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RESUMO

Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Derby (S. Derby) é um dos sorovares mais
frequentemente detectados na cadeia produtiva de suinos na regido sul do Brasil.
Estudos prévios indicaram que isolados de S. Derby apresentando perfis similares de
resisténcia a antimicrobianos estavam circulando ao longo dos anos nesta regido. A
sobrevivéncia de Salmonella no ambiente e a persisténcia no hospedeiro séo facilitadas
pela sua habilidade em formar biofilmes. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
identificar a presenca de grupos clonais entre 140 isolados de S. Derby coletados ao
longo de um periodo de dez anos de diferentes origens da cadeia produtiva de suinos
(linfonodos, contetdo intestinal, ambiente e produtos suinos). Para tanto, o perfil de
resisténcia a antimicrobianos, através de dois conceitos distintos de avaliacdo de
resisténcia (valores ECOFF e valores de breakpoint), a habilidade em formar biofilmes
e a caracterizacdo genotipica por macro-restricio (PFGE) foram avaliados. A
determinacdo do MIC foi realizada em todos os isolados, frente aos seguintes
antimicrobianos: acido nalidixico, ampicilina, cefotaxima, ceftazidima, ciprofloxacina,
colistina, florfenicol, gentamicina, estreptomicina e tetraciclina. Para avaliar a
capacidade de S. Derby em formar biofilmes, trés metodologias foram aplicadas:
i. morfologia de colénia em agar contendo Vermelho Congo, para determinar a detec¢do
fenotipica de fimbria curli e celulose; ii. formacdo de biofilme na interface ar-liquido
em caldo LB; iii. aderéncia em microplacas de poliestireno de 96 pocos. No total,
apenas 17 (12,1%) isolados puderam ser classificados como suscetiveis a todos os
antimicrobianos testados. As maiores frequéncias de populagdes “non-Wild Type”
(nWT) foram observadas frente a tetraciclina (75,7%), estreptomicina (70%) e colistina
(11,4%), enquanto que ndo foram detectadas populagfes nWT para ciprofloxacina,
ceftazidima e gentamicina. Multi-resisténcia (resisténcia a > 3 antimicrobianos; de
acordo com valores de breakpoint) foi detectada em 8,6% dos isolados. Em agar
contendo Vermelho Congo, trés diferentes morfologias de colonia 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, s&o considerados os mais usualmente observados em isolados de Salmonella
capazes de formar biofilme. A formac&o de pelicula rigida, sem dispersao por agitacao,
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 pocos, um grande numero (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 formacéo
de biofilme e de resisténcia a antimicrobianos observados, 36 isolados foram
selecionados para macro-restricdo 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 possivel identificar clones e cepas intimamente
relacionadas de S. Derby que circularam em granjas, matadouros-frigorificos 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 INTRODUCAO

A suinocultura é uma das atividades mais expressivas na agropecuaria brasileira —
principalmente nos estados da regido sul do pais, os quais mantém 69% da producao
nacional de carne suina —, e possui papel significativo na fixagdo de empregos diretos e
indiretos em toda a cadeia produtiva. O Brasil é o quarto maior produtor de carne suina
do mundo, atingindo a producéo de 3,47 milhGes de toneladas no ano de 2015, sendo
que 14,2% desta producdo foram destinadas a exportacdo (ABPA, 2015). Ainda, o
Brasil é o segundo maior fornecedor mundial de produtos alimentares e agricolas e o
principal fornecedor em atender a demanda global adicional, principalmente
proveniente da Asia (OECD/FAO, 2015). Frente & alta demanda nacional e
internacional de alimentos, com destaque aos alimentos de origem animal, hd também
maior exigéncia de alimentos livres de micro-organismos patogénicos, principalmente
aqueles de carater zoondtico. Entre 0s micro-organismos causadores de doencas
transmitidas por alimentos (DTA), Salmonella ganha destaque por sua importancia na
salde publica e pelo impacto causado sobre o comércio — devido aos regulamentos
nacionais e internacionais.

Salmonella é o principal agente etiolégico 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 suina € frequentemente associada
a esses surtos. A alta taxa de carnes suinas contaminadas por Salmonella é associada a
alta prevaléncia do patdgeno em suinos e em carcacas de suinos pdés-abate
(BERENDS et al., 1997; LITTLE et al., 2008). Entre os sorovares mais frequentemente
isolados em suinos e em carcacas de suinos, o sorovar Derby destaca-se como um dos
mais prevalentes (MURMANN; 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 suina (ARNEDO-PENA et al., 2015; RODRIGUEZ et
al., 2016). Entretanto, poucos estudos relatam a diversidade fenotipica e genotipica
deste sorovar entre os isolados de Salmonella coletados na cadeia produtiva de suinos.

A caracterizagdo fenotipica da resisténcia microbiana entre o0s principais
patogenos de origem alimentar deve ser medida essencial para programas de vigilancia
epidemioldgica das DTA. Como ja estabelecido por diversos estudos, 0 Uso excessivo
de antimicrobianos na suinocultura proporciona a pressdo seletiva necessaria para a

predominancia de patdgenos 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 exigéncia de estudarmos a frequéncia da resisténcia frente as principais
classes de antimicrobianos utilizados, tanto na suinocultura quanto na medicina
humana, em isolados de S. Derby coletados da cadeia produtiva de suinos no Brasil.

Os sistemas e programas de monitoramento da resisténcia 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 resisténcia e inspecionar o
desenvolvimento da resisténcia em populacGes microbianas definidas (valor ECOFF) e,
por outro, para orientacdo terapéutica (valor de breakpoint) (KAHLMETER et al.,
2003). Este entendimento s6 pode ser aplicado em trabalhos que aplicam a
determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) para os isolados em andlise e,
apesar de trazer inUmeras vantagens para a 6tica da vigilancia da resisténcia microbiana,
ainda ndo foi totalmente difundido entre os trabalhos encontrados na bibliografia — que,
na sua maioria, utilizam os métodos de disco-difusdo para determinar a resisténcia.

A disseminacdo de Salmonella através da cadeia alimentar deve-se, em parte, a
capacidade deste micro-organismo de permanecer em ambientes adversos. A formagéo
de biofilmes na cadeia produtiva de alimentos implica na sobrevivéncia e permanéncia
de micro-organismos patogénicos nestes ambientes e, consequentemente, pode servir
como veiculo de transmissdo e infeccdo. Apesar de a contaminacdo de carcagas por
Salmonella nos abatedouros ser frequentemente associada ao contetdo intestinal ou aos
linfonodos, a contaminacdo cruzada com equipamentos e superficies pode ocorrer
(BOTTELDOORN et al.,, 2003). A persisténcia de Salmonella nas superficies e
equipamentos nos ambientes de processamento de alimentos requer, portanto, melhor
compreensdo e caracterizacao.

Estudos ja relataram a capacidade de Salmonella em formar biofilmes em diversas
superficies, incluindo as utilizadas nas industrias de alimentos (OLIVEIRA et al., 2014),
e ainda persistir e tolerar os processos de higienizagcdo (MBRETRO et al., 2009).
Entretanto, ha poucos estudos relatando esta capacidade em S. Derby. Desta forma —
analisando a alta prevaléncia de S. Derby em abatedouros de suinos, a admissivel
contaminagdo cruzada que ocorre nestes ambientes e a comprovada associagdo de

gastroenterites causadas por S. Derby com o consumo de carne suina —, se faz necessaria
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a investigacéo da capacidade de formar biofilmes em isolados de S. Derby coletados na
cadeia produtiva de suinos.

Do mesmo modo, a diversidade genotipica de S. Derby ainda é pouco conhecida.
Entre as metodologias utilizadas para genotipificacdo de Salmonella, a macro-restricao
por eletroforese em campo pulsado (PFGE) permanece como padrdo ouro
(ANONYMOUS, 2009). Hauser e colaboladores (2011) demonstraram isolados de
S. Derby pertencendo aos mesmos perfis fenotipicos de resisténcia a antimicrobianos e
mesmo perfil molecular por PFGE, indicando a presenca de um clone de S. Derby
frequentemente isolado ao longo da cadeia produtiva de alimentos de origem suina na
Alemanha. Outros estudos também indicam a presenca de isolados de S. Derby, com
perfis similares de resisténcia a antimicrobianos e perfis moleculares por PFGE, em
diferentes amostras de alimentos de origem suina, de casos de gastroenterites em
humanos e de suinos (MICHAEL et al., 2006b; KEROUANTON et al., 2013). A
epidemiologia molecular é uma ferramenta relevante e deve ser utilizada para a
compreensdo da cadeia de transmissdo dos patdgenos de origem alimentar.

Isto posto, 0s objetivos deste trabalho foram:

. Analisar a diversidade fenotipica e genotipica de 140 isolados de S. Derby
coletados ao longo de dez anos na cadeia produtiva de suinos da regido sul
do Brasil;

ii. Avaliar fenotipicamente a resisténcia a antimicrobianos em isolados de
S. Derby, através da determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria
(MIC) e de dois conceitos distintos de avaliacdo de resisténcia (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 analise por PFGE, isolados de

S. Derby selecionados através das caracteristicas fenotipicas acima citadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas do Género Salmonella

O Género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e € composto por
bacilos Gram-negativos curtos (2-4 x 0,5-1 um) ndo capsulados, anaerébicos
facultativos, oxidase-negativo e catalase-positivos. Possuem flagelos peritriquios e
fimbrias, sendo a maioria movel, exceto os sorovares Gallinarum e Pullorum. Tem
como temperatura 6tima 37°C, podendo crescer em temperatura de até 43°C —
caracteristica favoravel e seletiva frente aos contaminantes de amostras clinicas. Outras
caracteristicas metabdlicas também favorecem a seletividade para cultivo in vitro das
bactérias pertencentes a este género, como a utilizacdo seletiva de selenito de sodio e
tetrationato de sdédio. Entre outras caracteristicas bioquimicas, as bactérias do género
Salmonella utilizam o citrato como fonte de carbono, produzem géas sulfidrico (H.S),
produzem lisina descarboxilase, ndo produzem indol e ndo hidrolisam ureia (MARKEY
etal., 2013).

Salmonella apresenta trés principais antigenos: antigeno somatico (O), antigeno
flagelar (F) e antigeno da viruléncia (Vi) (HENSEL, 2004). O antigeno O provém da
composi¢cdo do lipopolissacarideo (LPS) e o antigeno F é composto por proteinas
flagelares, podendo apresentar-se na forma simples (H1), ou monomérica, e na forma
difasica (H2). Os sorovares e suas férmulas antigénicas estdo listados no Esquema de
White-Kauffmann-LeMinor. Atualmente, sdo reconhecidos 2.579 sorovares do género
Salmonella, sendo 1.531 pertencentes a Salmonella enterica subsp. enterica (S.)
(GRIMONT; WEILL, 2007).

O primeiro relato de Salmonella ocorreu em 1885, quando o bacteriologista
veterinario Daniel EImer Salmon e o veterinario Theobald Smith isolaram um bacilo de
suinos doentes que denominaram “bacilo da peste suina”. Apds a correta identificagdo
como patdgeno secundario, o bacilo foi denominado como Salmonella choleraesuis. A
nomenclatura de Salmonella choleraesuis como espécie Unica do género foi aceita até a
publicacdo de Le Minor & Poppoff, em 1987, que propunha Salmonella enterica como
a espécie unica do género, defendendo que o uso da taxonomia Salmonella choleraesuis
subsp. choleraesuis sorovar Typhi poderia levar a inconsisténcias devido a diferencas
de patogenicidade do sorovar Choleraesuis e do sorovar estritamente humano Typhi.

Anteriormente, Kauffmann & Edwards (1952) ja haviam proposto a
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Salmonella enterica como espécie Unica do género, por ndo compartilhar a
denominagdo com nenhum sorovar j& identificado.

Somente em 2005 a Comissdo Judicial do Comité Internacional para a Sistematica
de Procariontes publicou a Opinido 80, que define a Salmonella enterica como espécie
do género Salmonella, como proposto por Le Minor & Popoff (1987) e solicitado por
Euzéby (1999). A Opinido 80 também estabelece outras regras: (a) a cepa padrdo de
Salmonella enterica € a LT2 (outras designacdes: CIP 60.62, ATCC 43971, NCIMB
11450 e NCTC 12416); (b) o epiteto enterica € conservado sobre todos 0s epitetos
anteriores que possam ser aplicados. Estas acOes geraram automaticamente novas
combinac@es de subespécies para a espécie Salmonella enterica.

A definicdo da taxonomia do género Salmonella teve inicio com estudos de
hibridizacdo de &cido desoxirribonucleico (DNA, sigla em inglés), por Crosa et al.
(1973). Os autores demonstraram que todos os sorovares e todos os representantes dos
subgéneros de Salmonella sdo relacionados em nivel de espécie, assim como 0s
sorovares do antigo género Arizona — que foi incorporado ao género Salmonella
(Salmonella enterica subsp. arizonae) apds andlises genéticas. Em 1989, Reeves e
colaboradores conduziram um estudo de eletroforese de enzimas codificadas por
multilocus (MLEE, na sigla em inglés), o qual demonstrou que os sorovares da atual
subespécie bongori (V) formam um cluster bastante distante dos formados pelos outros
sorovares. Os estudos de hibridizacdo DNA-DNA de Reeves e colaboradores (1989)
levaram a designacdo de uma segunda espécie: Salmonella bongori.

Assim, duas espécies de Salmonella séo aceitas: Salmonella enterica, que possui
seis subespécies (subsp.) reconhecidas: enterica (I), salamae (ll), arizonae (llla),
diarizonae (I11b), 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 espeécie,
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 ndo pertencer ao género Salmonella (GRIMONT; WEILL, 2007). A
maior parte das infec¢Oes € causada pela subespécie enterica (BARROW et al., 2010),
entretanto, todas as espécies e sorovares do género Salmonella sdo considerados
potencialmente patogénicos (TORTORA et al., 2012).

Nos humanos, os sorovares Typhi e Paratyphi sdo os Unicos reconhecidos por

causarem uma sindrome sistémica denominada febre tifoide, sendo que os sorovares
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Typhi e Paratyphi A sdo restritos a humanos e os sorovares Paratyphi B e Paratyphi C
entram na transmissdo animal-homem (BARROW et al., 2010). Os demais s&o
denominados sorovares néo-tifoides e causam, na maioria dos casos, uma enterocolite
auto limitante caracterizada por resposta inflamatoria na lamina prépria da mucosa
intestinal. Entretanto, em alguns casos pode evoluir para um quadro sistémico e levar a
condigdes crbnicas, como artrite reativa, osteomielite, inflamag&o cardiaca e desordens
neurologicas (D’AOUST, 1994).

