem, incluindo os métodos fenotípicos, como perfil de resistência 

e outros. Assim, a escolha dos métodos para tipagem molecular deve discorrer das 

características próprias de cada método e do poder de complementaridade entre eles.  
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2.5 Salmonelose em Humanos 

 

A epidemiologia das infecções causadas por Salmonella varia conforme os 

sorovares envolvidos. Enquanto os sorovares Typhi e Paratyphi causam uma doença 

sistêmica grave e potencialmente fatal conhecida como febre tifoide, os sorovares não-

tifóides causam uma gastroenterite auto limitante de severidade leve a moderada. 

Entretanto, os sorovares não-tifóides podem ocasionar graves complicações pós-

infecção, incluindo septicemia, pneumonias, artrites e aneurismas (LOCHT; MØLBAK; 

KROGFELT, 2002; TERNHAG et al., 2008; KUHN et al., 2012).  

A gastroenterite aguda, ocasionada pela infecção por Salmonella não-tifóide, 

aparece dentro de 6 a 72 horas após a ingestão de água ou alimentos contaminados e 

inclui sintomas como diarreia, vômitos, dor abdominal e febre. O tratamento inclui 

reposição de fluidos e a antibacteriano-terapia não é indicada para gastroenterites leves 

a moderadas (HOHMANN, 2001).  Cerca de 5% dos indivíduos acometidos por 

Salmonella desenvolvem bacteremia. Os pacientes imunologicamente comprometidos 

são mais propensos a desenvolver bacteremia e infecções focais, que incluem 

meningites, artrite séptica, osteomielite, pneumonia, entre outros. Nesses casos, o 

tratamento antibacteriano pode ser indicado, juntamente com culturas de sangues 

adicionais (HOHMANN, 2001).  

Os principais veículos de Salmonella são os alimentos de origem animal, 

incluindo os alimentos de origem suína. Nos Estados Unidos, Salmonella é o segundo 

maior patógeno de origem alimentar e o maior patógeno atribuído a hospitalizações e a 

casos de óbito decorrentes de doenças transmitidas por alimentos (SCALLAN et al., 

2011), e a carne suína é um dos produtos mais propensos a causar doença, quando 

consideradas as taxas de consumo (CENTER FOR SCIENCE IN THE PUBLIC 

INTEREST, 2014). 

Na União Europeia, Salmonella é o segundo maior patógeno gastrointestinal de 

humanos e o suíno é a segunda maior fonte de salmonelose humana, com 43,8% dos 

casos atribuídos, sendo que Typhimurium, Enteretidis e Derby são os principais 

sorovares referidos a esta fonte (PIRES; KNEGT; HALD, 2011; EFSA, 2015). Na 

França, o sorovar Derby se classifica entre o terceiro e o quarto na prevalência entre os 

isolados humanos e está provavelmente relacionado com suínos (KEROUANTON et 

al., 2013). Na China, o sorovar Derby aparece como um dos principais isolados de 

salmoneloses humanas (XIA et al., 2009; KE et al., 2014).  
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No Brasil, a vigilância epidemiológica das doenças transmitidas por alimentos 

(VE-DTA) iniciou-se em 1999. De 2000 a 2014, a VE-DTA recebeu notificação de 

9.719 surtos, com 192.803 doentes e 1.948.144 expostos. O agente etiológico mais 

frequente foi Salmonella sp., presente em 38,2% dos surtos identificados. Os alimentos 

mistos foram o principal veículo de transmissão, sendo causa de 30,6% dos surtos. Os 

alimentos de origem suína foram causa de 4,3% dos surtos. Deve-se levar em conta, 

ainda, que 43% dos alimentos envolvidos não foram identificados (BRASIL, 2014).  

 

2.6 Contaminação da Cadeia Produtiva de Suínos por Salmonella 

 

A contaminação por Salmonella está presente em diferentes fases da cadeia de 

produção da carne suína e pode originar-se de qualquer ponto, desde a alimentação dos 

animais nas granjas, nas próprias granjas, durante os processos do abate, durante a 

produção e processamento dos produtos e subprodutos suínos, na comercialização de 

carne suína crua e de subprodutos e no decorrer da preparação dos alimentos na casa 

dos consumidores e nos serviços de alimentação (LO FO WONG et al., 2002).  

Suínos podem ser infectados por praticamente todos os sorovares de Salmonella, 

entretanto a infecção raramente causa doença, com exceção do sorovar Choleraesuis, 

que pode causar septicemia e infecção sistêmica com alta mortalidade, e do sorovar 

Typhimurium, que pode causar diarreia e infecção sistêmica com mortalidade 

tipicamente baixa (BARROW et al., 2010; CARLSON; BARNHILL; GRIFFITH, 

2012). A infecção pelos demais sorovares resulta em diarreia branda ou em infecções 

subclínicas e, em ambos os casos, os suínos infectados podem tornar-se portadores, 

persistindo nesse estado por pelo menos três semanas após a infecção (FEDORKA-

CRAY et al., 1994). O sorovar Derby é fortemente adaptado aos suínos, sendo o 

segundo sorovar de maior prevalência nessa espécie, após S. Typhimurium 

(GIOVANNACCI et al., 2001; EFSA, 2008a; MATIASOVIC et al., 2014). 

A ração pode ser considerada a principal fonte de introdução de Salmonella em 

regiões de baixa prevalência, e pode ter importância discutível em regiões de elevada 

prevalência (EFSA, 2008b).  Outra importante fonte de introdução é a entrada de 

animais portadores de Salmonella, que contaminam o ambiente e, subsequentemente, os 

animais. Ainda, os processos de higienização, quando seguidos os critérios, minimizam 

o mecanismo de transmissão fecal-oral e diminuem a pressão da infecção (LO FO 

WONG et al., 2004; VAN DER GAAG, 2004; KICH et al., 2005). Deve-se considerar, 
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ainda, que muitas granjas possuem sua própria microbiota de Salmonella, e que esta só 

pode ser desfeita com controles rígidos de higienização e de biosseguridade (BERENDS 

et al., 1998). 

O risco de contaminação durante o processo de abate, tanto do produto final 

quanto dos equipamentos e do espaço físico do abatedouro, é consideravelmente maior 

quanto maior for o total de suínos carreando Salmonella nos abatedouros. A frequência 

de isolamento de Salmonella previamente ou durante o abate também é maior, quando 

comparada com a frequência de isolamento nas granjas (HURD et al., 2002, 2003; 

FOSSE et al., 2008).  A razão dessa diferença pode ser explicada, em parte, pelo 

estresse causado pela privação de alimentos e pelo transporte, que aumenta a excreção 

fecal de Salmonella, proporciona a reativação da excreção por portadores latentes e 

aumenta a suscetibilidade a novas infecções (BERENDS et al., 1996; SEIDLER et al., 

2001; MOREIRA et al., 2010; VERBRUGGHE et al., 2012).  

Outro agravante é o tempo de espera pré-abate, no qual pocilgas contaminadas 

podem ser importantes fontes de infecção (ROSTAGNO et al., 2001; DE BUSSER 

et al., 2011). Alguns cuidados durante o tempo de espera pré-abate podem minimizar o 

risco de infecção, como higienização correta das pocilgas, tempo de jejum mínimo de 

12 horas e máximo de 18 horas, e redução do tempo de espera para 2 a 4 horas 

(LUDTKE et al., 2010). Hurd e colaboradores (2002) demonstraram que grande parte 

das infecções detectadas após a saída dos animais das granjas não é devido à reativação 

de portadores latentes, e sim a novas infecções que ocorreram durante o transporte ou 

durante a espera pré-abate.  

No processo de abate, as carcaças podem ser contaminadas direta ou 

indiretamente, por intermédio de suínos carreando Salmonella no conteúdo 

gastrointestinal, ou mesmo na pele, ou por equipamentos e utensílios contaminados 

(BOTTELDOORN et al., 2003; EFSA, 2011; DE BUSSER et al., 2013). Alguns 

aspectos técnicos podem favorecer ou reduzir a contaminação cruzada durante o 

processo de abate. A depilação, o polimento e a evisceração são etapas que podem levar 

a um aumento da contaminação, enquanto que o chamuscamento e a escalda diminuem 

significativamente (BERENDS et al., 1997, BOLTON et al., 2002). Bolton e 

colaboradores (2002) demonstraram que a lavagem pré-abate e a lavagem final da 

carcaça não são capazes de alterar a contagem de bactérias viáveis na pele e na carcaça, 

respectivamente.  



37 
 

Segundo Berends e colaboradores (1997), a evisceração contribui em 55% a 90% 

das contaminações das carcaças por Salmonella e os equipamentos utilizados durante o 

polimento contribuem em 5% a 15%. O tanque de escaldagem e a serra utilizada na 

divisão das carcaças devem receber igual atenção, por serem possíveis fontes de 

contaminação (DE BUSSER et al., 2011). Em um estudo de prevalência de Salmonella 

em suínos durante o abate e em amostras do ambiente de diferentes abatedouros, 

Batteldoorn e colaboradores (2003) demonstraram que as amostras ambientais foram 

positivas para Salmonella em uma frequência de 92% a 100%, com flutuação de 33% a 

75% entre os abatedouros analisados. Amostras de facas e outros equipamentos também 

foram positivos para Salmonella. 

