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RESUMO

A expansdo da avicultura resultou em um aumento no nimero de aves alojadas e na
concentracdo de unidades de producédo, assim facilitando a disseminacdo de doencas,
especialmente aquelas transmitidas pelo consumo dos produtos avicolas. Salmonella spp.
continua sendo um dos principais agentes causadores de doencas transmitidas por
alimentos em todo o mundo, inclusive no Brasil. O objetivo deste trabalho foi a
caracterizacdo fenotipica e molecular de cepas de Salmonella spp. pertencentes a
diferentes sorovares e isoladas de matrizes e de frangos de corte no campo, de carcagas
de frango e de alimentos envolvidos em surtos de salmonelose. Foi realizada a avaliagdo
da capacidade de producdo de biofilme em placas de poliestireno submetidas a
temperaturas de incubacéo de 37°C, 28°C, 12°C e 3°C, a fim de simular as variacoes de
temperatura que os produtos de origem animal sofrem do campo até a residéncia do
consumidor. Também foi realizada a avaliacdo da resisténcia antimicrobiana através da
técnica de disco-difusdo em &gar frente a dez antimicrobianos. Cepas multirresistentes
foram caracterizadas genotipicamente para genes de resisténcia antimicrobiana. Para a
caracterizacdo molecular foi realizada a pesquisa de 27 genes associados a viruléncia
através de PCR. Também foi feita a determinacdo do fagotipo PT4 e a ribotipificacdo de
cepas de S. Enteritidis através de PCR. Entre as cepas analisadas, 71,6% produziram
biofilme, mas a maioria de forma fraca. As cepas apresentaram comportamentos distintos
nas diferentes temperaturas de incubacdo, demonstrando que ha forte influéncia da
temperatura na producdo de biofilme. A producdo destas estruturas ndo esta associada a
origem de isolamento da cepa, mas esta parcialmente associada aos sorovares. As maiores
resisténcias antimicrobianas, independentemente do sorovar e da origem de isolamento
da cepa, foram para sulfafurazol, ciprofloxacina, enrofloxacina e tetraciclina. Observou-
se que a resisténcia a alguns antimicrobianos esta associada ao sorovar e a fonte de
isolamento da cepa. Aproximadamente 14% das cepas foram classificadas como
multirresistentes, sendo a maioria de origem avicola. Apenas dois genes de resisténcia
(blarse € floR) ndo foram detectados. A maioria dos genes de viruléncia (invA, hilA, IpfA,
IpfC, agfA, avrA, sivH, orgA, prgH, spaN, tolC, sipB, sitC, pagC, msgA, spiA, sopB, sifA,
sseL, stn) apresentou frequéncia superior a 90%. Oito genes (sefA, IpfA, IpfC, spvB, spvC,
pefA, sopE e iroN) estdo associados com o sorovar, oito (spvB, spiA, pagC, sipB, prgH,
spaN, sitC e IpfC) estdo associados com as fontes avicolas e um gene (iroN) estéa associado
as cepas de origem humana. N&o se observou relacdo entre producdo de biofilme e
resisténcia antimicrobiana e entre os genes de viruléncia e a producéo de biofilme. Entre
as cepas analisadas, 94,7% foram classificadas como S. Enteritidis PT4. A analise das
cepas circulantes entre humanos e animais através da ribotipificacdo por PCR indica que
um mesmo clone de S. Enteritidis € responsavel por surtos de salmonelose e esta
disseminado nos diferentes elos da producdo avicola. O sequenciamento de DNA
confirmou a similaridade genética observada na ribotipificacdo. Estes resultados
ressaltam a importancia do controle de Salmonella spp. e do monitoramento em toda
producdo animal e em salde publica.

Palavras-chave: biofilme, suscetibilidade antimicrobiana, genes de viruléncia, PCR-
ribotipificagdo, clones.



ABSTRACT

The poultry industry has been characterized by an increase in the number of housed
animals in recent years, concentrating the production and facilitating the spread of many
diseases. Among all illness transmitted by food, salmonellosis is of particular importance.
The aim of this work was to characterize, by phenotypic and molecular typing methods,
strains of Salmonella spp. belonging to different serovars and isolated from breeders and
broilers in the field, poultry carcasses and foods involved in salmonellosis outbreaks.
Biofilm production in polystyrene microtiter-plates was evaluated at 37°C, 28°C, 12°C
and 3°C, in order to simulate the temperature changes that animal products suffer from
the field to the consumer's residence. Antimicrobial susceptibility testing was performed
by the disk diffusion method to ten antimicrobial agents. The molecular characterization
of multidrug-resistant strains was performed by PCR to resistance genes. Individual and
multiplex PCR were conducted for the detection of 27 virulence-associated genes and for
the detection of S. Enteritidis PT4 strains. PCR-ribotyping was performed to determine
the clonal relationship among S. Enteritidis strains. 71.6% of total strains were biofilm
producers, but the majority was weak producer. The strains had different behaviors in
different incubation temperatures, demonstrating that there is a strong influence of
temperature on biofilm production. The production of these structures is not associated
with source of isolation, but is partially associated with serovars. The greatest
antimicrobial resistances, regardless of the serovar and the isolation source, were to
sulfafurazol, ciprofloxacin, enrofloxacin and tetracycline. It was observed that resistance
to some antibiotics is associated with the serovar and with the isolation source.
Approximately 14% of the strains were multidrug-resistant, most of them from poultry
origin. Only two resistance genes (blaprse and floR) were not detected. 20 genes (invA,
hilA, IpfA, IpfC, agfA, avrA, sivH, orgA, prgH, spaN, tolC, sipB, sitC, pagC, msgA, spiA,
sopB, sifA, sseL, stn) had a frequency higher than 90%. Eight (sefA, IpfA, IpfC, spvB,
spvC, pefA, sopE and iroN) are associated with serovar, eight (spvB, spiA, pagC, sipB,
prgH, spaN, sitC and IpfC) with poultry sources and only one gene (iroN) is associated
with strains from outbreaks. There is no relation between biofilm production and
antimicrobial resistance, neither between virulence genes and biofilm production. 94.7%
of the evaluated strains were classified as S. Enteritidis PT4. The ribotyping analysis of
circulating strains among humans and animals indicates that one clone of S. Enteritidis
is responsible for salmonellosis outbreaks and it is circulating in the poultry production
chain. DNA sequencing confirmed the genetic similarity observed in PCR-ribotyping.
These results emphasize the importance of monitoring and control of Salmonella in all
animal production chains and in the public health system.