A classificacdo da viruléncia dos sorovares do género Salmonella é outro ponto de
divergéncia entre os bacteriologistas. Ha duas classificagbes em vigor. A primeira
considera a associacdo com a espécie hospedeira como determinante, formando trés
grupos de viruléncia: (a) sorovares hospedeiro-especificos que causam, de forma geral,
doenca sisttmica em um numero 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-especificos, causam doenca
sistémica em espécies hospedeiras estreitamente relacionadas, mas também podem
causar doenca em outros hospedeiros ndo relacionados (Ex.: S. Dublin e S. Choleraesuis
estdo associados com doenca sistémica grave em bovinos e suinos, respectivamente,
porém podem infectar humanos); (c) sorovares ubiquos que causam gastroenterite em
uma ampla variedade de espécies hospedeiras ndo relacionadas (Ex.: S. Typhimurium e
S. Enteritidis) (BARROW et al., 2010).

Em outra linha de pensamento, a classificacdo de viruléncia pode ser realizada
através da divisdo em dois grandes grupos de diferentes cendrios patoldgicos,
denominados patovares. No primeiro grupo, estdo inclusos os sorovares que, de forma
geral, produzem doenca sistémica semelhante a febre tifoide em mamiferos ou em aves.
Ja o0 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 as
infeccOes causadas por Salmonella. Entre eles, destaca-se a idade do animal no
momento da infeccdo, que pode determinar diferentes variagdes do quadro clinico. Os
animais jovens sdo altamente suscetiveis a infec¢Oes intestinais devido a auséncia de
microbiota intestinal competidora (BARROW et al., 2010). O estado imunolégico do
hospedeiro também é fator determinante para o curso da doenca e 0 comprometimento
da barreira de defesa intestinal pode resultar em bacteremia e, até mesmo, levar a morte
do hospedeiro (SANTOS et al., 2009).
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Os reservatorios naturais de Salmonella sdo o trato intestinal de animais de sangue
quente e de sangue frio, os quais sdo, em sua maioria, excretores assintomaticos ou
subclinicos. A transmissdo do patdégeno ocorre pela via fecal-oral, também podendo
ocorrer atraves das membranas mucosas das conjuntivas e pelo trato respiratorio
superior (MARKEY et al., 2013). Os alimentos de origem animal, destacando a carne,
aves, ovos e leite, sdo reconhecidos por serem o0s veiculos mais envolvidos em surtos de
salmonelose em humanos (WHO, 2015).

Estudos com voluntarios revelaram que a dose infectante de diversos sorovares
nao-tifoides testados é de 10° a 10 bactérias por grama de alimento (KOTHARY:;
BABU, 2001). Entretanto, alguns dados obtidos de surtos de salmonelose sugerem que a
dose infectante pode ser tdo baixa quanto 100 bactérias (D'AOUST et al., 1975). A
quantidade de bactérias por grama de alimento necessaria para causar infeccdo varia
com a cepa envolvida, o alimento consumido e o estado fisiolégico e imunoldgico do
hospedeiro. Alimentos que neutralizam a acidez estomacal e bebidas que atravessam
rapidamente o estdmago sao exemplos de veiculos que contribuem para menor dose
infectante (DARWIN; MILLER, 1999).

Apos a ingestdo, a colonizacdo do intestino delgado distal e do cdlon é o estagio
inicial do processo infeccioso, seguida por adesdo as células especificas, invasdo
tecidual e sobrevivéncia intracelular. A disseminacdo de Salmonella pode ocorrer,
ainda, nos linfonodos mesentéricos e mais esporadicamente no jejuno, figado e bago. A
capacidade de sobrevivéncia no trato gastrointestinal também é determinante para todos
0s processos envolvidos nos primeiros estagios da infeccdo (BARROW et al., 2010).
Entre os fatores intrinsecos do hospedeiro, podemos destacar a anatomia gastrointestinal
e a formacdo de nichos especificos, o fluxo intestinal de cada espécie acometida e a
composicdo da microbiota intestinal, que pode ser inibitéria para diversos
micro-organismos patogénicos, incluindo Salmonella (BARROW et al.,, 2010). A
microbiota intestinal inibitéria é caracterizada pela producdo de &cidos organicos
volateis, que inibem o crescimento de Salmonella, e pelo bloqueio dos sitios de adesdo
(MARKEY et al., 2013).

A chegar ao lumen intestinal, Salmonella utiliza adesinas denominadas fimbrias
para a ligacdo as células intestinais, especificamente as células epiteliais membranosas
(células M), que fazem parte do epitélio foliculo-associado (FAE), e também aos
enterécitos. As células M promovem fagocitose ativa de macromoléculas e micro-

organismos presentes no Iimen intestinal para internalizacdo de antigenos, apresentagédo
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ao tecido linfoide da mucosa e producdo de resposta imunoldgica (NEUTRA et al.,
1996). As fimbrias estudadas e relacionadas com a adeséo sdo: fimbria tipo I (Fim),
fimbria codificada por plasmideo (PE), fimbria polar longa (LP) e fimbria agregativa
fina (curli) (MARKEY et al., 2013; VELDEN et al., 1998). Hase e colaboradores
(2009) conseguiram demonstrar que a subunidade FimH da fimbria tipo | liga-se
seletivamente a glicoproteina-2, que é estritamente expressa pelas células M,
caracterizando tropismo por essas células. H& ainda outras adesinas nao fimbrias
relacionadas a aderéncia celular de Salmonella (WAGNER; HENSEL, 2011).

Apos a adesdo as células intestinais, a via patogénica depende de complexos
sistemas denominados Sistemas de Secrecdo, que ja foram observados em diversas
bactérias Gram-negativas. Quatro destes sistemas ja foram bem descritos, sendo que o
Sistema de Secrecdo Tipo Il (T3SS) é bastante estudado e responsavel pela
translocacdo ativa de proteinas do citoplasma bacteriano ao citoplasma da célula do
hospedeiro, caracterizando um mecanismo importante de patogenicidade (GALAN;
COLLMER, 1999; KUHLE; HENSEL, 2004). Os genes de viruléncia responsaveis pela
invasdo e proliferacdo intracelular de cepas virulentas de Salmonella estdo abrigados em
grandes regides cromossomais denominadas Ilhas de Patogenicidade de Salmonella
(SP1) (KUHLE; HENSEL, 2004).

As bactérias do género Salmonella foram as Unicas 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 €
responsavel pela penetracdo inicial da mucosa intestinal, enquanto que o presente na
SPI-2 é necessario para os estagios subsequentes da infeccédo sistémica (HUECK, 1998).
A secrecdo de proteinas a partir do T3SS durante os estagios iniciais da infeccdo
promove a invasdo de Salmonella em células M e em enterdcitos, através da
modificacdo do citoesqueleto de actina destas células, provocando alongamentos da
membrana celular e captacdo das células bacterianas em vesiculas ligadas a mesma
(WALLIS; GALVOY, 2000; HENSEL, 2004).

A multiplicacdo intracelular ocorre dentro destas vesiculas e promove a secre¢do
de quimiocinas e o recrutamento de células polimorfonucleares (PMN), especialmente
neutrofilos (MARKEY et al., 2013). Ainda, proteinas efetoras translocadas pelo T3SS
para as células do hospedeiro sdo responsaveis pela secrecdo de mediadores pro-
inflamatdrios (McCORMICK et al., 1995; ZHANG et al., 2002). As prostaglandinas,
secretadas pelos PMN e pelos enterdcitos infectados, aumentam a atividade da
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adenilato-ciclase nos enterdcitos, resultando em secrecdo aumentada de eletrolitos e de
fluidos para o lumen intestinal e, consequentemente, em diarreia (DUEBBERT;
PETERSON, 1985; WALLIS; GALYOV, 2000).

Ja 0 T3SS codificado pela SPI-2 esta relacionado com a sobrevivéncia intracelular
em células fagocitarias (ASTEN; DIJK, 2005). As condigdes fisico-quimicas das
vesiculas endossomais, como baixo pH, privacdo de fosfato e menor disponibilidade de
Mg®*, promovem a expressdo do T3SS codificado na SPI-2 e a translocacdo de
proteinas para a superficie da célula bacteriana, que por sua vez interferem no processo
endossomal (CIRILLO et al., 1998; BEUZON et al., 1999). De forma contréria, a
inducdo da expressdo e secrecdo de proteinas pelo T3SS codificado na SPI-1 ocorre
quando o pH do meio passa de acido para alcalino — situacdo observada pela passagem
das bactérias do estbmago para o intestino (DAEFLER, 1999).

A multiplicagdo e sobrevivéncia intracelular de Salmonella resultam na
translocacdo citoplasmatica das vesiculas endossomais dos enterdcitos infectados para a
regido basal da célula, resultando em liberacdo de grande numero de bactérias
patogénicas viaveis para a lamina propria (D’AOUST, 1991). A sobrevivéncia
intracelular em macrofagos permite a disseminagdo de Salmonella para os linfonodos
mesentéricos e, dependendo da cepa envolvida e do estado imunolégico do hospedeiro,
para o figado e para o baco, podendo ainda causar bacteremia (MARKEY et al. , 2013).

Apbs a fase aguda da salmonelose, ha excrecdo fecal intermitente que pode durar
alguns dias (estado portador convalescente) ou pode persistir por um ou mais anos
(estado portador cronico) (D’AOUST, 1991). Alguns individuos podem tornar-se
portadores crbnicos e carrear Salmonella por diversas semanas ou até anos sem
apresentar qualquer sintomatologia e, mediante situacfes estressantes, sofrer a

reativacdo da multiplicacdo e excrecdo 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 formula antigénica 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 a ingestdo de torta de carne suina contaminada
(PECKHAM, 1923). Desde entdo, S. Derby tem ganhado destaque entre os isolados

bacterianos de fontes clinicas ndo humanas e de alimentos (ZHAO et al., 2003;
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VALDEZATE et al., 2005; CDC, 2011), principalmente dos alimentos de origem suina,
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
carcacas de suinos 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 inglés) e
avaliacdo dos perfis de suscetibilidade a antimicrobianos demonstraram grande
similaridade entre isolados de S. Derby provenientes de humanos e de suinos infectados,
sugerindo que o homem pode adquirir S. Derby através do consumo de carne suina
(VALDEZATE et al., 2005; HAUSER et al., 2011; KEROUANTON et al., 2013). Ha
ainda forte relacdo entre a contaminacdo das carcacgas suinas e 0s suinos portadores
assintomaticos com excrecdo intermitente (IVANEK et al., 2012), através da
transmissao a animais suscetiveis ou a re-infecgdes e através da contaminagdo 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 suinos portadores assintomaticos, foi
demonstrado que S. Derby promoveu maior tempo de excrecdo fecal de bactérias e
maior colonizacéo intestinal, demonstrando maior capacidade de excrecdo intermitente
e, consequentemente, maiores chances de contaminacdo cruzada e de transmisséo a

outros animais.

2.2  Resisténcia aos agentes antimicrobianos

A resisténcia antimicrobiana é um desafio global complexo para a satde publica,
tanto do ponto de vista clinico como socioeconémico. Os impactos causados pela
resisténcia antimicrobiana abrangem o aumento no tempo de administracdo de
antimicrobianos, falhas de tratamento e ocorréncia de Obitos decorrentes dessas
enfermidades. A imposi¢édo de custos adicionais aos sistemas de salde também resulta
em efeitos econdbmicos preocupantes. Nos Estados Unidos, o custo anual estimado é de
US$ 21 a US$ 34 bilhdes, acompanhados por mais de US$ 8 milhdes pelos dias
adicionais de hospitalizagdo (WHO, 2014).

Para entender os mecanismos envolvidos na resisténcia antimicrobiana, é preciso
conhecer 0s mecanismos de a¢do dos antimicrobianos, que podem ser resumidos em: (a)

inibicdo da sintese da parede celular (ex.: penicilinas e cefalosporinas); (b) inibicdo da
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sintese de proteinas (ex.: tetraciclinas, estreptomicina e cloranfenicol); (c) inibi¢do da
replicacdo de acidos nucleicos e da transcri¢do (ex.: quinolonas) (d) dano a membrana
plasmatica (ex.: polimixina B e colistina); e (e) inibicdo da sintese de metabdlitos
essenciais (ex.: sulfonamidas e trimetoprima) (TORTORA et al., 2012).

As bactérias possuem a capacidade de responder rapidamente e eficientemente a
pressdéo  seletiva imposta pelo uso de antimicrobianos (SCHWARZ;
CHASLUS-DANCLA, 2001). A resisténcia aos antimicrobianos pode ser intrinseca ou
adquirida. Na resisténcia intrinseca, 0s genes responsaveis pela resisténcia sdo
naturalmente encontrados no DNA cromossomal e sdo, normalmente, associados a
auséncia ou inacessibilidade da estrutura alvo (ALEKSHUN; LEVY, 2007). Os genes
envolvidos na resisténcia intrinseca sdo independentes da exposicdo anterior ao agente
antimicrobiano e ndo podem ser transferidos horizontalmente (FAJARDO et al., 2008).
Como exemplo cléassico de mecanismo intrinseco, pode-se citar a membrana externa de
bactérias Gram-negativas, que funciona como uma barreira para compostos
hidrofobicos e hidrofilicos (ALEKSHUN; LEVY, 2007). Outro exemplo sdo os
sistemas de efluxo de Pseudomonas aeruginosa, que permitem a expulsdo de diversas
classes de antimicrobianos, que conseguem ingressar na célula bacteriana, para o seu
exterior (LI; LIVERMORE; NIKAIDO, 1994; KOHLER et al., 1997).

A resisténcia adquirida origina-se de mutacOes aleatdrias ou pela aquisicdo de
genes de resisténcia. MutacGes aleatorias podem dar origem a caracteristicas genéticas
responsaveis pela sobrevivéncia e persisténcia frente a desafios. Contudo, ao contrario
da aquisicdo de genes de resisténcia, a resisténcia adquirida através de mutacfes € um
evento de baixa frequéncia (DAVIES, 1994). A répida propagacdo da resisténcia entre
populacdes bacterianas é resultado da transferéncia horizontal de elementos genéticos
moveis, como plasmideos, transposons e integrons, através dos processos de
conjugacéo, transducéo e transformacao (SCHWARZ; CHASLUS-DANCLA, 2001).