Diversos estudos objetivam avaliar a prevalência de Salmonella nos abatedouros, 

a partir de amostras das carcaças, de fezes, do ambiente, entre outras. No Brasil, os 

estudos de prevalência e de frequência de isolamento de Salmonella concentram-se na 

região sul e possuem valores variáveis. Kich e colaboradores (2011) encontraram uma 

prevalência de 24% em carcaças e de 67% em linfonodos de suínos abatidos em Santa 

Catarina. Em outro estudo, realizado em abatedouros de suínos no Rio Grande do Sul, 

Bessa e colaboradores (2004) constataram prevalência de 55,6% de Salmonella, sendo 

que as prevalências dos linfonodos e das fezes foram de 17,6% e de 18,3%, 

respectivamente. Ainda no Rio Grande do Sul, foi demonstrada prevalência de 83,3% 

em amostras de linfonodos, tonsilas e conteúdo intestinal (CASTAGNA et al., 2004) e 

frequência de isolamento de Salmonella variando entre 62,5% e 85,0% em amostras de 

linfonodos (SCHWARZ et al., 2009). Estudos de prevalência e de frequência de 

isolamento em outros estados do Brasil são escassos. Silva e colaboradores (2009) 

demonstraram prevalência de 16,6% em amostras de linfonodos e tonsilas de suínos 

abatidos no Mato Grosso do Sul. Nos estudos mencionados, o sorovar Derby tem se 

conservado entre os principais sorovares isolados de carcaças, linfonodos e fezes de 

suínos.  

As carcaças contaminadas por Salmonella na linha final do abate podem 

contaminar todas as fases subsequentes ao abate. Nas salas de corte e desossa, as taxas 

de contaminação são similares às encontradas nos processos finais do abate 

(DELHALLE et al., 2009). Segundo Lo Fo Wong e colaboradores (2002), os fatores 

que influenciam a qualidade microbiológica dos cortes de carnes são: manuseio da 

matéria-prima, tempo e temperatura. O adequado manuseio da matéria-prima é capaz de 

diminuir a contaminação cruzada entre os produtos. Já o abuso no tempo e na 
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temperatura proporciona a multiplicação e sobrevivência de micro-organismos 

patogênicos nos cortes cárneos. Se a temperatura da estocagem e do transporte dos 

produtos finais se mantiver abaixo de 6ºC, o crescimento de Salmonella é mínimo (LO 

FO WONG et al., 2002).  

No estudo de Delhalle e colaboradores (2009), foi constatado alto nível de 

contaminação por Salmonella em apenas alguns dos cortes cárneos amostrados. 

Entretanto, durante o processo de moagem da carne há mistura dos cortes, que resulta na 

disseminação da Salmonella na carne moída. Nas diferentes etapas do processamento da 

carne crua, e mesmo durante a venda a varejo, há mistura de lotes de diferentes origens, 

proporcionando oportunidade para contaminação cruzada e propagação de micro-

organismos patogênicos (LO FO WONG et al., 2002). A prevalência de Salmonella nos 

cortes de carnes suínas é bastante variável. Prendergast e colaboradores (2008) 

demonstraram prevalência de 3,3% em carnes suínas e constataram alta variabilidade 

durante as visitas realizadas, com variação de 0% até 31,7%. No mesmo estudo, foi 

demonstrada predominância dos sorovares Typhimurium e Derby, sendo condizente 

com os sorovares predominantemente isolados durante o abate em diversos estudos. 

Outros estudos apontam prevalência de Salmonella de 3,3% e 4,2% em cortes de carne 

suína (ZHAO et al., 2001; HANSEN; CHRISTENSEN; AABO, 2010). Hansen e 

colaboradores (2010) demonstraram ainda prevalência de Salmonella de 8,1% e de 

2,6% em cortes de carne suína obtidos de açougues e de supermercados, 

respectivamente. 

Da mesma forma, a qualidade microbiológica dos produtos suínos tipo frescal é 

dependente da inocuidade da matéria-prima. Em um estudo realizado por Castagna e 

colaboradores (2004), foi evidenciada prevalência média de 83,3% de suínos portadores 

de Salmonella e, em associação, prevalência média de 93,9% de Salmonella no produto 

final (massa para embutimento). Outros estudos demonstram prevalência de 11,8% 

(LOGUERCIO et al., 2002), 17,6% (GIOVANNINI et al., 2004), 24,4% (MÜRMANN 

et al., 2009) e 27% (SPRICIGO et al., 2008) em linguiças frescais suínas.  

Diversas medidas de controle foram propostas para a redução da contaminação 

cruzada durante a linha de abate e o processamento das carnes suínas. Algumas regras 

gerais são aceitas para a produção de alimentos livre de Salmonella, como higienização 

regular e controlada das pocilgas e dos caminhões de transporte, dos utensílios e 

equipamentos e do ambiente de produção; treinamento e conduta higiênica dos 

manipuladores de alimentos; e controle integrado de pragas (BERENDS et al., 1998). 
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Entretanto, estas medidas não são suficientes para redução eficiente da contaminação 

cruzada de Salmonella, sendo necessária a aplicação de medidas de controle nos pontos 

críticos já mencionados, como no transporte e nas pocilgas de espera, durante os 

diversos processos do abate e na manipulação das matérias-primas e dos produtos finais.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Isolados 

 

Foram recuperados 140 isolados de Salmonella enterica subsp. enterica sorovar 

Derby (S. Derby) pertencentes à coleção de culturas do Setor de Medicina Veterinária 

Preventiva-FAVET-UFRGS (TABELA 1). Os isolados analisados são provenientes de 

amostras coletadas em matadouros-frigoríficos de suínos localizados nos Estados de 

Santa Catarina (SC) e do Rio Grande do Sul (RS) e de produtos de origem suína obtidas 

em supermercados e açougues da cidade de Porto Alegre (RS).  

 

TABELA 1 – Isolados de Salmonella Derby analisados no presente estudo.  

Grupo 

amostral 
Material de origem 

Nº de 

Isolados 

Período da 

coleta 
Referência 

1 
Linfonodo mesentérico 12 

1999 – 2000 
BESSA; COSTA; 

CARDOSO, 2004 Fragmento do intestino 12 

2 

Linfonodos 

submandibulares e tonsilas 
13 

2001 – 2002 
FERRAZ et al., 2004a 

Conteúdo intestinal 4 FERRAZ et al., 2004b 

Massa para embutimento 7 

3 Linfonodo mesentérico 28 2005 SCHWARZ et al., 2011 

4 Lingüiça frescal suína 9 2005 
MÜRMANN; SANTOS; 

CARDOSO, 2009 

5 

Carcaça de suíno 21 

2007 – 2009 SILVA et al., 2012 Conteúdo Intestinal 10 

Baias de espera 2 

Piso evisceração 1 

6 

Carcaça de suíno 16 

2010 PISSETTI et al., 2012 Mesa de miúdos 2 

Baias de espera 3 

 Total 140   

 

3.2 Concentração Mínima Inibitória (MIC) de antimicrobianos 

 

A concentração mínima inibitória (MIC) foi determinada pelo Método de 

Microdiluição em Caldo, como preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards 
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Institute (CLSI, 2012; CLSI, 2013), em placas de 96 poços de fundo chato (SPL Life 

Science, Coréia). 

Os seguintes antimicrobianos foram utilizados: ácido nalidíxico (Sigma-Aldrich, 

EUA), ampicilina (Sigma-Aldrich, EUA), cefotaxima (Sigma-Aldrich, EUA), 

ceftazidima (Sigma-Aldrich, EUA), ciprofloxacina (Sigma-Aldrich, EUA), colistina 

(European Pharmacopeia, Reino Unido), estreptomicina (Carl Roch, Alemanha), 

florfenicol (Sigma-Aldrich, EUA), gentamicina (Sigma-Aldrich, EUA) e tetraciclina 

(Sigma-Aldrich, EUA).    

A escolha do conjunto de antimicrobianos testados, do intervalo de concentrações 

testadas e dos valores de ECOFF e de breakpoint utilizados na interpretação dos 

resultados foi realizada de acordo com as recomendações do EUCAST (EFSA, 2012). 

Na ausência dos critérios interpretativos do EUCAST, os valores de breakpoints do 

CLSI foram adotados (CLSI, 2013) (TABELA 2). A cepa Escherichia coli ATCC 

25922 foi utilizada como controle de qualidade para todos os testes realizados. Para fins 

de avaliação dos isolados, os valores de ECOFF foram utilizados, enquanto que os 

valores de breakpoint foram adotados para estabelecer o perfil fenotípico de resistência 

antimicrobiana.  