Os plasmideos sdo elementos extracromossomais de replicacdo autdbnoma e
capazes de coexistirem com outros elementos maveis, inclusive com outros plasmideos,
dentro da mesma célula bacteriana. Os genes transportados pelos plasmideos podem ser
multiplos e ndo sdo necessarios para o crescimento e multiplicacdo celular, mas podem
codificar fenotipos fundamentais & sobrevivéncia em condi¢bes adversas, como
resisténcia aos antimicrobianos e fatores de patogenicidade. Podem também carrear
outros elementos mdveis, ou ainda, serem integrados ao DNA cromossomal
(SCHWARZ; CHASLUS-DANCLA, 2001).
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Meervenne e colaboradores (2012) demonstraram que plasmideos carreando
maltiplos genes de resisténcia podem ser transferidos do ambiente para patdgenos
alimentares em elevadas taxas de transferéncia. Outros estudos tem demonstrado a
prevaléncia de plasmideos de incompatibilidade do grupo N (IncN) em Salmonella sp. e
Escherichia coli, os quais sdo responsaveis pela disseminagao de genes de 3-lactamases
de amplo espectro e de genes de resisténcia as quinolonas (GARCIA-FERNANDEZ et
al., 2008; CLOECKAERT et al., 2010; FOLSTER et al., 2010; TAUSOVA et al.,
2012).

Os transposons também podem carrear genes de resisténcia. Entretanto, ndo
possuem sistemas de replicacdo e precisam estar integrados no DNA cromossomal ou
em plasmideos (SCHWARZ; CHASLUS-DANCLA, 2001). Os transposons sdo
segmentos de DNA capazes de se mover no cromossomo, ou de um cromossomo para
plasmideos e vice-versa, atraves da codificacdo de sequéncias de insercao, que possuem
funcdo de transposicdo dos elementos (ZAHA, 2012). Diversos exemplos ilustram a
associacdo de transposons e plasmideos. A presenca dos transposons Tn1721, carreando
0 gene tet(A) de resisténcia a tetraciclina, e do Tn3, que contem o gene blatgm de
resisténcia a ampicilina, foi demonstrada em plasmideos de isolados de Salmonella
(PASQUALI et al.,, 2005). Em outro estudo, foi evidenciada a presenca de um
plasmideo em S. Typhimurium, contendo mdultiplos genes de resisténcia e que é
derivado do transposon Tn2670 (CAIN & HALL, 2012).

O integron ¢ elemento genético capaz de captar e mobilizar genes localizados em
cassetes génicos, e consiste em: (a) um gene intl, que codifica a enzima integrase,
responsavel pela insercdo e excisdo de cassetes génicos, (b) um sitio de recombinacéo
attl, adjacente ao intl, que é o local de reconhecimento para a integrase, e (C) um
promotor, responsavel pela transcricdo e expressdo dos cassetes génicos (HALL, 2012).
Em Salmonella, a ilha gendmica 1 de Salmonella (SGI-1, sigla em inglés), inclui um
integron, denominado In104, que carreia um grupo de genes de resisténcia (BOYD
etal.,, 2002; DOUBLET et al., 2005). Esses genes, localizados no integron In104
codificam resisténcia a ampicilina, cloranfenicol, florfenicol, estreptomicina,
sulfonamidas e tetraciclina (BRIGGS & FRATAMICO, 1999). Este integron, por sua
vez, esta amplamente distribuido entre os sorovares de Salmonella, e ja 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 transferéncia dos elementos genéticos moveis, a
conjugacao € o processo mais comum. Plasmideos e transposons conjugativos podem
ser transferidos entre espécies, e mesmo entre géneros bacterianos (SCHWARZ;
KEHRENBERG; WALSH, 2001). Para que o processo de conjugacdo ocorra, 0
plasmideo deve carrear genes de mobilizagdo, para processamento do DNA, e genes que
codifiqguem um complexo acoplamento associado a membrana, que é responsavel pela
formacgédo de um poro na parede bacteriana para a transferéncia do plasmideo de uma
célula doadora a uma ceélula receptora. Os plasmideos que codificam o seu proprio
conjunto de genes sdo denominados plasmideos conjugativos. Pequenos plasmideos ndo
conjugativos podem ser mobilizados simultaneamente com outros plasmideos
conjugativos, sendo denominados plasmideos mobilizaveis (SMILLIE et al., 2010).

No processo de transducdo, fragmentos de DNA sdo transportados de uma célula
a outra por bacteriéfagos. Durante o ciclo lisogénico dos bacteriéfagos, segmentos de
DNA bacteriano — inclusive genes de resisténcia contidos no DNA cromossomal ou em
plasmideos que estejam préximos ao sitio de integracdo — podem ser incorporados ao
DNA viral e propagados com as particulas virais para novas células hospedeiras. A
transducdo € 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 transducdo sejam muito baixas, 0
processo de transducdo € capaz de transferir genes de resisténcia entre cepas de
Salmonella.

A transformacdo é um processo de captacdo de pequenos segmentos de DNA
exogeno, sendo um mecanismo em potencial para adquirir genes de resisténcia ou de
patogenicidade e de promover mudancas genéticas na célula receptora, também
denominada célula competente (ZAHA, 2012). Este mecanismo possui um papel
limitado na transferéncia de material genético in vivo, entretanto € o mecanismo de
escolha para experimentos com transferéncia de plasmideos in vitro (SCHWARZ;
CHASLUS-DANCLA, 2001). Uma vez adquiridos, os genes de resisténcia passam a ser
transmitidos verticalmente e, devido a alta taxa de reproducdo das bactérias, toda uma
populagéo bacteriana pode tornar-se resistente em um curto espago de tempo.

Atestar que um isolado microbiano é resistente implica dizer que 0 mesmo néo é

inibido pelas concentragdes normalmente utilizadas do agente antimicrobiano, e/ou
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encontra-se na faixa em que mecanismos especificos de resisténcia sdo provaveis e que
a eficacia ndo pode ser atestada em estudos clinicos. Os testes de suscetibilidade
antimicrobiana sdo utilizados para avaliacdo quantitativa e/ou qualitativa da resposta
in vitro de um organismo frente ao agente antimicrobiano, em niveis atingiveis, com as
doses geralmente prescritas do antimicrobiano em andlise, nos tecidos ou sangue (CLSI,
2012). Esses testes devem ser realizados seguindo instrucOes 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-difusdo, E-test, teste de diluicdo em &gar e testes de macro e microdiluicdo em
caldo. Os critérios de interpretacdo sdo baseados em breakpoints de
suscetilidade/resisténcia estabelecidos para um determinado antimicrobiano frente a um
grupo bacteriano. O breakpoint € definido a partir de diversos fatores, como: regimes
quimioterapicos e via de administracdo usual, indicac6es terapéuticas, dados de resposta
clinica, farmacocinética e farmacodindmica (BYWATER; SILLEY; SIMJEE, 2006).
Excetuando o teste de disco-difusdo, que tem carater exclusivamente qualitativo, os
outros testes mencionados fornecem a Concentracdo Minima Inibitéria (MIC, sigla em
inglés) do antimicrobiano para o isolado bacteriano testado. Por definicdo, MIC é a
menor concentracdo do antimicrobiano capaz de inibir o crescimento visivel de um
micro-organismo, em testes de suscetibilidade in vitro. O MIC, ao ser comparado com 0
breakpoint previamente estabelecido, pode categorizar o isolado em suscetivel
(associado ao sucesso terapéutico), intermediario (associado a um efeito terapéutico
indeterminado ou incerto) ou resistente (associado a um risco elevado de insucesso na
terapéutica) (KAHLMETER et al., 2003). O breakpoint tem carater clinico e pode servir
Ccomo guia para a terapéutica.

QOutro critério de interpretacdo, formulado pelo EUCAST, sdo os valores de
cut-off epidemioldgicos (ECOFFs), que sdo utilizados para detectar e definir a
resisténcia antimicrobiana e monitorar o desenvolvimento da resisténcia nas populacoes
microbianas. Os ECOFFs sdo definidos a partir da distribuicdo dos valores de MIC em
populacbes de micro-organismos sem mecanismo de resisténcia adquirida
fenotipicamente detectavel, denominadas populacdes-selvagens (WT, sigla para

wild-type). Para definir os ECOFFs, € necesséria a coleta de dados, que devem ser
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analisados e, entdo, inseridos em um banco de dados disponibilizado gratuitamente na
internet (http://mic.eucast.org/Eucast?/) (Figura 1). Para cada combinacdo de agente

antimicrobiano e espécie microbiana, formam-se agregados dos dados coletados
produzindo um banco de dados de referéncia internacional (KAHLMETER et al., 2003;
EFSA, 2012).

Ciprofloxacin / Salmonella spp
International MIC Distribution - Reference Database 2016-04-04

MIC distributions include collated data from multiple sources, geographical areas and time periods and can never be used to infer rates of resistance
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FIGURA 1 — Distribuicdo da populacdo non-Wild Type (nWT) de referéncia
para  Salmonella sp. frente a ciprofloxacina  (Disponivel em:
http://mic.eucast.org/Eucast2/). A distribuicdo foi baseada em dados de quatro
fontes (2281 observacdes). O ECOFF (0,064 mg/L) preliminar é apresentado.

O desenvolvimento dos mecanismos de resisténcia nas populagdes microbianas é
um processo evolutivo normal, porém acelerado devido a pressao seletiva exercida pelo
uso generalizado de antimicrobianos. Na producdo intensiva de suinos é comum a
utilizacdo de antimicrobianos para o controle de doencas, tanto no tratamento clinico
como no profilatico, e como promotores de crescimento. Este cenario proporciona
condicGes favordveis para a selecdo e propagacdo da resisténcia, assim como a

persisténcia de populagdes resistentes nestes ambientes (AARESTRUP, 2005).
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Os antimicrobianos utilizados como promotores de crescimento séo administrados
continuamente como suplemento alimentar em doses subterapéuticas. Os promotores de
crescimento tém como finalidade aumentar a eficiéncia alimentar e o ganho de peso
(GUARDABASSI; JENSEN; KRUSE, 2010). Os antimicrobianos mais utilizados para
este propdsito séo as tetraciclinas, os macrolideos e as penicilinas. As tetraciclinas e 0s
B-lactamicos ndo sdo utilizados como promotores de crescimento na Unido Europeia
desde 1975 (SCHWARZ; CHASLUS-DANCLA, 2001). Apesar da diminuicdo
significativa do uso de tetraciclina na producao de suinos na Dinamarca, a detec¢do de
resisténcia a tetraciclina em isolados de Salmonella continua a aumentar, provavelmente
pela propagacao de clones resistentes (DANMAP, 2011).

A utilizacdo de antimicrobianos na producdo 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-restricdo por PFGE
entre isolados de S. Derby originados de suinos, de carne suina e de humanos. O estudo
também constatou que 79% dos isolados eram resistentes a tetraciclina e que somente
15,5% dos isolados ndo apresentavam nenhuma resisténcia antimicrobiana.

Em um estudo conduzido no Reino Unido (UK, sigla em inglés), entre 2003 e
2005, Little e colaboradores (2008) encontraram uma prevaléncia de 2,4% de carnes
vermelhas positivas para Salmonella sp. no varejo e em servicos de alimentacdo. Entre
os isolados de carne suina, S. Typhimurium e S. Derby foram os sorovares mais
frequentes e apresentaram resisténcia a pelo menos um dos doze antimicrobianos
testados. Destes, tetraciclina teve a maior frequéncia de resisténcia, seguida por
sulfonamida, estreptomicina, ampicilina e cloranfenicol. Em um estudo de comparacgéo
temporal e espacial entre isolados de Salmonella ndo-tiféides de humanos, de suinos e
do ambiente de granjas, foi demonstrada maior frequéncia de resisténcia antimicrobiana
e de padrdes de resisténcia a multiplas drogas em S. Typhimurium e S. Derby isolados
de suinos. Ainda, foram encontrados perfis de macro-restricdo por PFGE idénticos entre
os isolados de S. Derby de suinos e de origem ambiental (KEELARA et al., 2014).

O aumento da resisténcia frente aos antimicrobianos usualmente utilizados na
producdo animal deve ser analisado com precaucdo, dado o risco de disseminacdo de
bactérias patogénicas resistentes aos humanos. Frente as inquietacGes ocasionadas pelo

impacto na saude publica, programas de monitoramento da resisténcia antimicrobiana e
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utilizagdo prudente de antimicrobianos como ferramenta de gestéo séo recomendagdes

para a contencdo primaria da resisténcia antimicrobiana (WHO, 2001).

2.3  Aderéncia bacteriana e formacéao de biofilmes

A habilidade que alguns micro-organismos possuem de aderir as superficies e
formar agregados celulares complexos, denominados biofilmes, tem implicacdes diretas
na persisténcia e sobrevivéncia no ambiente. Em especial, a formacéo de biofilmes nos
estabelecimentos de processamento de alimentos, resultando na contaminagéo constante
desses alimentos, proporciona um importante veiculo de transmissao e infecgdo. Assim,
0s mecanismos celulares envolvidos na formacdo dos biofilmes devem ser estudados e
discutidos, pois sdo alvos em potencial para intervencdes e estratégias de controle
nesses ambientes.

Biofilmes sdo agregados de micro-organismos aderidos a uma superficie,
geralmente solida, e incorporados a uma matriz extracelular, que consiste em
substancias poliméricas extracelulares (EPS, sigla em inglés), produzidas pelas préprias
células microbianas que compdem o biofilme. A matriz extracelular possui diversas
funcdes, entre elas a formacdo de uma arquitetura tridimensional responsavel pela
agregacdo e interacdo entre as células microbianas, além de proporcionar coesdo e
estabilidade mecénica. Essa arquitetura dos biofilmes é composta por canais e poros,
formados pela rede de polimeros, que permitem a difusdo de nutrientes e oxigénio.
Outra importante funcdo é a barreira protetiva formada, que confere resisténcia e
tolerdncia a varios agentes antimicrobianos e a desinfetantes. Ainda, as proteinas e
polissacarideos hidrofilicos que compdem a matriz sdo responsaveis pela retencdo de
agua, que permite a formacdo de um microambiente altamente hidratado e tolerancia a
dessecagdo (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

Nos estabelecimentos de carnes e derivados, tantos 0s micro-organismos como as
proteinas provenientes desses produtos sdo incorporados as superficies dos
equipamentos, formando um filme orgénico ou condicionado. Os micro-organismos
biologicamente ativos que integram o filme condicionado podem, entdo, efetuar
aderéncia inicial as superficies, que é reversivel e dependente do tipo de superficie
envolvida (SHI; ZHU, 2009).

O aco inoxidavel ¢ um dos materiais mais utilizados nos estabelecimentos de

alimentos, por sua estabilidade fisico-quimica e resisténcia a corrosdo. Possui
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caracteristica hidrofilica, que é desejavel no quesito inibicdo da aderéncia bacteriana.
Superficies com propriedades hidrofébicas sdo mais suscetiveis a adesdo de micro-
organismos, ja que favorecem menor angulo de contato entre as bactérias e a superficie
(OLIVEIRA et al., 2001). Entretanto, de acordo com o acabamento e polimento final,
que podem ocasionar rugosidades, a hidrofilicidade da superficie do ago inoxidavel
pode tornar-se heterogénea, proporcionando nichos para a adesdo. Ainda, 0 uso e
lavagens continuas deste material podem formar fendas que servirdo como abrigo e
protecdo contra a forca 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 ago inoxidavel e em outros
materiais utilizados nos estabelecimentos de alimentos e, ainda, persistir e tolerar os
processos de limpeza e desinfeccdo (JOSEPH, 2001; RAMESH et al, 2002,
GIAOURIS; NYCHAS, 2006; MZRETRJ et al, 2009; OLIVEIRA et al., 2014).

Outro material utilizado tanto em granjas como em abatedouros, inddstrias de
processamento de alimentos e em cozinhas, comerciais ou ndo, para a construcdo das
tubulacbes, acessorios e superficies de corte, é o cloreto de polivinil (PVC)
(POMPERMAYER; GAYLARDE, 2000; STEENACKERS et al., 2012). Este material
possui superficie hidrofobica, que favorece a adesdo bacteriana (OLIVEIRA et al.,
2001), e é similar ao poliestireno, material utilizado nas placas para cultivo in vitro.
Assim como no caso do aco inoxidavel, diversos estudos demonstram a adesdo e
formacdo 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 sdo os mais amplamente estudados, havendo poucos relatos da formagéo de
biofilmes com isolados de Derby, os quais sdo representados em numero
consideravelmente menor quando comparados com Typhimurium e Enteritidis
(MALCOVA et al., 2008; DIEZ-GARCIA; CAPITA; ALONSO-CALLEJA, 2012).

O desenvolvimento dos biofilmes compreende a adeséo inicial a uma superficie,
seguida de formacdo de microcolbnias e, por fim, revestimento das microcolénias por
EPS, configurando um biofilme maduro (DAVEY; O'TOOLE, 2000). Na adesé&o inicial,
também designada como adesdo reversivel, a interacdo entre bactérias e substrato é
fraca e consiste em forcas de van der Waals, forcas eletrostaticas e interacdes
hidrofébicas. Durante a fase de adesdo reversivel, as bactérias aderidas sdo facilmente
removidas pela aplicacdo de forca de cisalhamento, obtida durante os processos de
lavagem (CHMIELEWSKI; FRANK, 2003). A adesdo reversivel das células
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bacterianas ocorre em questdo de algumas horas e, tratando-se de estabelecimentos de
alimentos, € praticamente impossivel realizar a higienizagéo correta em tempo de evitar
esta primeira etapa de adesdo (MEYER, 2003).

Ja a adesdo irreversivel, que resulta da ancoragem de apéndices celulares e da
producdo de EPS, pode ser evitada adotando o0s procedimentos operacionais
padronizados (POP) para higienizacdo de instalagcBes, equipamentos e maveis.
Entretanto, falhas nas etapas de higienizacdo, tanto na limpeza como na desinfeccao,
podem ser decisivas para a formacéo de biofilmes irreversiveis. Os principais fatores de
um programa de higienizacdo efetivo séo: (a) energia quimica, tanto dos detergentes
como dos sanitizantes, que requerem concentracGes e aplicacbes especificas; (b) energia
mecanica, como jatos de pressdo de agua, escovacbes manuais ou automaticas, etc.; (c)
temperatura, que afeta os efeitos quimicos dos detergentes e sanitizantes e altera a
remoc¢do de gorduras e 6leos; e (d) tempo requerido para o contato entre superficie e
composto quimico (GIBSON et al., 1999).

Ainda, rugosidades e falhas nas superficies dos equipamentos podem proteger 0s
micro-organismos do processo de cisalhamento decorrente da lavagem. A producao da
matriz extracelular — que cria uma barreira protetora contra situagdes adversas, inclusive
contra a acdo dos desinfetantes (SINDE; CARBALLO, 2000; JOSEPH et al., 2001;
RAMESH et al., 2002; M@RETRM et al., 2009; FLEMMING; WINGENDER, 2010) —
e a presenca de células sem crescimento ativo tornam o biofilme persistente no
ambiente (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999; DUNNE, 2002). A
persisténcia de Salmonella nos estabelecimentos de alimentos propicia a contaminagao
de alimentos e a transmissdo a novos hospedeiros (WINFIELD; GROISMAN, 2003;
WHITE et al., 2006). Em um estudo realizado em abatedouros de suinos, Salmonella foi
isolada de amostras ambientais em alta frequéncia e pode ser isolada antes mesmo do
inicio do abate, evidenciando a permanéncia 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 aderéncia de Salmonella nas
superficies, destaca-se a producdo de fimbrias e de celulose. A fimbria fina agregativa
(agf), também conhecida por fimbria curli (csg), € essencial para a aderéncia em
superficies bidticas e abioticas. Sua expressdo € restrita a baixas temperaturas e a baixa
osmolaridade do meio (AUSTIN, 1998; ROMLING et al., 1998a, 1998b), e dependente

de outros fatores externos, como tensdo de oxigénio e privacdo de nutrientes



31

(GERSTEL; ROMLING, 2001). A celulose ¢ um componente estrutural que promove
estabilidade ao agregado de células aderidas, fortalecendo a adesdo. Sua expressdo
depende das mesmas condicGes que a fimbria curli, sugerindo a mesma via regulatéria
(ROMLING et al., 1998b; ZOGAJ et al., 2001). A produgdo concomitante dessas duas
estruturas forma uma matriz extracelular altamente inerte e hidrofobica que promove
uma ligacdo consolidada e irreversivel (ZOGAJ et al., 2001; DUNNE, 2002).

A expressao de fimbria 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 a formag&o de col6nias com superficie rugosa e seca, com margens onduladas e
com coloragdo parpura (ROMLING, 2005). As morfologias observadas podem ser
categorizadas conforme as caracteristicas de colénia: Rdar (colénia vermelha, rugosa e
seca), Pdar (colbnia rosa, rugosa e seca), Bdar (colénias marrom, rugosa e seca) e Saw
(colbnia branca e mucoide). A morfologia Rdar ocorre pela expresséo tanto de celulose
quanto fimbria curli, enquanto a Pdar decorre da producéo isolada de celulose e a Bdar
da fimbria curli. Na morfologia Saw, ndo ha expressao de nenhuma das duas estruturas
(ROMLING et al., 1998a, 1998b; MALCOVA et al., 2008).

A avaliacgdo exclusiva da producéo de celulose pode ser obtida quando em cultivo
em é&gar ou em caldo adicionados de Calcofluor, que se liga naturalmente a celulose e,
quando ligado, emite fluorescéncia visivel sob luz UV 366 nm (ROMLING et al., 2003;
VESTBY et al., 2009). Outro método de avaliacao fenotipica de biofilmes é através do
cultivo em caldo, que resulta na formacédo de uma pelicula de flutuacdo na interface ar-
liguido que blogueia totalmente a superficie do caldo e que ndo pode ser dispersa por
agitacdo (SOLANO et al., 2002), técnica utilizada para visualizar a formagdo de
biofilme por Salmonella. Ainda, a avaliacdo qualitativa e quantitativa pode ser realizada
em microplacas de 96 pocos de fundo chato, no qual a densidade oOptica do biofilme
formado, tanto no fundo quanto nas paredes dos pocos, é determinada por
espectrofotometria (CHRISTENSEN et al., 1985; STEPANOVIC et al., 2000).

A combinacédo de dois ou mais métodos de avaliagdo fenotipica 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 diferencas no
fornecimento de nutrientes e oxigénio, proximidade das células, acumulo de
metabolitos, entre outros fatores (WANG et al., 2004).

Diversos estudos de avaliacdo fenotipica tém demonstrado que de 60% a 90% dos

isolados de Salmonella apresentam morfologia Rdar (SOLANO et al.,, 2002;
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ROMLING 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 resisténcia a dessecacdo, tendo uma taxa de
sobrevivéncia de 68% e de 9,7% quando em estocagem por trés e nove meses,
respectivamente. Em contraste, a taxa de sobrevivéncia foi de 6,2% e 0,27%,
respectivamente, em cepas com delecdo nos genes responsaveis pela produgdo de
fimbria curli e celulose. No mesmo estudo, isolados Rdar sofreram reducdo de 1 a 2
ciclos logaritmicos, quando submetidos a estocagem por trés meses seguida de
tratamento com hipoclorito de sédio a 60 ppm, enquanto cepas com delecdo tiveram
uma reducéo de pelo menos 6 logs.

A habilidade de formar biofilmes pode ser um fator determinante para a
persisténcia de Salmonella na cadeia produtiva de suinos. A higienizacdo de superficies
em ambientes de producdo de alimentos é afetada pelas propriedades de resisténcia a
dessecagdo e a desinfetantes, conferida pelos biofilmes, implicando em falhas na
higienizacdo e conferindo persisténcia e contaminacdo de alimentos com micro-

organismos patogénicos presentes nos biofilmes.

2.4  Tipagem molecular

A tipagem molecular tem como objetivo determinar a relagdo genética entre
micro-organismos previamente relacionados epidemiologicamente e fenotipicamente.
Os métodos de tipagem molecular sdo fundamentais para o entendimento da
epidemiologia das doencas, rastreamento de linhagens patogénicas, identificacdo de
fontes de infeccdo e para o monitoramento e controle das doencas infecciosas
(BELKUM et al., 2001; RANJBAR et al., 2014).

Os métodos de tipagem molecular mais usualmente utilizados sdo baseados no
DNA microbiano e podem envolver a analise do cromossomo total ou dos plasmideos,
utilizacdo de enzimas de restricdo, de forma a separar o DNA em fragmentos, e analise
de polimorfismos genéticos (GILBERT, 2002). A escolha do método deve ser baseada
em caracteristicas de reprodutibilidade, poder discriminatério e facilidade de execucao.

Em Salmonella, o método de macro-restricdo por PFGE permanece como padrédo
ouro (ANONYMOUS, 2009). Beutlich e colaboradores (2011) utilizaram métodos de
tipagem molecular, incluindo PFGE, para investigar as propriedades moleculares e a

relacdo epidemioldgica 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 relagéo
epidemioldgica entre isolados de Salmonella com mesmo perfil de resisténcia e
Hendriksen e colaboradores (2012), também através de PFGE, confirmaram o mesmo
perfil molecular de amostras de Salmonella Stanley isoladas de pacientes asiaticos e
isoladas de pacientes europeus que haviam recentemente viajado para o sul da Asia.

Na cadeia produtiva de suinos, o método PFGE também pode ser utilizado para
rastrear a origem de contaminacdo em carcacas de suinos e relacionar os isolados com
fontes ambientais e animais (BOTTELDOORN et al., 2004). Giovannacci e
colaboradores (2001) demonstraram, através de PFGE, concordéncia entre isolados de
Salmonella Typhimurium e Derby de carcagas suinas e de ambiente ou de linfonodos
mesentéricos do mesmo grupo amostrado.

A relacdo epidemioldgica entre isolados de suinos, de alimentos de origem suina e
de infecgcBes 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 frequéncia de um mesmo clone de Salmonella Derby entre isolados de
suinos 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 suina e de humanos e 0 outro em
isolados da cadeia produtiva de suinos.

Outros métodos ja foram propostos para tipagem molecular de Salmonella, como
métodos priméarios e/ou como métodos auxiliares. Entre eles, pode-se citar a tipagem
baseada em sequéncias multilocus (MLST, sigla em inglés) (TORPDAHL et al., 2005;
PERRON; BELL; QUESSY, 2008), polimorfismo de tamanho de fragmentos
amplificados (AFLP, sigla em inglés) (TORPDAHL et al., 2005), e PCR de elementos
repetitivos (Rep-PCR) (RASSCHAERT et al., 2005), entre outros. Deve-se sempre
considerar que a discriminacdo dos isolados é reforcada pela combinacdo de dois ou
mais métodos de tipagem, incluindo os métodos fenotipicos, como perfil de resisténcia
e outros. Assim, a escolha dos métodos para tipagem molecular deve discorrer das

caracteristicas proprias de cada método e do poder de complementaridade entre eles.
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2.5 Salmonelose em Humanos

A epidemiologia das infec¢bes causadas por Salmonella varia conforme os
sorovares envolvidos. Enquanto os sorovares Typhi e Paratyphi causam uma doenca
sisttmica grave e potencialmente fatal conhecida como febre tifoide, os sorovares ndo-
tiféides causam uma gastroenterite auto limitante de severidade leve a moderada.
Entretanto, os sorovares ndo-tiféides podem ocasionar graves complicacdes pos-
infeccdo, incluindo septicemia, pneumonias, artrites e aneurismas (LOCHT; M@LBAK;
KROGFELT, 2002; TERNHAG et al., 2008; KUHN et al., 2012).

A gastroenterite aguda, ocasionada pela infeccdo por Salmonella néo-tiféide,
aparece dentro de 6 a 72 horas ap0s a ingestdo de adgua ou alimentos contaminados e
inclui sintomas como diarreia, vomitos, dor abdominal e febre. O tratamento inclui
reposicdo de fluidos e a antibacteriano-terapia ndo é indicada para gastroenterites leves
a moderadas (HOHMANN, 2001). Cerca de 5% dos individuos acometidos por
Salmonella desenvolvem bacteremia. Os pacientes imunologicamente comprometidos
sd0 mais propensos a desenvolver bacteremia e infecgbes focais, que incluem
meningites, artrite séptica, osteomielite, pneumonia, entre outros. Nesses casos, 0
tratamento antibacteriano pode ser indicado, juntamente com culturas de sangues
adicionais (HOHMANN, 2001).

Os principais veiculos de Salmonella sdo os alimentos de origem animal,
incluindo os alimentos de origem suina. Nos Estados Unidos, Salmonella é o segundo
maior patdgeno de origem alimentar e 0 maior patdgeno atribuido a hospitalizagdes e a
casos de Obito decorrentes de doencas transmitidas por alimentos (SCALLAN et al.,
2011), e a carne suina é um dos produtos mais propensos a causar doenca, quando
consideradas as taxas de consumo (CENTER FOR SCIENCE IN THE PUBLIC
INTEREST, 2014).