Para preparação das soluções estoque, foram adotados os solventes e diluentes 

recomendados pelo CLSI (2013), ou conforme instruções dos fabricantes. As 

concentrações das soluções estoque foram equivalentes a dez vezes a concentração mais 

alta a ser testada e de pelo menos 1000 mg/L. Após completa homogeneização, as 

soluções estoque foram fracionadas em volumes de um a cinco mililitros, 

acondicionadas em tubos de ensaio e armazenadas a -20ºC até a utilização. Como 

exceção, a solução estoque de ceftazidima foi utilizada imediatamente após o preparo, 

em cada dia de teste, pois não pode ser estocada por um período superior a seis horas. 

As concentrações dos antimicrobianos foram obtidas através de diluições seriadas das 

soluções estoque, em caldo Mueller Hinton cátion ajustado (CAMBH) (Fluka, EUA). 

O caldo CAMBH, já acrescido de antimicrobiano, foi distribuído em ordem 

crescente de concentração nos poços, com um volume final de 90 μL. Após, 

adicionou-se os isolados a serem testados em uma concentração de 5 x 10
4
 Unidades 

Formadoras de Colônia (UFC)  por poço. Para obtenção da concentração final de cada 

isolado, foram utilizadas culturas de 18 horas e, a partir destas, os isolados foram 

ajustados até turvação equivalente a 0,5 da escala de MacFarland – correspondente a 

1  x 10
8
 UFC. Após, foi realizada diluição 1:20 para atingir uma concentração de 
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5 x 10
6
 UFC e, desta, foram transferidos 10 μL para os poços contendo 90 μL de caldo 

CAMBH já acrescido de antimicrobiano, resultando em concentração final de 5 x 10
5
 

UFC por mililitro, ou ainda, 5 x 10
4
 UFC por poço (FIGURA 2).  

 

TABELA 2 – Antimicrobianos testados, intervalo das concentrações e valores de 

ECOFF e de breakpoint. 

Antimicrobianos Concentrações (mg/L) ECOFF (mg/L)
 a
 Breakpoint (mg/L) 

Ácido nalidíxido 1-128 > 16 > 16 
c
 

Ampicilina 0,5-128 > 8 > 8 
b
 

Cefotaxima 0,015-4 > 0,5 > 2 
b
 

Ceftazidima 0,06-8 > 2 > 4 
b
 

Ciprofloxacina 0,008-16 > 0,064 > 1 
b
 

Colistina 0,12-16 > 2 > 2 
b
 

Estreptomicina 1-128 > 16 > 32 
e
 

Florfenicol 2-256 > 16 > 16 
d
 

Gentamicina 0,25-32 > 2 > 4 
b
 

Tetraciclina 0,5-128 > 8 > 8
 c
 

a
 Fonte: http://mic.eucast.org/Eucast2/ 

b
 EFSA, 2012 

c
 CLSI, 2013 

d
 CLSI, 2008 

e
 Fonte: 

http://www.ars.usda.gov/SP2UserFiles/Place/60400520/NARMS/ABXSalm.pdf 

 

Após, as placas foram seladas com parafilme e incubadas a 35±2ºC por 16-20 

horas. As placas foram examinadas sob um fundo escuro e a menor concentração de um 

dado antimicrobiano na qual não pode ser observado crescimento bacteriano foi 

considerada a Concentração Mínima Inibitória (MIC) do antimicrobiano para o isolado 

testado.  

O isolado em teste foi inoculado em CAMBH sem antimicrobiano, para certificar 

a capacidade de crescimento bacteriano (controle positivo). Como controle negativo, 

poços da placa de teste foram preenchidos com 100 μL de CAMBH sem antimicrobiano 

e sem inóculo. Em cada placa, a cepa Escherichia coli ATCC 25922 foi inoculada como 

controle de qualidade do teste.   

http://mic.eucast.org/Eucast2/
http://www.ars.usda.gov/SP2UserFiles/Place/60400520/NARMS/ABXSalm.pdf
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Periodicamente, a contagem em placa das suspensões da cepa Escherichia coli 

ATCC 25922 foi realizada. Para tanto, 10 μL do poço controle positivo foram 

inoculados em 10 mL de salina e, desta, 100 μL foram espalhados pela técnica de 

spread plate em TSA e incubados a 35±2ºC por 18-24 horas. A contagem de 20 a 80 

colônias, correspondendo a 2 a 8 x 10
5
 UFC por mililitro, garantia que a correta diluição 

dos micro-organismos estava sendo realizada. 

 

FIGURA 2 – Esquema dos procedimentos adotados para determinação da 

Concentração Mínima Inibitória (MIC) de antimicrobianos para isolados de Salmonella 

Derby. 

 

3.3 Detecção fenotípica de fímbria curli e celulose pelos isolados de Salmonella 

Derby 

 

A detecção da expressão fenotípica de fímbria curli e de celulose foi avaliada pelo 

cultivo dos isolados em placas contendo caldo Luria com 0,5% de NaCl (LB low salt) 

acrescido de 1,6% de ágar bacteriológico (HiMedia Laboratories, India), 40 μg/mL de 

Vermelho Congo (Sigma-Aldrich, EUA) e 20 μg/mL de corante Brilliant Blue G 



44 
 

(Sigma-Aldrich, EUA). A detecção fenotípica de celulose também foi avaliada em 

placas contendo caldo LB low salt suplementado com 1,6% de ágar bacteriológico 

(HiMedia Laboratories, India) e 50 μM de Fluorescent Brightener 28 (Sigma-Aldrich, 

EUA), o qual emite fluorescência visível sob luz UV 366 nm quando está ligado à 

celulose. 

Os testes foram conduzidos tanto pela incubação das culturas a 37ºC por 24 horas 

quanto a 28ºC por 48 e 96 horas (RÖMLING et al., 2003; MALCOVA et al., 2008), a 

fim de observar a influência da temperatura de incubação na expressão das estruturas 

analisadas. Todos os ensaios, em ambas as temperaturas, foram realizados em duplicata 

e repetidos por pelo menos três vezes.  

As morfologias das colônias observadas foram categorizadas como: Rdar (colônia 

vermelha, rugosa e seca), Pdar (colônia rosa, rugosa e seca), Bdar (colônia marrom, 

rugosa e seca) e Saw (colônia branca e mucoide). A morfologia Rdar significa que 

houve a expressão tanto de celulose quanto de fímbria curli; Pdar resulta da expressão 

de celulose e Bdar de fímbria curli isoladamente. Quando ocorre a morfologia Saw, não 

houve expressão de celulose ou fímbria curli. As cepas Salmonella Typhimurium 

ATCC 14028 e Salmonella Enteritidis ATCC 13076 foram utilizadas como controle 

para a morfologia Rdar e para a morfologia Saw, respectivamente.  

 

3.4 Formação de película na interface ar-líquido pelos isolados de Salmonella 

Derby 

 

A avaliação da formação de biofilme na interface ar-líquido foi realizada através 

da inoculação de culturas de 18 horas em caldo Luria convencional (LB) (Acumedia 

Manufactures, EUA) e em LB low salt (Sigma-Aldrich, EUA), em tubos de ensaio de 

vidro. As diferentes concentrações de NaCl dos caldos utilizados foram empregadas 

para analisar a influência da osmolaridade na formação de película. Os caldos 

inoculados foram incubados a 25ºC por 96 horas (SOLANO et al., 2002). A formação 

de biofilme foi considerada positiva quando uma película na interface ar-caldo, com 

bloqueio total da superfície do caldo, e que não podia ser dispersa por agitação, foi 

formada. Todos os ensaios foram realizados em três repetições. As cepas Salmonella 

Typhimurium ATCC 14028 e Salmonella Enteritidis ATCC 13076 foram utilizadas 

como controle positivo e negativo, respectivamente.  
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3.5 Quantificação da adesão dos isolados de Salmonella Derby em placas de 

poliestireno 

 

O ensaio foi realizado em placas de microtitulação de poliestireno de 96 poços de 

fundo chato (Techno Plastic Products, Alemanha), contendo 230 μL de caldo Soja 

Triptona sem glicose (TSB sem glicose) (Becton Dickinson & Company, EUA). Em 

cada poço foram inoculados 20 μL de uma cultura de 18 horas, de cada isolado, ajustada 

até turvação equivalente a 0,5 da escala de MacFarland. O controle negativo era 

constituído por poços contendo apenas TSB sem glicose. As cepas Staphylococcus 

epidermidis ATCC 35984 e Salmonella Typhimurium ATCC 14028 foram utilizadas 

como controle positivo para a produção de biofilme e a cepa Salmonella Enteritidis 

ATCC 13076 como controle negativo para a produção de biofilme. O teste de cada 

isolado foi realizado em triplicata e repetido pelo menos três vezes. Os ensaios foram 

conduzidos tanto pela incubação das placas a 37ºC por 24 horas quanto a 28ºC por 96 

horas (STEPANOVIC et al., 2004).  