Na Unido Europeia, Salmonella é o segundo maior patdgeno gastrointestinal de
humanos e o suino é a segunda maior fonte de salmonelose humana, com 43,8% dos
casos atribuidos, sendo que Typhimurium, Enteretidis e Derby sdo o0s principais
sorovares referidos a esta fonte (PIRES; KNEGT; HALD, 2011; EFSA, 2015). Na
Franca, o sorovar Derby se classifica entre o terceiro e o0 quarto na prevaléncia entre 0s
isolados humanos e estd provavelmente relacionado com suinos (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 vigilancia epidemioldgica das doengas transmitidas por alimentos
(VE-DTA) iniciou-se em 1999. De 2000 a 2014, a VE-DTA recebeu notificagdo de
9.719 surtos, com 192.803 doentes e 1.948.144 expostos. O agente etiologico mais
frequente foi Salmonella sp., presente em 38,2% dos surtos identificados. Os alimentos
mistos foram o principal veiculo de transmisséo, sendo causa de 30,6% dos surtos. Os
alimentos de origem suina foram causa de 4,3% dos surtos. Deve-se levar em conta,

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

2.6 Contaminacdo da Cadeia Produtiva de Suinos por Salmonella

A contaminacdo por Salmonella estad presente em diferentes fases da cadeia de
producdo da carne suina e pode originar-se de qualquer ponto, desde a alimentacdo dos
animais nas granjas, nas proprias granjas, durante os processos do abate, durante a
producdo e processamento dos produtos e subprodutos suinos, na comercializacdo de
carne suina crua e de subprodutos e no decorrer da preparacdo dos alimentos na casa
dos consumidores e nos servicos de alimentacdo (LO FO WONG et al., 2002).

Suinos podem ser infectados por praticamente todos os sorovares de Salmonella,
entretanto a infeccdo raramente causa doenca, com excec¢do do sorovar Choleraesuis,
que pode causar septicemia e infeccdo sisttmica com alta mortalidade, e do sorovar
Typhimurium, que pode causar diarreia e infeccdo sisttmica com mortalidade
tipicamente baixa (BARROW et al., 2010; CARLSON; BARNHILL; GRIFFITH,
2012). A infecgdo pelos demais sorovares resulta em diarreia branda ou em infeccgdes
subclinicas e, em ambos 0s casos, 0s suinos infectados podem tornar-se portadores,
persistindo nesse estado por pelo menos trés semanas apos a infeccdo (FEDORKA-
CRAY et al., 1994). O sorovar Derby ¢é fortemente adaptado aos suinos, sendo o
segundo sorovar de maior prevaléncia nessa espécie, ap6s S. Typhimurium
(GIOVANNACCI et al., 2001; EFSA, 2008a; MATIASOVIC et al., 2014).

A racdo pode ser considerada a principal fonte de introducdo de Salmonella em
regides de baixa prevaléncia, e pode ter importancia discutivel em regides de elevada
prevaléncia (EFSA, 2008b). Outra importante fonte de introducdo é a entrada de
animais portadores de Salmonella, que contaminam o ambiente e, subsequentemente, 0s
animais. Ainda, os processos de higienizacdo, quando seguidos os critérios, minimizam
0 mecanismo de transmisséo fecal-oral e diminuem a pressédo da infeccdo (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 propria microbiota de Salmonella, e que esta s6
pode ser desfeita com controles rigidos de higienizacdo e de biosseguridade (BERENDS
etal., 1998).

O risco de contaminacdo durante o processo de abate, tanto do produto final
quanto dos equipamentos e do espaco fisico do abatedouro, € consideravelmente maior
quanto maior for o total de suinos carreando Salmonella nos abatedouros. A frequéncia
de isolamento de Salmonella previamente ou durante o abate também é maior, quando
comparada com a frequéncia de isolamento nas granjas (HURD et al., 2002, 2003;
FOSSE et al., 2008). A razdo dessa diferenca pode ser explicada, em parte, pelo
estresse causado pela privacdo de alimentos e pelo transporte, que aumenta a excregéo
fecal de Salmonella, proporciona a reativacdo da excrecdo por portadores latentes e
aumenta a suscetibilidade a novas infec¢cbes (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 infeccdo (ROSTAGNO et al., 2001; DE BUSSER
etal., 2011). Alguns cuidados durante o tempo de espera pré-abate podem minimizar o
risco de infecgdo, como higienizagdo correta das pocilgas, tempo de jejum minimo de
12 horas e maximo de 18 horas, e reducdo do tempo de espera para 2 a 4 horas
(LUDTKE et al., 2010). Hurd e colaboradores (2002) demonstraram que grande parte
das infeccdes detectadas apds a saida dos animais das granjas ndo é devido a reativacdo
de portadores latentes, e sim a novas infeccdes que ocorreram durante o transporte ou
durante a espera pré-abate.

No processo de abate, as carcacas podem ser contaminadas direta ou
indiretamente, por intermédio de suinos carreando Salmonella no conteddo
gastrointestinal, ou mesmo na pele, ou por equipamentos e utensilios contaminados
(BOTTELDOORN et al., 2003; EFSA, 2011; DE BUSSER et al., 2013). Alguns
aspectos técnicos podem favorecer ou reduzir a contaminagdo cruzada durante o
processo de abate. A depilagdo, o polimento e a evisceragéo sao etapas que podem levar
a um aumento da contaminacgdo, 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
carcaga ndo sao capazes de alterar a contagem de bactérias vidveis na pele e na carcaga,

respectivamente.
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Segundo Berends e colaboradores (1997), a evisceracdo contribui em 55% a 90%
das contaminagdes das carcacas por Salmonella e os equipamentos utilizados durante o
polimento contribuem em 5% a 15%. O tanque de escaldagem e a serra utilizada na
divisdo das carcacas devem receber igual atencdo, por serem possiveis fontes de
contaminacdo (DE BUSSER et al., 2011). Em um estudo de prevaléncia de Salmonella
em suinos 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 frequéncia de 92% a 100%, com flutuacdo de 33% a
75% entre os abatedouros analisados. Amostras de facas e outros equipamentos tambem
foram positivos para Salmonella.

Diversos estudos objetivam avaliar a prevaléncia de Salmonella nos abatedouros,
a partir de amostras das carcacas, de fezes, do ambiente, entre outras. No Brasil, 0s
estudos de prevaléncia e de frequéncia de isolamento de Salmonella concentram-se na
regido sul e possuem valores varidveis. Kich e colaboradores (2011) encontraram uma
prevaléncia de 24% em carcacas e de 67% em linfonodos de suinos abatidos em Santa
Catarina. Em outro estudo, realizado em abatedouros de suinos no Rio Grande do Sul,
Bessa e colaboradores (2004) constataram prevaléncia de 55,6% de Salmonella, sendo
que as prevaléncias dos linfonodos e das fezes foram de 17,6% e de 18,3%,
respectivamente. Ainda no Rio Grande do Sul, foi demonstrada prevaléncia de 83,3%
em amostras de linfonodos, tonsilas e conteudo intestinal (CASTAGNA et al., 2004) e
frequéncia de isolamento de Salmonella variando entre 62,5% e 85,0% em amostras de
linfonodos (SCHWARZ et al., 2009). Estudos de prevaléncia e de frequéncia de
isolamento em outros estados do Brasil sdo escassos. Silva e colaboradores (2009)
demonstraram prevaléncia de 16,6% em amostras de linfonodos e tonsilas de suinos
abatidos no Mato Grosso do Sul. Nos estudos mencionados, o sorovar Derby tem se
conservado entre os principais sorovares isolados de carcagas, linfonodos e fezes de
suinos.

As carcacas 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 contaminacdo sdo similares as encontradas nos processos finais do abate
(DELHALLE et al., 2009). Segundo Lo Fo Wong e colaboradores (2002), os fatores
que influenciam a qualidade microbioldgica dos cortes de carnes sdo: manuseio da
matéria-prima, tempo e temperatura. O adequado manuseio da matéria-prima é capaz de

diminuir a contaminacdo cruzada entre os produtos. Ja o abuso no tempo e na
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temperatura proporciona a multiplicagdo e sobrevivéncia de micro-organismos
patogénicos nos cortes carneos. Se a temperatura da estocagem e do transporte dos
produtos finais se mantiver abaixo de 6°C, o crescimento de Salmonella é minimo (LO
FO WONG et al., 2002).

No estudo de Delhalle e colaboradores (2009), foi constatado alto nivel de
contaminacdo por Salmonella em apenas alguns dos cortes carneos amostrados.
Entretanto, durante o processo de moagem da carne ha mistura dos cortes, que resulta na
disseminacédo da Salmonella na carne moida. Nas diferentes etapas do processamento da
carne crua, e mesmo durante a venda a varejo, ha mistura de lotes de diferentes origens,
proporcionando oportunidade para contaminagdo cruzada e propagacdo de micro-
organismos patogénicos (LO FO WONG et al., 2002). A prevaléncia de Salmonella nos
cortes de carnes suinas € bastante variavel. Prendergast e colaboradores (2008)
demonstraram prevaléncia de 3,3% em carnes suinas e constataram alta variabilidade
durante as visitas realizadas, com variacdo de 0% até 31,7%. No mesmo estudo, foi
demonstrada predominancia dos sorovares Typhimurium e Derby, sendo condizente
com o0s sorovares predominantemente isolados durante o abate em diversos estudos.
Outros estudos apontam prevaléncia de Salmonella de 3,3% e 4,2% em cortes de carne
suina (ZHAO et al., 2001; HANSEN; CHRISTENSEN; AABO, 2010). Hansen e
colaboradores (2010) demonstraram ainda prevaléncia de Salmonella de 8,1% e de
2,6% em cortes de carne suina obtidos de acougues e de supermercados,
respectivamente.

Da mesma forma, a qualidade microbiolégica dos produtos suinos tipo frescal é
dependente da inocuidade da matéria-prima. Em um estudo realizado por Castagna e
colaboradores (2004), foi evidenciada prevaléncia média de 83,3% de suinos portadores
de Salmonella e, em associacdo, prevaléncia média de 93,9% de Salmonella no produto
final (massa para embutimento). Outros estudos demonstram prevaléncia de 11,8%
(LOGUERCIO et al., 2002), 17,6% (GIOVANNINI et al., 2004), 24,4% (MURMANN
et al., 2009) e 27% (SPRICIGO et al., 2008) em linguigas frescais suinas.

Diversas medidas de controle foram propostas para a redugdo da contaminacgao
cruzada durante a linha de abate e o processamento das carnes suinas. Algumas regras
gerais sdo aceitas para a producao de alimentos livre de Salmonella, como higienizagéo
regular e controlada das pocilgas e dos caminhfes de transporte, dos utensilios e
equipamentos e do ambiente de producdo; treinamento e conduta higiénica dos

manipuladores de alimentos; e controle integrado de pragas (BERENDS et al., 1998).
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Entretanto, estas medidas ndo séo suficientes para reducdo eficiente da contaminacao
cruzada de Salmonella, sendo necessaria a aplicacdo de medidas de controle nos pontos
criticos ja mencionados, como no transporte e nas pocilgas de espera, durante os

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

3.1 Isolados

Foram recuperados 140 isolados de Salmonella enterica subsp. enterica sorovar
Derby (S. Derby) pertencentes a colecdo de culturas do Setor de Medicina Veterinaria
Preventiva-FAVET-UFRGS (TABELA 1). Os isolados analisados séo provenientes de
amostras coletadas em matadouros-frigorificos de suinos localizados nos Estados de
Santa Catarina (SC) e do Rio Grande do Sul (RS) e de produtos de origem suina obtidas

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

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

Grupo Material de origem N® de Periodo da Referéncia
amostral Isolados coleta
. Linfonodo mesentérico 12 1999 2000 BESSA: COSTA:
Fragmento do intestino 12 CARDOSO, 2004
Linfonodos 13
submandibulares e tonsilas FERRAZ et al., 2004a
2 Contelido intestinal 4 20012002 pERRAZ et al., 2004b
Massa para embutimento 7
3 Linfonodo mesentérico 28 2005 SCHWARZ et al., 2011
N . MURMANN; SANTOS;
4 Linguica frescal suina 9 2005 CARDOSO, 2009
Carcagca de suino 21
5 Conteddo Intestinal 10 2007-2009  SILVAetal, 2012
Baias de espera 2
Piso evisceragédo 1
Carcaca de suino 16
6 Mesa de mildos 2 2010 PISSETTI et al., 2012
Baias de espera 3
Total 140

3.2  Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) de antimicrobianos

A concentracdo minima inibitéria (MIC) foi determinada pelo Método de
Microdiluicdo em Caldo, como preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards
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Institute (CLSI, 2012; CLSI, 2013), em placas de 96 pocos de fundo chato (SPL Life
Science, Coréia).

Os seguintes antimicrobianos foram utilizados: acido nalidixico (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 concentragdes
testadas e dos valores de ECOFF e de breakpoint utilizados na interpretacdo dos
resultados foi realizada de acordo com as recomendacdes do EUCAST (EFSA, 2012).
Na auséncia 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 avaliacdo dos isolados, os valores de ECOFF foram utilizados, enquanto que os
valores de breakpoint foram adotados para estabelecer o perfil fenotipico de resisténcia
antimicrobiana.

Para preparacdo das solugdes estoque, foram adotados os solventes e diluentes
recomendados pelo CLSI (2013), ou conforme instrucdes dos fabricantes. As
concentracdes das solucdes estoque foram equivalentes a dez vezes a concentracdo mais
alta a ser testada e de pelo menos 1000 mg/L. Apds completa homogeneizacdo, as
solugbes estoque foram fracionadas em volumes de um a cinco mililitros,
acondicionadas em tubos de ensaio e armazenadas a -20°C até a utilizagdo. Como
excecdo, a solucdo estoque de ceftazidima foi utilizada imediatamente ap6s o preparo,
em cada dia de teste, pois ndo pode ser estocada por um periodo superior a seis horas.
As concentragdes dos antimicrobianos foram obtidas através de diluicbes seriadas das
solugdes estoque, em caldo Mueller Hinton cation ajustado (CAMBH) (Fluka, EUA).

O caldo CAMBH, ja acrescido de antimicrobiano, foi distribuido em ordem
crescente de concentragdo nos pogos, com um volume final de 90 pL. Apods,
adicionou-se os isolados a serem testados em uma concentracdo de 5 x 10* Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC) por pogo. Para obtencdo da concentracao final de cada
isolado, foram utilizadas culturas de 18 horas e, a partir destas, os isolados foram
ajustados até turvacdo equivalente a 0,5 da escala de MacFarland — correspondente a

1 x10® UFC. Apos, foi realizada diluicdo 1:20 para atingir uma concentracdo de
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5 x 10° UFC e, desta, foram transferidos 10 pL para os pogos contendo 90 pL de caldo
CAMBH j4 acrescido de antimicrobiano, resultando em concentragéo final de 5 x 10°
UFC por mililitro, ou ainda, 5 x 10* UFC por poco (FIGURA 2).

TABELA 2 — Antimicrobianos testados, intervalo das concentracdes e valores de
ECOFF e de breakpoint.

Antimicrobianos  Concentragdes (mg/L) ECOFF (mg/L)®  Breakpoint (mg/L)

Acido nalidixido 1-128 > 16 >16°
Ampicilina 0,5-128 > 8 >8°
Cefotaxima 0,015-4 >0,5 >2°
Ceftazidima 0,06-8 > 2 >4°
Ciprofloxacina 0,008-16 > 0,064 >1°
Colistina 0,12-16 > 2 >2°
Estreptomicina 1-128 > 16 >32°
Florfenicol 2-256 > 16 > 161
Gentamicina 0,25-32 >2 >4°
Tetraciclina 0,5-128 >8 >8°

% Fonte: http://mic.eucast.org/Eucast2/

" EFSA, 2012

¢CLSI, 2013

9 CLSI, 2008

® Fonte:

http://www.ars.usda.qov/SP2UserFiles/Place/60400520/NARMS/ABXSalm.pdf

Apos, as placas foram seladas com parafilme e incubadas a 35+2°C por 16-20
horas. As placas foram examinadas sob um fundo escuro e a menor concentragdo de um
dado antimicrobiano na qual ndo pode ser observado crescimento bacteriano foi
considerada a Concentra¢do Minima Inibitéria (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,
pocos da placa de teste foram preenchidos com 100 pLL de CAMBH sem antimicrobiano
e sem indculo. 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 suspensdes da cepa Escherichia coli
ATCC 25922 foi realizada. Para tanto, 10 uL do pogo controle positivo foram
inoculados em 10 mL de salina e, desta, 100 uL foram espalhados pela técnica de
spread plate em TSA e incubados a 35+2°C por 18-24 horas. A contagem de 20 a 80
coldnias, correspondendo a 2 a 8 x 10° UFC por mililitro, garantia que a correta diluicdo

dos micro-organismos estava sendo realizada.

Diluicdao em série

5 CAMBH
Soluclocestogee Ve o ~,  sem antimicrobiano
S =N L :_;._’ > _’;_, g - -
1:10
Ry L / &7 & &
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FIGURA 2 - Esquema dos procedimentos adotados para determinacdo da

Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) de antimicrobianos para isolados de Salmonella
Derby.

3.3  Deteccéo fenotipica de fimbria curli e celulose pelos isolados de Salmonella

Derby

A deteccdo da expressao fenotipica de fimbria 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 agar bacteriologico (HiMedia Laboratories, India), 40 ug/mL de
Vermelho Congo (Sigma-Aldrich, EUA) e 20 ug/mL de corante Brilliant Blue G
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(Sigma-Aldrich, EUA). A deteccdo fenotipica de celulose também foi avaliada em
placas contendo caldo LB low salt suplementado com 1,6% de agar bacteriolégico
(HiMedia Laboratories, India) ¢ 50 uM de Fluorescent Brightener 28 (Sigma-Aldrich,
EUA), o qual emite fluorescéncia visivel sob luz UV 366 nm quando esta ligado a
celulose.

Os testes foram conduzidos tanto pela incubagéo das culturas a 37°C por 24 horas
quanto a 28°C por 48 e 96 horas (ROMLING et al., 2003; MALCOVA et al., 2008), a
fim de observar a influéncia da temperatura de incubagdo na expressdo das estruturas
analisadas. Todos os ensaios, em ambas as temperaturas, foram realizados em duplicata
e repetidos por pelo menos trés vezes.

As morfologias das coldnias observadas foram categorizadas como: Rdar (colénia
vermelha, rugosa e seca), Pdar (coldnia rosa, rugosa e seca), Bdar (col6nia marrom,
rugosa e seca) e Saw (coldnia branca e mucoide). A morfologia Rdar significa que
houve a expressao tanto de celulose quanto de fimbria curli; Pdar resulta da expressdo
de celulose e Bdar de fimbria curli isoladamente. Quando ocorre a morfologia Saw, nédo
houve expressdo de celulose ou fimbria 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  Formacédo de pelicula na interface ar-liquido pelos isolados de Salmonella

Derby

A avaliagdo da formacédo de biofilme na interface ar-liquido foi realizada através
da inoculacdo 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 concentracfes de NaCl dos caldos utilizados foram empregadas
para analisar a influéncia da osmolaridade na formacgdo de pelicula. Os caldos
inoculados foram incubados a 25°C por 96 horas (SOLANO et al., 2002). A formacao
de biofilme foi considerada positiva quando uma pelicula na interface ar-caldo, com
blogqueio total da superficie do caldo, e que ndo podia ser dispersa por agitacédo, foi
formada. Todos os ensaios foram realizados em trés repeticdes. 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 Quantificacdo da adesdo dos isolados de Salmonella Derby em placas de
poliestireno

O ensaio foi realizado em placas de microtitulacdo de poliestireno de 96 pocos de
fundo chato (Techno Plastic Products, Alemanha), contendo 230 pL de caldo Soja
Triptona sem glicose (TSB sem glicose) (Becton Dickinson & Company, EUA). Em
cada pog¢o foram inoculados 20 uL de uma cultura de 18 horas, de cada isolado, ajustada
até turvacdo equivalente a 0,5 da escala de MacFarland. O controle negativo era
constituido por pogos contendo apenas TSB sem glicose. As cepas Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984 e Salmonella Typhimurium ATCC 14028 foram utilizadas
como controle positivo para a producdo de biofilme e a cepa Salmonella Enteritidis
ATCC 13076 como controle negativo para a producdo de biofilme. O teste de cada
isolado foi realizado em triplicata e repetido pelo menos trés vezes. Os ensaios foram
conduzidos tanto pela incubagédo das placas a 37°C por 24 horas quanto a 28°C por 96
horas (STEPANOVIC et al., 2004).

Apdbs incubacdo, em ambas as temperaturas, 0s pogos foram esvaziados com
auxilio de pipeta automatica e lavados com agua destilada por trés vezes. Durante o
processo de lavagem, as microplacas foram vigorosamente agitadas para remoc¢éo de
todas as células ndo aderidas. As células remanescentes foram fixadas com 250 pL de
Metanol 99% e, ap6s 15 minutos, os pogos foram esvaziados e deixados secar. As
microplacas foram coradas com 250 pL de Solugdo Cristal Violeta de Hucker a 2%
durante cinco minutos. O excesso de corante foi removido com lavagens com agua
destilada. Para a leitura e quantificacdo, os pocos foram preenchidos com 250 pL de
Acido Acético Glacial 33% (v/v) e a densidade optica (OD) lida em comprimento de
onda de 570 nm em espectrofotdmetro Strip Reader (Modelo EL301) (BioTek, EUA).

Para cada microplaca, o ponto de corte (ODc) foi definido como trés desvios-
padrdo acima da média de OD dos controles negativos. Os isolados testados foram
classificados em quatro categorias: O.D. < O.D.c = nao produtor de biofilme; O.D.c <
0.D. < (2x 0.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-restricéo e eletroforese em campo pulsado (PFGE)

A partir da avaliacdo dos perfis fenotipicos de formacdo de biofilme e de
resisténcia antimicrobiana, isolados de Salmonella Derby foram selecionados para
macro-restricio do DNA total e eletroforese em campo pulsado (PFGE), realizadas
conforme protocolo do PulseNet (CDC, 2013). Ap6s obtencdo de culturas de 18 horas
em agar TSA, foram preparadas — para cada um dos isolados selecionados — suspensdes
bacterianas em Tampao de Suspensdo Celular (100 mM Tris: 100 mM EDTA, pH 8,0).
O ajuste da concentracdo de micro-organismos foi realizado conforme instrugdes do
protocolo do PulseNet, através da leitura em espectrofotbmetro, em comprimento de
onda de 610 nm, e ajuste para densidade optica entre 0,8-1,0.

Apds, 400 pL da suspensdo bacteriana foram transferidos para novos microtubos,
os quais foram incubados em banho-maria a 54-55°C, e foram adicionados 20 pL de
Proteinase K (20 mg/mL) e 400 pL de solucdo agarose 1%, previamente mantidos em
banho-maria a 54-55°C. As suspensdes, ja com os acréscimos, foram cuidadosamente
homogeneizadas e rapidamente inoculadas em moldes préprios para formacgéo de blocos
de agarose, os quais foram mantidos em temperatura ambiente por 15 minutos para
completa solidificagdo. Para promover a lise celular, os moldes de agarose foram
inseridos em tubos de Falcon contendo 5 mL de Tampao de Lise Celular (50 mM Tris:
50 mM EDTA, pH 8,0 + 1% sarcosyl) e 20 uL de Proteinase K (20 mg/mL) e incubados
em banho-maria a 54-55°C por duas horas.

Apos a lise celular, os blocos de agarose foram lavados duas vezes com &gua
Milli-Q e trés vezes com Tampdo TE (10 mM Tris: 1 mM EDTA, pH 8,0). Para cada
lavagem, os blocos eram imersos nas solucdes de lavagem (agua Milli-Q ou Tampao
TE) e incubados em banho-maria a 54-55°C por 10 minutos. Os blocos de agarose
foram entéo transferidos para microtubos contendo 1 mL de Tamp&do TE e mantidos a
4°C ate a utilizacao.

A extragdo do DNA total foi realizada nos blocos de agarose previamente
preparados, os quais foram submetidos a digestdio com a enzima Xbal (Thermo
Scientifics, EUA). Como referéncia para o tamanho dos fragmentos gerados, foi
utilizada a cepa Salmonella Braenderup H9812, para a qual foram realizadas as mesmas
etapas da preparagdo dos blocos e digestdo enzimética (macro-restricao).

A eletroforese foi realizada no sistema CHEF DR-IlI (Bio-Red Laboratories,

EUA), seguindo os seguintes parametros: 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
manutencdo da temperatura em 14°C. Apds, os géis foram corados em solucdo de
brometo de etidio (1 pg/mL) e foto-documentados pelo sistema Kodak Gel Logic 2200.

Os perfis de macro-restricdo foram analisados no software GelCompare 1l
(Applied Maths, Bélgica). O coeficiente de Dice foi utilizado para determinar a
similaridade entre os perfis analisados, considerando tolerancia de 1% para a posigédo
das bandas e optimizacdo de 1%. O dendrograma foi construido pelo método de
agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).
Isolados com uma banda de diferenca foram considerados como pertencentes a

diferentes pulsotipos.
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4 RESULTADOS

4.1  Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) de antimicrobianos

Para todos os testes realizados, a cepa Escherichia coli ATCC 25922 apresentou
valores de MIC dentro dos parametros estabelecidos pelo CLSI (Tabela 4A — CLSI,
2013). Ainda, em todas as contagens em placa das suspensdes da cepa Escherichia coli
ATCC 25922 realizadas, foi certificada a concentragdo de 2 a 8 x 10° UFC por mililitro
e, consequentemente, garantida a correta diluigdo dos micro-organismos.

A distribuicdo da Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) revelou maiores valores
de MICs, (concentragdo minima capaz de inibir 50% dos isolados) e MICgq
(concentracdo minima capaz de inibir 90% dos isolados) para os antimicrobianos
estreptomicina e tetraciclina, para os quais tanto o MICsy e MICg ultrapassaram 0s
valores de breakpoint e de ECOFF. O antimicrobiano colistina também obteve MICq
acima dos valores de breakpoint e de ECOFF. Os antimicrobianos cefotaxima e
ciprofloxacina apresentaram os menores valores de MICsoe MICgy, (TABELA 3).

Os valores de breakpoint clinico foram utilizados para estabelecer os diferentes
perfis fenotipicos dos isolados. N&o houve resisténcia detectada para os antimicrobianos
ceftaxima, ceftazidima, ciprofloxacina e gentamicina. J& para os antimicrobianos
tetraciclina, estreptomicina, colistina, acido nalidixico, ampicilina e florfenicol, foi
detectada resisténcia 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 suscetiveis a
todos os antimicrobianos analisados e 12 (8,6%) foram resistentes a trés ou mais
antimicrobianos de classes distintas, sendo entdo considerados multi-resistentes. Os
valores de ECOFF também foram utilizados para avaliacdo dos isolados (TABELA 3),
para os quais foram observadas as mesmas frequéncias 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 Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) dos isolados de Salmonella Derby frente aos diferentes antimicrobianos

avaliados.
. Frequéncia (%) de isolados com MIC (mg/L) igual a: MIC50 MIC90 nWT® RE
0,008 0,015 0,03 0,06 0125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 >256 (mg/L) (mg/L) (%) (%)
NAL - - - - - - - 0 0 521 386 00 | 50 36 07 0 - 4 8 9,3 9,3
AMP - - - - - - 14 707 157 64 O | 0 0 0 07 50 - 1 4 5,7 5,7
CTX - 0 07 179 664 136 07 | 07 0 {0 - - - - - - - 0,125 0,25 0,7 0
CTZ - - - 0 29 186 657 121 0,7| 0 0 - - - - - - 0,5 1 0 0
CIP 586 329 86 O 0 0 0 0i0 0 0 0 - - - - - 0,008 0,015 0 0
cL ; ; .- 0 0 0 136 750 |1e 0 0 - - - - 2 4 114 114
STR - - - - - - - 0 0 0 07 293|314:36 100 243 07 32 256 700 38,6
FLF - - - - - - - - 0 500 486 07| 0 o 0 0 0,7 4 8 0,7 0,7
GEN - - - - - 07 800 193 0 0 0 0 0 - - - - 0,5 1 0 0
TET - - - - - - 0 221 21 O 0 271 71 414 - 64 256 757 7157

0|o

# Antimicrobianos (ATM) avaliados: acido nalidixico (NAL), ampicilina (AMP), ceftaxima (CTX), ceftazidima (CTZ), ciprofloxacina (CIP),

colistina (CL), estreptomicina (STR), florfenicol (FLF), gentamicina (GEN) e tetraciclina (TET).
® Isolados non-wild type ("\WT), conforme valores ECOFF.
® Isolados resistentes (R), conforme valores de breakpoint clinicos.