Após incubação, em ambas as temperaturas, os poços foram esvaziados com 

auxílio de pipeta automática e lavados com água destilada por três vezes. Durante o 

processo de lavagem, as microplacas foram vigorosamente agitadas para remoção de 

todas as células não aderidas. As células remanescentes foram fixadas com 250 μL de 

Metanol 99% e, após 15 minutos, os poços foram esvaziados e deixados secar. As 

microplacas foram coradas com 250 μL de Solução Cristal Violeta de Hucker a 2% 

durante cinco minutos. O excesso de corante foi removido com lavagens com água 

destilada. Para a leitura e quantificação, os poços foram preenchidos com 250 μL de 

Ácido Acético Glacial 33% (v/v) e a densidade óptica (OD) lida em comprimento de 

onda de 570 nm em espectrofotômetro Strip Reader (Modelo EL301) (BioTek, EUA). 

Para cada microplaca, o ponto de corte (ODc) foi definido como três desvios-

padrão acima da média de OD dos controles negativos. Os isolados testados foram 

classificados em quatro categorias: O.D. ≤ O.D.c = não produtor de biofilme; O.D.c < 

O.D. ≤ (2x O.D.c) = fraco produtor de biofilme; (2x O.D.c) < O.D. ≤ (4x O.D.c) = 

moderado produtor de biofilme; e (4x O.D.c) < O.D. = forte produtor de biofilme. 
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3.6 Macro-restrição e eletroforese em campo pulsado (PFGE) 

 

A partir da avaliação dos perfis fenotípicos de formação de biofilme e de 

resistência antimicrobiana, isolados de Salmonella Derby foram selecionados para 

macro-restrição do DNA total e eletroforese em campo pulsado (PFGE), realizadas 

conforme protocolo do PulseNet (CDC, 2013). Após obtenção de culturas de 18 horas 

em ágar TSA, foram preparadas – para cada um dos isolados selecionados – suspensões 

bacterianas em Tampão de Suspensão Celular (100 mM Tris: 100 mM EDTA, pH 8,0). 

O ajuste da concentração de micro-organismos foi realizado conforme instruções do 

protocolo do PulseNet, através da leitura em espectrofotômetro, em comprimento de 

onda de 610 nm, e ajuste para densidade óptica entre 0,8-1,0.  

Após, 400 µL da suspensão bacteriana foram transferidos para novos microtubos, 

os quais foram incubados em banho-maria a 54-55ºC, e foram adicionados 20 µL de 

Proteinase K (20 mg/mL) e 400 µL de solução agarose 1%, previamente mantidos em 

banho-maria a 54-55ºC. As suspensões, já com os acréscimos, foram cuidadosamente 

homogeneizadas e rapidamente inoculadas em moldes próprios para formação de blocos 

de agarose, os quais foram mantidos em temperatura ambiente por 15 minutos para 

completa solidificação. Para promover a lise celular, os moldes de agarose foram 

inseridos em tubos de Falcon contendo 5 mL de Tampão de Lise Celular (50 mM Tris: 

50 mM EDTA, pH 8,0 + 1% sarcosyl) e 20 µL de Proteinase K (20 mg/mL) e incubados 

em banho-maria a 54-55ºC por duas horas.  

Após a lise celular, os blocos de agarose foram lavados duas vezes com água 

Milli-Q e três vezes com Tampão TE (10 mM Tris: 1 mM EDTA, pH 8,0). Para cada 

lavagem, os blocos eram imersos nas soluções de lavagem (água Milli-Q ou Tampão 

TE) e incubados em banho-maria a 54-55ºC por 10 minutos. Os blocos de agarose 

foram então transferidos para microtubos contendo 1 mL de Tampão TE e mantidos a 

4ºC até a utilização.  

A extração do DNA total foi realizada nos blocos de agarose previamente 

preparados, os quais foram submetidos à digestão com a enzima XbaI (Thermo 

Scientifics, EUA). Como referência para o tamanho dos fragmentos gerados, foi 

utilizada a cepa Salmonella Braenderup H9812, para a qual foram realizadas as mesmas 

etapas da preparação dos blocos e digestão enzimática (macro-restrição).  

A eletroforese foi realizada no sistema CHEF DR-II (Bio-Red Laboratories, 

EUA), seguindo os seguintes parâmetros: pulso inicial de 2,2 segundos e final de 63,8 
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segundos, gradiente de voltagem de 6 V/cm, tempo de corrida de 19-20 horas e 

manutenção da temperatura em 14ºC. Após, os géis foram corados em solução de 

brometo de etídio (1 µg/mL) e foto-documentados pelo sistema Kodak Gel Logic 2200.  

Os perfis de macro-restrição foram analisados no software GelCompare II 

(Applied Maths, Bélgica). O coeficiente de Dice foi utilizado para determinar a 

similaridade entre os perfis analisados, considerando tolerância de 1% para a posição 

das bandas e optimização de 1%. O dendrograma foi construído pelo método de 

agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). 

Isolados com uma banda de diferença foram considerados como pertencentes a 

diferentes pulsotipos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 
 

4 RESULTADOS 

 

4.1 Concentração Mínima Inibitória (MIC) de antimicrobianos 

 

Para todos os testes realizados, a cepa Escherichia coli ATCC 25922 apresentou 

valores de MIC dentro dos parâmetros estabelecidos pelo CLSI (Tabela 4A – CLSI, 

2013). Ainda, em todas as contagens em placa das suspensões da cepa Escherichia coli 

ATCC 25922 realizadas, foi certificada a concentração de 2 a 8 x 10
5
 UFC por mililitro 

e, consequentemente, garantida a correta diluição dos micro-organismos.  

A distribuição da Concentração Mínima Inibitória (MIC) revelou maiores valores 

de MIC50 (concentração mínima capaz de inibir 50% dos isolados) e MIC90 

(concentração mínima capaz de inibir 90% dos isolados) para os antimicrobianos 

estreptomicina e tetraciclina, para os quais tanto o MIC50 e MIC90 ultrapassaram os 

valores de breakpoint e de ECOFF. O antimicrobiano colistina também obteve MIC90 

acima dos valores de breakpoint e de ECOFF. Os antimicrobianos cefotaxima e 

ciprofloxacina apresentaram os menores valores de MIC50 e MIC90 (TABELA 3).  

Os valores de breakpoint clínico foram utilizados para estabelecer os diferentes 

perfis fenotípicos dos isolados. Não houve resistência detectada para os antimicrobianos 

ceftaxima, ceftazidima, ciprofloxacina e gentamicina. Já para os antimicrobianos 

tetraciclina, estreptomicina, colistina, ácido nalidíxico, ampicilina e florfenicol, foi 

detectada resistência em 106 (75,7%), 54 (38,6%), 16 (11,4%), 13 (9,3%), 8 (5,7%) e 1 

(0,7%) isolados, respectivamente. Entre os isolados, 26 (18,6%) foram suscetíveis a 

todos os antimicrobianos analisados e 12 (8,6%) foram resistentes a três ou mais 

antimicrobianos de classes distintas, sendo então considerados multi-resistentes. Os 

valores de ECOFF também foram utilizados para avaliação dos isolados (TABELA 3), 

para os quais foram observadas as mesmas frequências de isolados resistentes e nWT, 

exceto para cefotaxima e estreptomicina, para os quais 0,7% e 70% dos isolados foram 

classificados como nWT, respectivamente.  
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TABELA 3 – Resultado da Concentração Mínima Inibitória (MIC) dos isolados de Salmonella Derby frente aos diferentes antimicrobianos 

avaliados.  

ATM 
a
 

Frequência (%) de isolados com MIC (mg/L) igual a: MIC50 MIC90 nWT 
b
 R 

c
 

0,008 0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 >256 (mg/L) (mg/L) (%) (%) 

NAL - - - - - - - 0 0 52,1 38,6 0,0 5,0 3,6 0,7 0 - 4 8 9,3 9,3 

AMP - - - - - - 1,4 70,7 15,7 6,4 0 0 0 0 0,7 5,0 - 1 4 5,7 5,7 

CTX - 0 0,7 17,9 66,4 13,6 0,7 0,7 0 0 - - - - - - - 0,125 0,25 0,7 0 

CTZ - - - 0 2,9 18,6 65,7 12,1 0,7 0 0 - - - - - - 0,5 1 0 0 

CIP 58,6 32,9 8,6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - - - - - 0,008 0,015 0 0 

CL - - - - 0 0 0 13,6 75,0 11,4 0 0 - - - - - 2 4 11,4 11,4 

STR - - - - - - - 0 0 0 0,7 29,3 31,4 3,6 10,0 24,3 0,7 32 256 70,0 38,6 

FLF - - - - - - - - 0 50,0 48,6 0,7 0 0 0 0 0,7 4 8 0,7 0,7 

GEN - - - - - 0,7 80,0 19,3 0 0 0 0 0 - - - - 0,5 1 0 0 

TET - - - - - - 0 22,1 2,1 0 0 0 0 27,1 7,1 41,4 - 64 256 75,7 75,7 

a
 Antimicrobianos (ATM) avaliados: ácido nalidíxico (NAL), ampicilina (AMP), ceftaxima (CTX), ceftazidima (CTZ), ciprofloxacina (CIP), 

colistina (CL), estreptomicina (STR), florfenicol (FLF), gentamicina (GEN) e tetraciclina (TET).  
b
 Isolados non-wild type (nWT), conforme valores ECOFF. 

c
 Isolados resistentes (R), conforme valores de breakpoint clínicos.  