As linhas verticais solidas indicam os valores ECOFF e as linhas verticais pontilhadas indicam os valores de breakpoint clinicos, quando diferentes
dos valores ECOFF correspondentes.
As concentracdes ndo incluidas no painel de teste encontram-se tracejadas.
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4.2  Detecgdo fenotipica de fimbria curli e celulose pelos isolados de Salmonella
Derby

Quando incubadas a 28°C por 48 horas em caldo LB /ow salt acrescido dos
corantes Vermelho Congo e Brilliant Blue G, trés morfologias foram observadas
(FIGURA 3a). A morfologia Rdar (colonia vermelha, seca e rugosa) foi a mais
frequente, sendo detectada em 59 (42,1%) isolados. As morfologias Saw (colonia
marrom e mucoide) e Pdar (colonia rosa, seca e rugosa) foram observadas em 46
(32,9%) e em 35 (25%) isolados, respectivamente. Quando incubadas a 37°C por 24
horas, todas as amostras — exceto um isolado, de morfologia Pdar — apresentaram a
morfologia Saw.

Os isolados foram mantidos a 28°C por até 96 horas — para melhor distin¢ao entre
colonias rugosas e mucoides —, entretanto, a partir de 48 horas de incubagdo, a
morfologia Pdar ndo pdde ser distinguida da Rdar, sendo necesséarias leituras em
diferentes tempos de incubagdo (FIGURA 3b). Todas as amostras classificadas como
Rdar ou Pdar foram também positivas para a deteccao fenotipica de celulose em meio
acrescido de Fluorescent Brightener 28, enquanto que as amostras de morfotipo Saw
foram negativas para a expressao desta estrutura (FIGURA 4).

Para todas as repeti¢Oes, os controles Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 apresentaram as morfologias Rdar e Saw,

respectivamente.

u“?@ FIGURA 3a - Morfotipos de
Salmonella Derby em agar LB low
salt acrescido dos corantes
Vermelho Congo e Brilliant Blue G.
Pdar: coldnias 1-6 e 9-10; Rdar:
colbnias 7 e 8; Saw: colbnias 11 e
12; ap6s 48 hs de incubagéo.
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FIGURA 3b — Morfotipos de Salmonella Derby em agar LB low salt acrescido dos
corantes Vermelho Congo ¢ Brilliant Blue G. (A) Rdar e Pdar (setas) ap6s 48 hs de
incubacdo e (B) Rdar e Pdar (setas) apds 96 horas de incubagéo.

FIGURA 4 — Morfotipos de
Salmonella Derby em &gar LB low
salt acrescido de Calcolfuor. (A)
Saw, (B) Rdar e (C) Pdar apds 48 hs
de incubacéo.
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4.3  Formacdo de pelicula na interface ar-liquido pelos isolados de Salmonella
Derby

A formacdo de biofilme na interface ar-liquido foi considerada positiva quando
observada uma pelicula entre a interface do ar-caldo, com total bloqueio da superficie
do caldo, e que ndo pdde ser dispersa por agitacdo (FIGURA 5). As amostras
consideradas positivas para formacdo de biofilme na interface ar-liquido tiveram
resultados consistentes entre as repeticdes. Para as amostras de resultado inconclusivo,
as quais a formac&o de pelicula foi variavel entre as repeti¢cdes, a formacao de biofilme
foi considerada negativa.

A formacdo de pelicula rigida, sem dispersao por agitacdo, 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 presenca fenotipica de estruturas
relacionadas com a formacdo de biofilme. Em caldo LB low salt, apenas 16 amostras
(17%) classificadas como Rdar ou Pdar foram negativas para a formacéo de pelicula na
interface ar-liquido, enquanto que em caldo LB convencional uma grande parte das
amostras (70 amostras, 74,5%) classificadas nestes morfotipos foi negativa na avaliagdo
subjetiva de formacéo de biofilme (FIGURA 6).

Para todas as repeticdes, os controles Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 apresentaram resultado positivo e negativo para

formacao de pelicula, respectivamente.

(seta) por agitacao.

FIGURA 5 — Formacéao de biofilme em
caldo LB low salt. (A) Resultado positivo
para a presenca de rigida pelicula na
interface ar-caldo. (B) A positividade é
dependente da nédo dispersdo da pelicula
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m Rdar
m Pdar

LB convencional LB low salt

FIGURA 6 — Porcentagem de isolados positivos para formacédo de
biofilme na interface ar-caldo entre os morfotipos Rdar (n = 59) e
Pdar (n = 35).

4.4  Quantificacdo da adesdo dos isolados de Salmonella Derby em placas de

microtitulacdo

A formacdo de biofilme em placas de poliestireno péde ser observada em
8 isolados (5,7%) a 37°C e em 96 isolados (68,6%) a 28°C. A 37°C, os valores de
densidade optica (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 nédo
aderentes (D.O < D.0.c) e 0,2082 para os isolados fracamente aderentes (D.O.c > D.O <
2x D.0). Entre os isolados aderentes, 4 (50%) pertenciam a morfologia Pdar e 4 (50%) a
morfologia Saw. N&o foram observados isolados moderados ou fortemente aderentes a
37°C.

A 28°C, os valores de densidade dptica (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 0s
isolados considerados ndo 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 a
morfologia Rdar, 35 (36,5%) a Pdar e dois (2,1%) a Saw. Todos os isolados

pertencentes a morfologia Rdar e Pdar foram classificados como aderentes. Entre os
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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 repeticbes a 37°C, a cepa Staphylococcus epidermidis ATCC 35984
apresentou resultado moderaderadamente aderente, enquanto que a 28°C apresentou-se
como fracamente aderente. De forma contraria, a cepa Salmonella Typhimurium
ATCC 14028 apresentou resultado fracamente aderente a 37°C e moderadamente
aderente a 28°C. A cepa Salmonella Enteritidis ATCC 13076 n&o apresentou aderéncia

em nenhuma das temperaturas avaliadas.

m N3io aderente  m Fracamente aderente = Moderadamente aderente

31,4%

21,4%  20,7%

0,0% 0,0%

Rdar Pdar Saw

FIGURA 7 — Distribuicdo dos isolados de morfotipos Saw, Rdar e Pdar (n = 140)
entre as categorias de aderéncia em placas de microtitulacao.

45  Macro-restricéo e eletroforese em campo pulsado (PFGE)

Baseado nos perfis de formacdo de biofilme e de resisténcia (TABELA 4),
36 isolados foram selecionados para analise por eletroforese em campo pulsado
(PFGE), sendo que pelo menos um isolado de cada perfil fenotipico foi selecionado
para analise 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
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apresentam diferentes perfis morfolégicos de biofilme, sendo 41,7% pertencendo a
morfologia Rdar, 25% & Pdar e 33,3% & Saw. Também foi possivel observar 11
pulsotipos com dois ou mais isolados agrupados (com 100% de similaridade), os quais
possuiam diferentes perfis de resisténcia microbiana e de biofilmes, periodos de coleta e
materiais de origem (TABELA 5).

TABELA 4 — Perfis fenotipicos de suscetibilidade a antimicrobianos, de
acordo com os valores de breakpoint clinicos, e de formacg&o de biofilme de
Salmonella Derby.

Perfil de suscetibilidade  Perfil de biofilme Representatividade

Rdar 2,1%
Suscetiveis Pdar 15,7%
Saw 0,7%
Rdar 25,0%
TET Pdar 4,3%
STR Pdar 0,7%
NAL Rdar 2,8%
TET-STR Saw 30,7%
Rdar 2,1%
TET-CL Pdar 3,6%
NAL-CL Rdar 1,5%
TET-NAL Rdar 2,1%
TET-STR-AMP Rdar 1,5%
TET-STR-NAL Pdar 0,7%
Rdar 0,7%
TET-STR-CL Saw 15%
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%

% Isolados suscetiveis a todos os antimicrobianos testados.
® Isolados pertencentes ao perfil fenotipico indicado (n = 140).
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FIGURA 8 — Perfis de PFGE de isolados de Salmonella Derby. (M?®) Morfologia de biofilme. (R°) Perfil de resisténcia. (P°) Pulsotipos.



TABELA 5 — Caracteristicas de cepas de Salmonella Derby pertencenter a um mesmo pulsotipo no PFGE.

Pulsotipo  Perfil - Biofilme  Perfil - Resisténcia N° de cepas Periodo de coleta Material de origem
3 Rdar TET ) 2001-2002 Linfonodo submar?dlbular
Massa para embutimento
6 Rdar AMP-STR-TET 2 20012002 nronedo submandibular
Massa para embutimento
7 Rdar Suscetivel 2 2007-2009 Conteudo intestinal
8 Rdar TET 2 2010 Carcaca de suino
1999-2000 Linfonodo mesentérico
10 Sdar TET-CL 2 2001-2002 Tonsilas
TET ) 1999-2000 Fragmento de intestino
2001-2002 Linfonodo submandibular
TET L .
11 Rdar TET-STR-CL 2 2005 Linguica frescal suina
12 Rdar NAL-TET 2 2005 Linfonodo mesentérico
13 Saw TET-STR 2 2010 Mesa de miudos
Rdar Suscetivel 1 2001-2002 Massa para embutimento
15 Saw TET-STR 2 2001-2002 Fragmento de intestino
2 2005 Linguica frescal suina
16 Saw TET-STR 1 2007-2009  Carcaca de suino
Pdar TET-STR-CL 1 2010 Carcaca de suino
18 Rdar TET 2 1999-2000 Linfonodo mesentérico

57
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5 DISCUSSAO

A resisténcia microbiana tem sido um problema mundial desde a descoberta dos
antimicrobianos. Os critérios de analise da resisténcia microbiana sdo fundamentados
nos valores de breakpoint clinicos, os quais categorizam os isolados em suscetivel
(associado ao sucesso terapéutico), intermediario (associado a um efeito terapéutico
indeterminado ou incerto) ou resistente (associado a um risco elevado de insucesso na
terapéutica). Entretanto, os valores de breakpoint ndo necessariamente percebem a
presenca ou auséncia de mecanismos de resisténcia. Com isso, surge o conceito do valor
ECOFF, que é um ponto de corte para distinguir populaces wild type (WT) (que ndo
possuem nenhum mecanismo de resisténcia adquirido detectavel fenotipicamente) de
populacdes ndo-Wild Type (nWT) (populacBes que ja& possuem mecanismos de
resisténcia adquiridos, mas ndo necessariamente atingiram o breakpoint clinico). Assim,
os valores ECOFF sdo utilizados para detectar os mecanismos de resisténcia e monitorar
0 desenvolvimento da resisténcia em determinada populacdo microbiana
(KAHLMETER et al., 2003; EFSA, 2012).

No presente trabalho, utilizamos o conceito dos valores ECOFF para determinar
populacBes nWT de 140 isolados de S. Derby coletados durante um periodo de dez
anos. Através da determinagdo da Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) em
microdiluicdo em caldo, foi possivel estabelecer que apenas 12,1% dos isolados
puderam ser classificados como WT para todos os antimicrobianos testados. Estudos
tém apontado diferentes resultados de isolados de Salmonella totalmente suscetiveis a
determinados painéis de antimicrobianos. O relatério do The Danish Integrated
Antimicrobial Resistance Monitoring and Research Programme (DANMAP) de 2014,
divulgou que 50% dos isolados de S. Derby na Dinamarca sdo suscetiveis a todos 0s
antimicrobianos incluidos no painel de teste — determinado pelo préprio programa
(DANMAP, 2014). Os relatorios do DANMAP utilizam-se, assim como 0 presente
trabalho, de valores obtidos através da determinacdo de MIC e de valores de breakpoint
clinicos e de valores ECOFF. Entretanto, os estudos de avaliacdo da resisténcia em
Salmonella encontrados na bibliografia utilizam, na sua maioria, 0 método de
disco-difusdo em &gar e, portanto, sdo capazes de fornecer informacfes unicamente
qualitativas.

Neste trabalho, demonstramos que, entre 0s 140 isolados de S. Derby, as maiores

taxas de populagcbes nWT foram observadas entre os antimicrobianos: tetraciclina
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(75,7%), estreptomicina (70%), colistina (11,4%), &cido nalidixico (9,3%) e ampicilina
(5,7%). J& 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 frequéncia de isolados nWT frente a tetraciclina estd possivelmente
associada ao uso continuo desse antimicrobiano na producdo de suinos (SCHWARZ;
KEHRENBERG; WALSH, 2001; McEWEN; FEDORKA-CRAY, 2002). Com o
aumento da resisténcia a tetraciclina entre os diferentes patdgenos suinos, a restricdo do
uso de tetraciclinas por paises importadores de carne suina e pela sua proibicdo como
aditivo na alimentagdo animal em 2009 (BRASIL, 2009), o uso de tetraciclinas tem
diminuido na suinocultura intensiva no Brasil (dados ndo disponiveis). A alta taxa de
resisténcia obtida neste trabalho pode ser associada ao periodo de coleta dos isolados
(1999-2010) e espera-se uma diminuigdo das frequéncias de resisténcia entre isolados
de Salmonella. Entretanto, os relatérios do DANMAP tém apontado que, mesmo com a
diminuicdo significativa do uso de tetraciclinas na producdo animal, a ocorréncia de
altas taxas de resisténcia a tetraciclina em Salmonella permanece (DANMAP, 2011;
2013). A manutencdo da resisténcia a tetraciclina pode ser associada a presenca de
plasmideos e outros elementos genéticos moéveis que, por carrearem genes de resisténcia
a tetraciclina associados a genes de resisténcia de outras classes antimicrobianas,
continuam sofrendo presséo seletiva.

Genes de resisténcia as tetraciclinas (tet) estdo frequentemente incluidos em
transposons e juntamente a outros genes de resisténcia (MIRIAGOU; CARATTOLI;
FANNING, 2006). O tet(G) ¢ um dos componentes de resisténcia agrupado na ilha
genémica 1 de Salmonella (SGI-1), que por sua vez inclui maultiplos genes de
resisténcia carreados em integrons e transposons. A SGI-1 ja foi descrita em diversos
sorovares de Salmonella (MICHAEL et al., 2006a), inclusive em S. Derby (AKIBA et
al., 2006), e pode conter genes de resisténcia a ampicilina, cloranfenicol,
estreptomicina, sulfonamidas e tetraciclina (BOYD et al., 2002). Os genes tet(A) e
tet(B), por sua vez, estdo associados a transposons, sendo 0 Tn1721 o mais estudado, e
ja foram identificados em plasmideos contendo genes de mudltipla resisténcia
(MICHAEL et al., 2006a; MIRIAGOU; CARATTOLI; FANNING, 2006; PEZZELLA
et al., 2004).

De forma equivalente, foi observada alta frequéncia de isolados N\WT em relagdo a

estreptomicina. Mecanismos de resisténcia a estreptomicina tém tido destaque entre os
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diferentes estudos com Salmonella. Os cassetes génicos aadAl e aadA2, j& descritos em
S. Derby (MICHAEL; CARDOSO; SCHWARZ, 2005; AKIBA et al., 2006; LOPES et
al.,, 2014), codificam a enzima aminoglicosideo-adeniltransferase, que modifica a
estrutura dos aminoglicosideos e confere resisténcia a estreptomicina e a
espectinomicina. Estes cassetes génicos estdo associados a plasmideos que conferem
resisténcia a multiplos antimicrobianos, incluindo sulfonamidas e tetraciclinas
(GESTAL et al.,, 2005). Outros estudos evidenciam isolados de S. Derby com
resisténcia as tetraciclinas, estreptomicina e/ou sulfonamidas, mas ndo 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 discrepancia
entre isolados resistentes e isolados nNWT frente a estreptomicina. Outros estudos tém
discutido os valores utilizados como ponto de corte para avaliar isolados de Salmonella
frente a estreptomicina. O valor de breakpoint da estreptomicina ainda ndo 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 (Disponivel 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, possuiam pelo menos um gene de resisténcia a
estreptomicina e estariam erroneamente classificados como suscetiveis quando adotado
o valor de 64 mg/L como ponto de corte, como € sugerido por outros programas de
monitoramento de resisténcia microbiana (GARCIA-MIGURA et al., 2012).

No presente estudo, também incluimos colistina na analise, 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 a
colistina (11,4%) néo ser muito alta neste estudo, muitos isolados (75%) apresentaram
MIC proximo ao breakpoint clinico e ao valor ECOFF, sugerindo um incremento de
resisténcia que pode ser representativo a curto prazo. Estudos tém indicado baixas taxas
de resisténcia de Salmonella a colistina (DANMAP, 2013; KEMPF et al., 2013),
incluindo em S. Derby (HOUSER et al., 2011; KEROUANTON et al., 2013). Ainda,
Agersg e colaboradores (2012) sugerem que a avaliacdo de isolados de Salmonella com
MIC superior a 2 mg/L seja feita a nivel de sorovar, uma vez que os antigenos O dos

lipopolissacarideos (LPS) podem estar relacionados com a suscetibilidade a colistina.
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Ademais, a resisténcia as polimixinas esta relacionada com mutacdes nos genes pmrA e
pmrB do sistema regulatério PmrA-PmrB — o qual leva ao aumento da transcri¢do de
proteinas responsaveis pela modificacgdo do LPS e diminuicdo de ligacdo as
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 suscetivel padrdo (0,125 mg/L), resultado
comparavel com os obtidos no presente trabalho, o qual obteve MIC de 1 a 4 mg/L entre
os isolados de S. Derby. Outras analises, avaliando os mecanismos de resisténcia a
colistina a nivel gendmico, devem ser conduzidas para estabelecer o perfil de resisténcia
dos isolados WT e nWT de S. Derby apresentados neste trabalho.

Diferente do que ocorre com as quinolonas de primeira geracdo (como acido
nalidixico), as taxas de resisténcia as fluorquinolonas (como ciprofloxacina e
enrofloxacina) sdo 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 geracdo (como cefotaxima e ceftazidima).
Estes estudos corroboram com os resultados encontrados no presente trabalho. Estes
resultados representam uma situacdo favoravel ao panorama na saude publica, uma vez
que as fluorquinolonas e as cefalosporinas sdo as drogas de escolha para o tratamento de
gastroenterites invasivas em humanos (AARESTRUP et al.,, 2003; GENDREL;
COHEN, 2008).

A resisténcia as quinolonas deve ser analisada sob a perspectiva dos seguintes
mecanismos: mutacdes nos genes gyrA e gyrB, presenca de bombas de efluxo ativo e
diminuigdo da permeabilidade da membrana. A contribui¢do individual de cada uma
desses mecanismos ndo é totalmente elucidada e sugere-se um processo acumulativo
destes mecanismos para explanar a resisténcia de Salmonella as quinolonas
(CLOECKAERT; CHASLUS-DANCLA, 2001; GIRAUD; BAUCHERON;
CLOECKAERT, 2006), principalmente na sobre-expressdo de bombas de efluxo
(GIRAUD et al., 2000). O baixo valor ECOFF para ciprofloxacina (quando comparado
ao seu valor de breakpoint clinico — 0,125 mg/L e 2 mg/L, respectivamente), é portanto
necessario para abranger o espectro de isolados que compartilham diferentes
mecanismos de resisténcia e menor suscetibilidade as quinolonas. E, de fato, ha estudos
gue comprovam a ineficécia de tratamentos clinicos com ciprofloxacina em isolados de
Salmonella com MICs de 0,06 mg/L a 2 mg/L (AARESTRUP et al., 2003).
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No presente trabalho, foi possivel 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 numero de isolados nWT entre os isolados de S. Derby. N&o obstante, a colistina,
que é um antimicrobiano utilizado de forma continua e em abundéncia na suinocultura
intensiva, merece especial atencdo, visto que os isolados de S. Derby no presente
trabalho obtiveram MICs préximos ou maiores ao valor ECOFF. Os valores de
breakpoint clinicos sdo essenciais as decises clinicas de tratamento, porém podem
mascarar populages microbianas com mecanismos de resisténcia ja instituidos. Desta
forma, os valores ECOFF devem ser utilizados (em conjunto com técnicas moleculares)
para monitorar o surgimento de mecanismos de resisténcia em popula¢@es microbianas
de interesse na saude publica. Os estudos de resisténcia devem nao somente objetivar o
monitoramento das resisténcias microbianas, como devem servir de apoio ao
desenvolvimento e implementacdo de politicas de uso prudente de antimicrobianos,
tanto na cadeia produtiva de alimentos como na medicina humana e animal.

A capacidade de micro-organismos patogénicos formarem biofilmes em diferentes
superficies, principalmente aquelas usualmente utilizadas nas industrias de alimentos,
pode oferecer consideraveis riscos de contaminacéo cruzada, afetando a qualidade e a
seguranca dos alimentos (KUMAR; ANAND, 1998; SIMOES; SIMOES; VIEIRA,
2010). A persisténcia de micro-organismos patogénicos nestes ambientes é agravada
pelo aumento da resisténcia a sanitizantes, gerado pelo complexo estrutural dos
biofilmes. Estudos tém apontado este aumento de resisténcia de biofilmes de
Salmonella aos principais sanitizantes utilizados na industria de alimentos
(JOSEPH et al., 2001; CORCORAN et al., 2014; YANG et al., 2016) e, apesar de 0
mecanismo de resisténcia ndo ter sido completamente elucidado, outros fatores
ambientais, como pH e temperatura, contribuem para esta resisténcia (YANG et al.,
2016).

As estruturas celulares fimbria curli e celulose estdo relacionadas com a formacgéo
de biofilme em isolados de Salmonella e sdo majoritarias na estrutura da matriz
extracelular, responsavel pela manutencdo e resisténcia dos biofilmes. A expressédo
destas estruturas & dependente do tipo de material analisado, da temperatura de
incubagdo, da osmolaridade do meio, entre outros (JOSEPH et al., 2001; LIANOU,;
KOUTSOUMANIS, 2012; OLIVEIRA et al., 2014). Neste estudo, demonstramos que a

temperatura de incubagéo influenciou a expressdo de fimbria curli e de celulose e a
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formacgéo de biofilme em placas de poliestireno. Quando incubados a 37°C em meio
contendo Vermelho Congo, somente um isolado foi positivo para a deteccéo fenotipica
de celulose, sendo este ainda negativo para a expressdo de fimbria curli. Em contra
partida, 67,1% dos isolados foram positivos para a producédo de celulose a 28°C, e entre
estes, 42,1% positivos também para a producédo de fimbria curli.

Entretanto, existem outros fatores ainda ndo elucidados que podem interferir na
expressao destas estruturas em meios contendo Vermelho Congo. Oliveira et al. (2014)
demonstraram que, apesar de 0s genes que regulam a expressao 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
(aco inoxidavel, PVC e vidro), apenas 55,2% apresentaram a morfologia Rdar. Desta
forma, os isolados devem ser avaliados com diferentes metodologias, materiais e
condigdes de incubagéo.

No presente trabalho, entre os isolados incubados em temperatura de 37°C,
somente 5,7% foram positivos para a formacdo 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 ndo expressam nenhuma
das estruturas relacionadas com formacdo de biofilme em meio contendo Vermelho
Congo, foram capazes de formar biofilme em poliestireno.

Quando incubados a 28°C, 68,6% dos isolados foram positivos para formacao 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 deteccdo fenotipica de fimbria curli e celulose, ja
que 100% dos isolados pertencentes aos morfotipos Rdar ou Pdar — ou seja, que
expressam pelo menos uma das estruturas — foram positivos para a formacdo de
biofilme em microplaca de poliestireno. Entre os resultados encontrados na bibliografia,
ha ampla variacéo entre os valores encontrados. Muitos trabalhos apontam que, entre 0s
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, ndo houve diferenca
entre os isolados classificados como fracos e como moderados produtores de biofilme.

O presente estudo também demonstrou a interferéncia da osmolaridade do meio
na formagdo de biofilme em caldo. A formagéo de biofilme em caldo LB convencional

(contendo 10% de NaCl) foi positiva em 17,1% dos isolados, enquanto que em caldo



64

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 formacdo de biofilme de Salmonella (ROMLING et al., 1998b; LIANOU;
KOUTSOUMANIS, 2012). No presente trabalho também pdde ser observada
inconsisténcia entre os resultados de formacdo de pelicula na interface ar-caldo. Os
isolados positivos foram assim considerados somente quando o mesmo resultado foi
obtido entre as repeticbes. Muitos isolados foram considerados negativos por
apresentarem diferentes resultados, apesar de apresentarem capacidade para formar
biofilme em caldo, embora nédo de forma congruente.

Em sintese, 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 formacdo de biofilme em poliestireno e em caldo é influenciada
pela temperatura e pela osmolaridade do meio. A formag&o de biofilme em Salmonella é
um mecanismo complexo e sua avaliagdo deve ser realizada em diferentes materiais,
principalmente aqueles utilizados nas industrias de alimentos e cozinhas domeésticas, e
incorporar diferentes metodologias para abranger todas as variacfes de expressao —
incluindo técnicas de microscopia eletrdnica, que podem fornecer informacGes
essenciais para estudos de organizacao e interagdo microbiana nos biofilmes.

Também foi possivel observar que os perfis fenotipicos mais predominantes entre
os isolados de S. Derby analisados incluiam: (a) morfotipos Saw com resisténcia a
tetraciclina e a estreptomicina (30,7%); (b) morfotipos Rdar com resisténcia a
tetraciclina (25%); (c) morfotipos Pdar suscetiveis a todos 0s antimicrobianos avaliados
(15,7%) (TABELA 4). Estes resultados, porém, ndo permitem associar a capacidade de
formar biofilme com o perfil de multi-resisténcia microbiana.

A capacidade de formar biofilmes nédo € a Unica responsavel pela sobrevivéncia de
Salmonella na cadeia produtiva de alimentos, a qual também possui a habilidade de
responder de forma bastante eficaz as variacbes ambientais. Dada sua ubiquidade, é
improvavel que possamos erradicar a presenca de Salmonella na cadeia produtiva de
suinos e de alimentos de forma geral. Dessa forma, a caracterizagdo fenotipica e
genotipica de isolados de Salmonella coletados na cadeia produtiva de alimentos pode
indicar a presenca de clones que possam ter dominancia temporaria em alguns
ambientes. A tipagem molecular desses clones pode trazer informagdes epidemioldgicas

necessarias para implementar programas de controle de Salmonella.
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A macro-restricdo por PFGE é o método padrdo ouro para genotipagem em
Salmonella e possui bom poder discriminatério quando comparado com outras
metodologias de tipificacdo. Neste trabalho, 36 cepas de S. Derby foram selecionadas —
através de perfis fenotipicos de resisténcia microbiana e de formacéao 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 possivel
identificar alguns clones presentes em diferentes periodos de coleta e distribuidos entre
os diversos materiais de origem. As cepas do pulsotipo 10, para as quais foi observado
perfil de resisténcia microbiana similar e mesmo perfil de biofilme, foram encontradas
em dois diferentes periodos de coleta. Entre as quatro cepas do pulsotipo 16, trés
obtiveram mesmo perfil de biofilme e mesmo perfil de resisténcia microbiana e
pertenciam a periodos de coleta e material de origem bastante distintos. Ja para 0s
outros pulsotipos apresentados na TABELA 5, € sugestivel que clones de S. Derby
estivessem presentes nos periodos de coleta apresentados. Nao obstante, é possivel
supor que cepas de mesmo pulsotipo que possuiam diferentes perfis de resisténcia
microbiana (pulsotipos 10 e 11) estivessem intimamente relacionadas, uma vez que a
circulacdo destas em diferentes pressdes seletivas possa ter modificado seu perfil de
resisténcia microbiana.

Salmonella Derby tem demonstrado ser frequente e amplamente distribuida na
cadeia produtiva de suinos do sul do Brasil hd varios anos (BESSA; COSTA;
CARDOSO, 2004; CASTAGNA et al., 2004; MURMANN; SANTOS; CARDOSO,
2009; KICH et al., 2011). A caracterizagdo de cepas desse sorovar no presente estudo
demonstrou que existiram clones que circularam em granjas, matadouros-frigorificos e

foram encontrados em alimentos ao longo de uma década.
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6 CONCLUSAO

Ha ampla diversidade fenotipica e genotipica entre os isolados de S. Derby
coletados durante uma década na cadeia produtiva de suinos no sul do Brasil.

As maiores frequéncias de isolados nWT e resistentes foram encontradas frente
aos antimicrobianos: tetraciclina, estreptomicina, colistina, &cido nalidixico 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 a cefotaxima e florfenicol.

A maioria dos isolados de S. Derby foi capaz de formar biofilme em poliestireno e
de expressar as estruturas relacionadas — fimbria curli e celulose. Também foi
demonstrada a influéncia da temperatura e da osmolaridade na expressao das estruturas
e na formacéo de biofilme.

Através da macro-restricdo por PFGE, foi possivel identificar clones e cepas
intimamente relacionadas de S. Derby entre diferentes periodos de coleta e distribuidos

entre os diversos materiais de origem.
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