As linhas verticais sólidas indicam os valores ECOFF e as linhas verticais pontilhadas indicam os valores de breakpoint clínicos, quando diferentes 

dos valores ECOFF correspondentes.  

As concentrações não incluídas no painel de teste encontram-se tracejadas.  
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4.2 Detecção fenotípica de fímbria curli e celulose pelos isolados de Salmonella 

Derby 

 

Quando incubadas a 28ºC por 48 horas em caldo LB low salt acrescido dos 

corantes Vermelho Congo e Brilliant Blue G, três morfologias foram observadas 

(FIGURA 3a). A morfologia Rdar (colônia vermelha, seca e rugosa) foi a mais 

frequente, sendo detectada em 59 (42,1%) isolados. As morfologias Saw (colônia 

marrom e mucoide) e Pdar (colônia rosa, seca e rugosa) foram observadas em 46 

(32,9%) e em 35 (25%) isolados, respectivamente. Quando incubadas a 37ºC por 24 

horas, todas as amostras – exceto um isolado, de morfologia Pdar – apresentaram a 

morfologia Saw.  

Os isolados foram mantidos a 28ºC por até 96 horas – para melhor distinção entre 

colônias rugosas e mucoides –, entretanto, a partir de 48 horas de incubação, a 

morfologia Pdar não pôde ser distinguida da Rdar, sendo necessárias leituras em 

diferentes tempos de incubação (FIGURA 3b). Todas as amostras classificadas como 

Rdar ou Pdar foram também positivas para a detecção fenotípica de celulose em meio 

acrescido de Fluorescent Brightener 28, enquanto que as amostras de morfotipo Saw 

foram negativas para a expressão desta estrutura (FIGURA 4). 

Para todas as repetições, os controles Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e 

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 apresentaram as morfologias Rdar e Saw, 

respectivamente.  

 

 

FIGURA 3a – Morfotipos de 

Salmonella Derby em ágar LB low 

salt acrescido dos corantes 

Vermelho Congo e Brilliant Blue G. 

Pdar: colônias 1-6 e 9-10; Rdar: 

colônias 7 e 8; Saw: colônias 11 e 

12; após 48 hs de incubação. 

1 2 

3 4 5 6 

9 10 7 8 

11 12 



51 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3b – Morfotipos de Salmonella Derby em ágar LB low salt acrescido dos 

corantes Vermelho Congo e Brilliant Blue G. (A) Rdar e Pdar (setas) após 48 hs de 

incubação e (B) Rdar e Pdar (setas) após 96 horas de incubação. 

FIGURA 4 – Morfotipos de 

Salmonella Derby em ágar LB low 

salt acrescido de Calcolfuor. (A) 

Saw, (B) Rdar e (C) Pdar após 48 hs 

de incubação.  

(A) (B) 

(A) 
(B) 

(C) 
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4.3 Formação de película na interface ar-líquido pelos isolados de Salmonella 

Derby 

 

A formação de biofilme na interface ar-líquido foi considerada positiva quando 

observada uma película entre a interface do ar-caldo, com total bloqueio da superfície 

do caldo, e que não pôde ser dispersa por agitação (FIGURA 5). As amostras 

consideradas positivas para formação de biofilme na interface ar-líquido tiveram 

resultados consistentes entre as repetições. Para as amostras de resultado inconclusivo, 

as quais a formação de película foi variável entre as repetições, a formação de biofilme 

foi considerada negativa.  

A formação de película rígida, sem dispersão por agitação, foi observada em 24 

amostras (17,1%) em caldo LB convencional e em 78 amostras (55,7%) em caldo LB 

low salt. Em ambos os testes, todas as amostras positivas foram posteriormente 

classificadas como Rdar ou Pdar, confirmando a presença fenotípica de estruturas 

relacionadas com a formação de biofilme. Em caldo LB low salt, apenas 16 amostras 

(17%) classificadas como Rdar ou Pdar foram negativas para a formação de película na 

interface ar-líquido, enquanto que em caldo LB convencional uma grande parte das 

amostras (70 amostras, 74,5%) classificadas nestes morfotipos foi negativa na avaliação 

subjetiva de formação de biofilme (FIGURA 6).  

Para todas as repetições, os controles Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e 

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 apresentaram resultado positivo e negativo para 

formação de película, respectivamente.  

 

 

FIGURA 5 – Formação de biofilme em 

caldo LB low salt. (A) Resultado positivo 

para a presença de rígida película na 

interface ar-caldo. (B) A positividade é 

dependente da não dispersão da película 

(seta) por agitação.  

(A) (B) 
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4.4 Quantificação da adesão dos isolados de Salmonella Derby em placas de 

microtitulação 

 

A formação de biofilme em placas de poliestireno pôde ser observada em 

8 isolados (5,7%) a 37ºC e em 96 isolados (68,6%) a 28ºC. A 37ºC, os valores de 

densidade óptica (D.O) variaram de 0,1233 a 0,3647. As médias de D.O obtidas foram 

de 0,1870 para o ponto de corte (D.O.c), 0,1614 para os isolados considerados não 

aderentes (D.O < D.O.c) e 0,2082 para os isolados fracamente aderentes (D.O.c > D.O < 

2x D.O). Entre os isolados aderentes, 4 (50%) pertenciam à morfologia Pdar e 4 (50%) à 

morfologia Saw. Não foram observados isolados moderados ou fortemente aderentes à 

37ºC.  

À 28ºC, os valores de densidade óptica (D.O) variaram entre 0,1203 a 0,8110. As 

médias de D.O obtidas foram de 0,2156 para o ponto de corte (D.O.c), 0,1901 para os 

isolados considerados não aderentes (D.O < D.O.c), 0,3538 para os isolados fracamente 

aderentes (D.O.c > D.O < 2x D.O) e 0,4841 para os isolados moderadamente aderentes 

(2x D.O.c > D.O < 4x D.O). Entre os isolados aderentes, 59 (61,5%) pertenciam à 

morfologia Rdar, 35 (36,5%) à Pdar e dois (2,1%) à Saw. Todos os isolados 

pertencentes à morfologia Rdar e Pdar foram classificados como aderentes. Entre os 

20,3% 

79,7% 

34,3% 

88,6% 

LB convencional LB low salt

Rdar

Pdar

FIGURA 6 – Porcentagem de isolados positivos para formação de 

biofilme na interface ar-caldo entre os morfotipos Rdar (n = 59) e 

Pdar (n = 35).  
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isolados Rdar, 29 (49,2%) foram classificados como moderadamente aderentes e 30 

(50,8%) como fracamente aderentes. Entre os isolados Pdar, 14 (40%) e 21 (60%) foram 

classificados como moderado e fracamente aderentes, respectivamente. Os dois isolados 

Saw foram classificados como fracamente aderentes (FIGURA 7). 

Entre as repetições a 37ºC, a cepa Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 

apresentou resultado moderaderadamente aderente, enquanto que a 28ºC apresentou-se 

como fracamente aderente. De forma contrária, a cepa Salmonella Typhimurium 

ATCC 14028 apresentou resultado fracamente aderente a 37ºC e moderadamente 

aderente a 28ºC. A cepa Salmonella Enteritidis ATCC 13076 não apresentou aderência 

em nenhuma das temperaturas avaliadas.  

 

 

 

 

 

 

4.5 Macro-restrição e eletroforese em campo pulsado (PFGE) 

 

Baseado nos perfis de formação de biofilme e de resistência (TABELA 4), 

36 isolados foram selecionados para análise por eletroforese em campo pulsado 

(PFGE), sendo que pelo menos um isolado de cada perfil fenotípico foi selecionado 

para análise por PFGE.  

O perfil de PFGE gerado apresentou vinte pulsotipos (FIGURA 8). Entre os 

isolados, 24 foram agrupados em um cluster com 83,6% de similaridade, os quais 

0,0% 0,0% 

31,4% 

21,4% 

15,0% 

1,4% 

20,7% 

10,0% 

0,0% 

Rdar Pdar Saw

Não aderente Fracamente aderente Moderadamente aderente

FIGURA 7 – Distribuição dos isolados de morfotipos Saw, Rdar e Pdar (n = 140) 

entre as categorias de aderência em placas de microtitulação.  
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apresentam diferentes perfis morfológicos de biofilme, sendo 41,7% pertencendo à 

morfologia Rdar, 25% à Pdar e 33,3% à Saw. Também foi possível observar 11 

pulsotipos com dois ou mais isolados agrupados (com 100% de similaridade), os quais 

possuíam diferentes perfis de resistência microbiana e de biofilmes, períodos de coleta e 

materiais de origem (TABELA 5). 

 

TABELA 4 – Perfis fenotípicos de suscetibilidade a antimicrobianos, de 

acordo com os valores de breakpoint clínicos, e de formação de biofilme de 

Salmonella Derby. 

Perfil de suscetibilidade Perfil de biofilme  Representatividade 
b
 

Suscetíveis 
a
 

Rdar 

Pdar 

Saw 

2,1% 

15,7% 

0,7% 

TET 
Rdar 

Pdar 

25,0% 

4,3% 

STR Pdar 0,7% 

NAL Rdar 2,8% 

TET-STR Saw 30,7% 

TET-CL 
Rdar 

Pdar 

2,1% 

3,6% 

NAL-CL Rdar 1,5% 

TET-NAL Rdar 2,1% 

TET-STR-AMP Rdar 1,5% 

TET-STR-NAL Pdar 0,7% 

TET-STR-CL 
Rdar 0,7% 

Saw 1,5% 

AMP-NAL-CL Rdar 0,7% 

AMP-NAL-TET Rdar 0,7% 

TET-STR-AMP-NAL Rdar 0,7% 

TET-STR-AMP-CL Rdar 1,5% 

TET-STR-AMP-FLF Rdar 0,7% 
a
 Isolados suscetíveis a todos os antimicrobianos testados. 

b 
Isolados pertencentes ao perfil fenotípico indicado (n = 140). 
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FIGURA 8 – Perfis de PFGE de isolados de Salmonella Derby. (M
a
) Morfologia de biofilme. (R

b
) Perfil de resistência. (P

c
) Pulsotipos.  
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TABELA 5 – Características de cepas de Salmonella Derby pertencenter a um mesmo pulsotipo no PFGE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pulsotipo Perfil - Biofilme Perfil - Resistência Nº de cepas Período de coleta Material de origem 

3 Rdar TET 2 2001-2002 
Linfonodo submandibular 

Massa para embutimento 

6 Rdar AMP-STR-TET 2 2001-2002 
Linfonodo submandibular 

Massa para embutimento 

7 Rdar Suscetível 2 2007-2009 Conteúdo intestinal 

8 Rdar TET 2 2010 Carcaça de suíno 

10 Pdar 

TET-CL 2 
1999-2000 Linfonodo mesentérico 

2001-2002 Tonsilas 

TET 2 
1999-2000 Fragmento de intestino 

2001-2002 Linfonodo submandibular 

11 Rdar 
TET 

2 2005 Linguiça frescal suína 
TET-STR-CL 

12 Rdar NAL-TET 2 2005 Linfonodo mesentérico 

13 
Saw TET-STR 2 2010 Mesa de miúdos 

Rdar Suscetível 1 2001-2002 Massa para embutimento 

15 Saw TET-STR 2 2001-2002 Fragmento de intestino 

16 
Saw TET-STR 

2 2005 Linguiça frescal suína 

1 2007-2009 Carcaça de suíno 

Pdar TET-STR-CL 1 2010 Carcaça de suíno 

18 Rdar TET 2 1999-2000 Linfonodo mesentérico 
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5 DISCUSSÃO 

 

A resistência microbiana tem sido um problema mundial desde a descoberta dos 

antimicrobianos. Os critérios de análise da resistência microbiana são fundamentados 

nos valores de breakpoint clínicos, os quais categorizam os isolados em suscetível 

(associado ao sucesso terapêutico), intermediário (associado a um efeito terapêutico 

indeterminado ou incerto) ou resistente (associado a um risco elevado de insucesso na 

terapêutica). Entretanto, os valores de breakpoint não necessariamente percebem a 

presença ou ausência de mecanismos de resistência. Com isso, surge o conceito do valor 

ECOFF, que é um ponto de corte para distinguir populações wild type (WT) (que não 

possuem nenhum mecanismo de resistência adquirido detectável fenotipicamente) de 

populações não-Wild Type (nWT) (populações que já possuem mecanismos de 

resistência adquiridos, mas não necessariamente atingiram o breakpoint clínico). Assim, 

os valores ECOFF são utilizados para detectar os mecanismos de resistência e monitorar 

o desenvolvimento da resistência em determinada população microbiana 

(KAHLMETER et al., 2003; EFSA, 2012).  

No presente trabalho, utilizamos o conceito dos valores ECOFF para determinar 

populações nWT de 140 isolados de S. Derby coletados durante um período de dez 

anos. Através da determinação da Concentração Mínima Inibitória (MIC) em 

microdiluição em caldo, foi possível estabelecer que apenas 12,1% dos isolados 

puderam ser classificados como WT para todos os antimicrobianos testados. Estudos 

têm apontado diferentes resultados de isolados de Salmonella totalmente suscetíveis a 

determinados painéis de antimicrobianos. O relatório do The Danish Integrated 

Antimicrobial Resistance Monitoring and Research Programme (DANMAP) de 2014, 

divulgou que 50% dos isolados de S. Derby na Dinamarca são suscetíveis a todos os 

antimicrobianos incluídos no painel de teste – determinado pelo próprio programa 

(DANMAP, 2014). Os relatórios do DANMAP utilizam-se, assim como o presente 

trabalho, de valores obtidos através da determinação de MIC e de valores de breakpoint 

clínicos e de valores ECOFF. Entretanto, os estudos de avaliação da resistência em 

Salmonella encontrados na bibliografia utilizam, na sua maioria, o método de 

disco-difusão em ágar e, portanto, são capazes de fornecer informações unicamente 

qualitativas.  

Neste trabalho, demonstramos que, entre os 140 isolados de S. Derby, as maiores 

taxas de populações nWT foram observadas entre os antimicrobianos: tetraciclina 
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(75,7%), estreptomicina (70%), colistina (11,4%), ácido nalidíxico (9,3%) e ampicilina 

(5,7%). Já para os antimicrobianos ciprofloxacina, ceftazidima e gentamicina, todos os 

isolados foram classificados como WT, e para os antimicrobianos cefotaxima e 

florfenicol apenas 0,7% dos isolados foram categorizados como nWT.  

A alta frequência de isolados nWT frente à tetraciclina está possivelmente 

associada ao uso contínuo desse antimicrobiano na produção de suínos (SCHWARZ; 

KEHRENBERG; WALSH, 2001; McEWEN; FEDORKA-CRAY, 2002). Com o 

aumento da resistência à tetraciclina entre os diferentes patógenos suínos, a restrição do 

uso de tetraciclinas por países importadores de carne suína e pela sua proibição como 

aditivo na alimentação animal em 2009 (BRASIL, 2009), o uso de tetraciclinas tem 

diminuído na suinocultura intensiva no Brasil (dados não disponíveis). A alta taxa de 

resistência obtida neste trabalho pode ser associada ao período de coleta dos isolados 

(1999-2010) e espera-se uma diminuição das frequências de resistência entre isolados 

de Salmonella. Entretanto, os relatórios do DANMAP têm apontado que, mesmo com a 

diminuição significativa do uso de tetraciclinas na produção animal, a ocorrência de 

altas taxas de resistência à tetraciclina em Salmonella permanece (DANMAP, 2011; 

2013). A manutenção da resistência à tetraciclina pode ser associada à presença de 

plasmídeos e outros elementos genéticos móveis que, por carrearem genes de resistência 

à tetraciclina associados a genes de resistência de outras classes antimicrobianas, 

continuam sofrendo pressão seletiva. 

Genes de resistência às tetraciclinas (tet) estão frequentemente incluídos em 

transposons e juntamente a outros genes de resistência (MIRIAGOU; CARATTOLI; 

FANNING, 2006). O tet(G) é um dos componentes de resistência agrupado na ilha 

genômica 1 de Salmonella (SGI-1), que por sua vez inclui múltiplos genes de 

resistência carreados em integrons e transposons. A SGI-1 já foi descrita em diversos 

sorovares de Salmonella (MICHAEL et al., 2006a), inclusive em S. Derby (AKIBA et 

al., 2006), e pode conter genes de resistência a ampicilina, cloranfenicol, 

estreptomicina, sulfonamidas e tetraciclina (BOYD et al., 2002). Os genes tet(A) e 

tet(B), por sua vez, estão associados a transposons, sendo o Tn1721 o mais estudado, e 

já foram identificados em plasmídeos contendo genes de múltipla resistência 

(MICHAEL et al., 2006a; MIRIAGOU; CARATTOLI; FANNING, 2006; PEZZELLA 

et al., 2004).  

De forma equivalente, foi observada alta frequência de isolados nWT em relação à 

estreptomicina. Mecanismos de resistência à estreptomicina têm tido destaque entre os 
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diferentes estudos com Salmonella. Os cassetes gênicos aadA1 e aadA2, já descritos em 

S. Derby (MICHAEL; CARDOSO; SCHWARZ, 2005; AKIBA et al., 2006; LOPES et 

al., 2014), codificam a enzima aminoglicosídeo-adeniltransferase, que modifica a 

estrutura dos aminoglicosídeos e confere resistência à estreptomicina e à 

espectinomicina. Estes cassetes gênicos estão associados a plasmídeos que conferem 

resistência a múltiplos antimicrobianos, incluindo sulfonamidas e tetraciclinas 

(GESTAL et al., 2005). Outros estudos evidenciam isolados de S. Derby com 

resistência às tetraciclinas, estreptomicina e/ou sulfonamidas, mas não a ampicilina e 

florfenicol (MICHAEL et al., 2006b; ANJUM et al., 2011; KEROUANTON et al., 

2013), perfil apresentado por 71,4% dos isolados no presente estudo (TABELA 4). 

Os resultados apresentados na TABELA 3 também demonstram discrepância 

entre isolados resistentes e isolados nWT frente à estreptomicina. Outros estudos têm 

discutido os valores utilizados como ponto de corte para avaliar isolados de Salmonella 

frente à estreptomicina. O valor de breakpoint da estreptomicina ainda não foi 

estabelecido pelo CLSI e, como resultado, o programa de monitoramento National 

Antimicrobial Resistance Monitoring System (NARMS) tem definido como resistentes 

isolados de Salmonella com MIC maior ou igual a 64 mg/L (Disponível em: 

http://www.ars.usda.gov/SP2UserFiles/Place/60400520/NARMS/ABXSalm.pdf). Em 

um estudo, foi demonstrado que 39% e 15% dos isolados de Salmonella com MIC igual 

a 32 mg/L e a 16 mg/L, respectivamente, possuíam pelo menos um gene de resistência à 

estreptomicina e estariam erroneamente classificados como suscetíveis quando adotado 

o valor de 64 mg/L como ponto de corte, como é sugerido por outros programas de 

monitoramento de resistência microbiana (GARCIA-MIGURA et al., 2012).  

No presente estudo, também incluímos colistina na análise, que é um 

antimicrobiano amplamente utilizado na suinocultura intensiva (CASAL et al., 2007; 

CALLENS et al., 2012; EFSA, 2012). Apesar de a taxa de isolados nWT frente à 

colistina (11,4%) não ser muito alta neste estudo, muitos isolados (75%) apresentaram 

MIC próximo ao breakpoint clinico e ao valor ECOFF, sugerindo um incremento de 

resistência que pode ser representativo a curto prazo. Estudos têm indicado baixas taxas 

de resistência de Salmonella à colistina (DANMAP, 2013; KEMPF et al., 2013), 

incluindo em S. Derby (HOUSER et al., 2011; KEROUANTON et al., 2013). Ainda, 

Agersø e colaboradores (2012) sugerem que a avaliação de isolados de Salmonella com 

MIC superior a 2 mg/L seja feita a nível de sorovar, uma vez que os antígenos O dos 

lipopolissacarídeos (LPS) podem estar relacionados com a suscetibilidade à colistina. 

http://www.ars.usda.gov/SP2UserFiles/Place/60400520/NARMS/ABXSalm.pdf
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Ademais, a resistência às polimixinas está relacionada com mutações nos genes pmrA e 

pmrB do sistema regulatório PmrA-PmrB – o qual leva ao aumento da transcrição de 

proteínas responsáveis pela modificação do LPS e diminuição de ligação às 

polimixinas. Sun e colaboradores (2009) demonstraram que os MICs obtidos em 

isolados de Salmonella mutantes foram de 0,25 a 4,4 mg/L, cerca de 2 a 35 vezes maior 

quando comparado com o MIC da cepa suscetível padrão (0,125 mg/L), resultado 

comparável com os obtidos no presente trabalho, o qual obteve MIC de 1 a 4 mg/L entre 

os isolados de S. Derby. Outras análises, avaliando os mecanismos de resistência à 

colistina a nível genômico, devem ser conduzidas para estabelecer o perfil de resistência 

dos isolados WT e nWT de S. Derby apresentados neste trabalho. 

Diferente do que ocorre com as quinolonas de primeira geração (como ácido 

nalidíxico), as taxas de resistência às fluorquinolonas (como ciprofloxacina e 

enrofloxacina) são bastante baixas entre isolados de Salmonella (DALLAL et al., 2010;  

DANMAP, 2013; PANZENHAGEN et al., 2016; PROROGA et al., 2016). O mesmo 

ocorre com as cefalosporinas de terceira geração (como cefotaxima e ceftazidima). 

Estes estudos corroboram com os resultados encontrados no presente trabalho. Estes 

resultados representam uma situação favorável ao panorama na saúde pública, uma vez 

que as fluorquinolonas e as cefalosporinas são as drogas de escolha para o tratamento de 

gastroenterites invasivas em humanos (AARESTRUP et al., 2003; GENDREL; 

COHEN, 2008). 

A resistência às quinolonas deve ser analisada sob a perspectiva dos seguintes 

mecanismos: mutações nos genes gyrA e gyrB, presença de bombas de efluxo ativo e 

diminuição da permeabilidade da membrana. A contribuição individual de cada uma 

desses mecanismos não é totalmente elucidada e sugere-se um processo acumulativo 

destes mecanismos para explanar a resistência de Salmonella às quinolonas 

(CLOECKAERT; CHASLUS-DANCLA, 2001; GIRAUD; BAUCHERON; 

CLOECKAERT, 2006), principalmente na sobre-expressão de bombas de efluxo 

(GIRAUD et al., 2000). O baixo valor ECOFF para ciprofloxacina (quando comparado 

ao seu valor de breakpoint clínico – 0,125 mg/L e 2 mg/L, respectivamente), é portanto 

necessário para abranger o espectro de isolados que compartilham diferentes 

mecanismos de resistência e menor suscetibilidade às quinolonas. E, de fato, há estudos 

que comprovam a ineficácia de tratamentos clínicos com ciprofloxacina em isolados de 

Salmonella com MICs de 0,06 mg/L à 2 mg/L (AARESTRUP et al., 2003). 
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No presente trabalho, foi possível distinguir isolados WT e nWT entre os 

diferentes antimicrobianos avaliados. Similar aos resultados encontrados na 

bibliografia, os antimicrobianos tetraciclina e estreptomicina foram os que tiveram 

maior número de isolados nWT entre os isolados de S. Derby. Não obstante, a colistina, 

que é um antimicrobiano utilizado de forma contínua e em abundância na suinocultura 

intensiva, merece especial atenção, visto que os isolados de S. Derby no presente 

trabalho obtiveram MICs próximos ou maiores ao valor ECOFF. Os valores de 

breakpoint clínicos são essenciais às decisões clínicas de tratamento, porém podem 

mascarar populações microbianas com mecanismos de resistência já instituídos. Desta 

forma, os valores ECOFF devem ser utilizados (em conjunto com técnicas moleculares) 

para monitorar o surgimento de mecanismos de resistência em populações microbianas 

de interesse na saúde pública. Os estudos de resistência devem não somente objetivar o 

monitoramento das resistências microbianas, como devem servir de apoio ao 

desenvolvimento e implementação de políticas de uso prudente de antimicrobianos, 

tanto na cadeia produtiva de alimentos como na medicina humana e animal.  

A capacidade de micro-organismos patogênicos formarem biofilmes em diferentes 

superfícies, principalmente aquelas usualmente utilizadas nas indústrias de alimentos, 

pode oferecer consideráveis riscos de contaminação cruzada, afetando a qualidade e a 

segurança dos alimentos (KUMAR; ANAND, 1998; SIMÕES; SIMÕES; VIEIRA, 

2010). A persistência de micro-organismos patogênicos nestes ambientes é agravada 

pelo aumento da resistência a sanitizantes, gerado pelo complexo estrutural dos 

biofilmes. Estudos têm apontado este aumento de resistência de biofilmes de 

Salmonella aos principais sanitizantes utilizados na indústria de alimentos 

(JOSEPH et al., 2001; CORCORAN et al., 2014; YANG et al., 2016) e, apesar de o 

mecanismo de resistência não ter sido completamente elucidado, outros fatores 

ambientais, como pH e temperatura, contribuem para esta resistência (YANG et al., 

2016).  

As estruturas celulares fímbria curli e celulose estão relacionadas com a formação 

de biofilme em isolados de Salmonella e são majoritárias na estrutura da matriz 

extracelular, responsável pela manutenção e resistência dos biofilmes. A expressão 

destas estruturas é dependente do tipo de material analisado, da temperatura de 

incubação, da osmolaridade do meio, entre outros (JOSEPH et al., 2001; LIANOU; 

KOUTSOUMANIS, 2012; OLIVEIRA et al., 2014). Neste estudo, demonstramos que a 

temperatura de incubação influenciou a expressão de fímbria curli e de celulose e a 
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formação de biofilme em placas de poliestireno. Quando incubados a 37ºC em meio 

contendo Vermelho Congo, somente um isolado foi positivo para a detecção fenotípica 

de celulose, sendo este ainda negativo para a expressão de fímbria curli. Em contra 

partida, 67,1% dos isolados foram positivos para a produção de celulose a 28ºC, e entre 

estes, 42,1% positivos também para a produção de fímbria curli.  

Entretanto, existem outros fatores ainda não elucidados que podem interferir na 

expressão destas estruturas em meios contendo Vermelho Congo. Oliveira et al. (2014) 

demonstraram que, apesar de os genes que regulam a expressão de ambas as estruturas 

(genes agfD e adrA) estarem presentes em todos os isolados de Salmonella analisados e 

que 98,3% dos isolados formarem biofilme em pelo menos um dos materiais analisados 

(aço inoxidável, PVC e vidro), apenas 55,2% apresentaram a morfologia Rdar. Desta 

forma, os isolados devem ser avaliados com diferentes metodologias, materiais e 

condições de incubação.  

No presente trabalho, entre os isolados incubados em temperatura de 37ºC, 

somente 5,7% foram positivos para a formação de biofilme em microplacas de 

poliestireno, sendo ainda categorizados como fracos produtores de biofilme. Entre eles, 

quatro isolados pertencentes ao morfotipo Saw, ou seja, que não expressam nenhuma 

das estruturas relacionadas com formação de biofilme em meio contendo Vermelho 

Congo, foram capazes de formar biofilme em poliestireno.  

Quando incubados a 28ºC, 68,6% dos isolados foram positivos para formação de 

biofilme em microplacas de poliestireno, sendo 55,2% destes qualificados como fracos 

produtores e 44,8% como moderados produtores de biofilme. Os resultados foram 

consistentes com os apresentados pela detecção fenotípica de fímbria curli e celulose, já 

que 100% dos isolados pertencentes aos morfotipos Rdar ou Pdar – ou seja, que 

expressam pelo menos uma das estruturas – foram positivos para a formação de 

biofilme em microplaca de poliestireno. Entre os resultados encontrados na bibliografia, 

há ampla variação entre os valores encontrados. Muitos trabalhos apontam que, entre os 

isolados de Salmonella capazes de formar biofilme em poliestireno, grande parte é 

classificada como fraca produtora de biofilme (GHASEMMAHDI et al., 2015; NAIR et 

al., 2015; PIRAS et al., 2015). Entretanto, no presente trabalho, não houve diferença 

entre os isolados classificados como fracos e como moderados produtores de biofilme.  

O presente estudo também demonstrou a interferência da osmolaridade do meio 

na formação de biofilme em caldo. A formação de biofilme em caldo LB convencional 

(contendo 10% de NaCl) foi positiva em 17,1% dos isolados, enquanto que em caldo 
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LB low salt (contendo 0,5% de NaCl) foi positiva em 55,7%. Outros estudos 

corroboram com estes resultados, demonstrando que a osmolaridade do meio influencia 

na formação de biofilme de Salmonella (RÖMLING et al., 1998b; LIANOU; 

KOUTSOUMANIS, 2012). No presente trabalho também pôde ser observada 

inconsistência entre os resultados de formação de película na interface ar-caldo. Os 

isolados positivos foram assim considerados somente quando o mesmo resultado foi 

obtido entre as repetições. Muitos isolados foram considerados negativos por 

apresentarem diferentes resultados, apesar de apresentarem capacidade para formar 

biofilme em caldo, embora não de forma congruente.  

Em síntese, 68,6% dos isolados de S. Derby avaliados neste estudo foram capazes 

de formar biofilme em poliestireno e 67,1% expressaram pelo menos uma das estruturas 

relacionadas. Ainda, a formação de biofilme em poliestireno e em caldo é influenciada 

pela temperatura e pela osmolaridade do meio. A formação de biofilme em Salmonella é 

um mecanismo complexo e sua avaliação deve ser realizada em diferentes materiais, 

principalmente aqueles utilizados nas indústrias de alimentos e cozinhas domésticas, e 

incorporar diferentes metodologias para abranger todas as variações de expressão – 

incluindo técnicas de microscopia eletrônica, que podem fornecer informações 

essenciais para estudos de organização e interação microbiana nos biofilmes.  

Também foi possível observar que os perfis fenotípicos mais predominantes entre 

os isolados de S. Derby analisados incluíam: (a) morfotipos Saw com resistência à 

tetraciclina e à estreptomicina (30,7%); (b) morfotipos Rdar com resistência à 

tetraciclina (25%); (c) morfotipos Pdar suscetíveis a todos os antimicrobianos avaliados 

(15,7%) (TABELA 4). Estes resultados, porém, não permitem associar a capacidade de 

formar biofilme com o perfil de multi-resistência microbiana.  

A capacidade de formar biofilmes não é a única responsável pela sobrevivência de 

Salmonella na cadeia produtiva de alimentos, a qual também possui a habilidade de 

responder de forma bastante eficaz às variações ambientais. Dada sua ubiquidade, é 

improvável que possamos erradicar a presença de Salmonella na cadeia produtiva de 

suínos e de alimentos de forma geral. Dessa forma, a caracterização fenotípica e 

genotípica de isolados de Salmonella coletados na cadeia produtiva de alimentos pode 

indicar a presença de clones que possam ter dominância temporária em alguns 

ambientes. A tipagem molecular desses clones pode trazer informações epidemiológicas 

necessárias para implementar programas de controle de Salmonella.  
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A macro-restrição por PFGE é o método padrão ouro para genotipagem em 

Salmonella e possui bom poder discriminatório quando comparado com outras 

metodologias de tipificação. Neste trabalho, 36 cepas de S. Derby foram selecionadas – 

através de perfis fenotípicos de resistência microbiana e de formação de biofilme – para 

tipagem molecular por PFGE. Destas, 27 foram agrupadas em 11 pulsotipos que 

apresentavam mais de uma cepa com 100% de similaridade. Desta forma, foi possível 

identificar alguns clones presentes em diferentes períodos de coleta e distribuídos entre 

os diversos materiais de origem. As cepas do pulsotipo 10, para as quais foi observado 

perfil de resistência microbiana similar e mesmo perfil de biofilme, foram encontradas 

em dois diferentes períodos de coleta. Entre as quatro cepas do pulsotipo 16, três 

obtiveram mesmo perfil de biofilme e mesmo perfil de resistência microbiana e 

pertenciam a períodos de coleta e material de origem bastante distintos. Já para os 

outros pulsotipos apresentados na TABELA 5, é sugestível que clones de S. Derby 

estivessem presentes nos períodos de coleta apresentados. Não obstante, é possível 

supor que cepas de mesmo pulsotipo que possuíam diferentes perfis de resistência 

microbiana (pulsotipos 10 e 11) estivessem intimamente relacionadas, uma vez que a 

circulação destas em diferentes pressões seletivas possa ter modificado seu perfil de 

resistência microbiana.  

Salmonella Derby tem demonstrado ser frequente e amplamente distribuída na 

cadeia produtiva de suínos do sul do Brasil há vários anos (BESSA; COSTA; 

CARDOSO, 2004; CASTAGNA et al., 2004; MÜRMANN; SANTOS; CARDOSO, 

2009; KICH et al., 2011). A caracterização de cepas desse sorovar no presente estudo 

demonstrou que existiram clones que circularam em granjas, matadouros-frigoríficos e 

foram encontrados em alimentos ao longo de uma década. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Há ampla diversidade fenotípica e genotípica entre os isolados de S. Derby 

coletados durante uma década na cadeia produtiva de suínos no sul do Brasil. 

As maiores frequências de isolados nWT e resistentes foram encontradas frente 

aos antimicrobianos: tetraciclina, estreptomicina, colistina, ácido nalidíxico e 

ampicilina. Todos os isolados foram considerados WT frente aos antimicrobianos 

ceftazidima, ciprofloxacina e gentamicina. Apenas 0,7% dos isolados foram 

categorizados como nWT frente à cefotaxima e florfenicol.  

A maioria dos isolados de S. Derby foi capaz de formar biofilme em poliestireno e 

de expressar as estruturas relacionadas – fímbria curli e celulose. Também foi 

demonstrada a influência da temperatura e da osmolaridade na expressão das estruturas 

e na formação de biofilme. 

Através da macro-restrição por PFGE, foi possível identificar clones e cepas 

intimamente relacionadas de S. Derby entre diferentes períodos de coleta e distribuídos 

entre os diversos materiais de origem. 
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