Key-words: biofilm, antimicrobial susceptibility, virulence genes, PCR-ribotyping,
clonal.
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1 INTRODUCAO

Com a crise politica e econdmica enfrentada pelo Brasil em 2015, estima-se uma
retracdo de 2,7% do Produto Interno Bruto (AVEWORLD, 2015). Neste contexto, o
agronegocio, que corresponde a 40% do faturamento das exportacdes, pode ser um dos
Unicos setores da economia nacional a registrar crescimento (BRASIL ECONOMICO,
2015). Estima-se que a balanga comercial do pais estaria negativa em US$ 34 bilhdes sem
as exportacdes do agronegdcio. Entre as atividades que comp&e o agronegocio brasileiro,
destaca-se o complexo da soja seguido pelo complexo de carnes, em que a carne bovina
e a de frango séo as mais importantes (AVICULTURA INDUSTRIAL, 2014).

Nas Ultimas décadas, a producdo brasileira de frango tem sido um importante fator
de desenvolvimento econdmico e social para o pais. Conforme os dados da Associagédo
Brasileira de Proteina Animal, o Brasil deve permanecer em destaque na producéao e na
exportacdo de carne de frango nos proximos anos (AVEWORLD, 2015). Dados
preliminares indicam que a producdo brasileira de carne de frango em 2015 foi de
aproximadamente 13,100 milhdes de toneladas (AVICULTURA INDUSTRIAL, 2015).
Com este resultado, a producdo brasileira supera a chinesa, o que faz do Brasil o segundo
maior produtor mundial de frango, atras apenas dos Estados Unidos (AVICULTURA
INDUSTRIAL, 2015). Estima-se que a exportagdo do produto brasileiro atingiu o
patamar de 4,260 milhdes de toneladas em 2015, representando um aumento de cerca de
4% em relacdo a 2014 (AVICULTURA INDUSTRIAL, 2015). Com este desempenho, o
Brasil permanece como o maior exportador mundial ha mais de dez anos (AVEWORLD,
2015; AVICULTURA INDUSTRIAL, 2015). Os trés estados da regido sul do Brasil
foram responsaveis por aproximadamente 75% da exportacdo brasileira de carne de
frango em 2014, sendo o Rio Grande do Sul (RS) responsavel por 18,35% (ABPA, 2015).
O consumo per capita estimado para o Brasil em 2015 é de 43Kg/habitante/ano
(AVICULTURA INDUSTRIAL, 2015). A recessao econdmica e os altos precos da carne
bovina nos ultimos anos favoreceram a transferéncia de consumo para a carne de frango,
considerada a de menor custo entre as principais carnes (AVEWORLD, 2015; BEEF
POINT, 2015).

A globalizagéo fez com que a industria alimenticia em todo mundo aumentasse a
producdo de alimentos, levando a uma expansao da avicultura industrial. O aumento do
nimero e da concentracdo de aves no ambiente de produgdo elevou o risco de
disseminacdo de doencas (BELUSSO; HESPANHOL, 2010). Entre estas doencas, tém
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especial importancia aquelas que podem ser transmitidas ao homem através dos
alimentos, como a salmonelose. A infecgdo das aves por Salmonella spp. ocasiona
problemas econémicos e de saude publica (BORSOI; FRANCA; GONSALVES, 2011).
Salmonella spp. é considerado um dos principais agentes causadores de infeccdo
alimentar em humanos, sendo os produtos de origem avicola as principais fontes de
contaminacgéo (CDC, 2013; CDC, 2014).

Com a crescente preocupacdo dos mercados consumidores com a qualidade destes
produtos, 0 mercado brasileiro necessita oferecer garantias do controle da contaminacao
dos alimentos. O sucesso deste controle esté relacionado a vigilancia epidemioldgica das
cepas circulantes através do emprego de técnicas fenotipicas e moleculares que
caracterizem as linhagens entre os diferentes sorovares e entre as diferentes fontes de
isolamento. A resisténcia antimicrobiana e a presenca de determinadas caracteristicas
patogénicas em surtos de salmonelose em humanos podem estar relacionadas com as
cepas circulantes na producdo animal. Por estas razdes, conhecer as caracteristicas das
populacdes de Salmonella spp. que circulam tanto nos animais quanto nos humanos é
essencial para entender os mecanismos de associacdo entre estas cadeias.

O objetivo deste projeto é caracterizar fenotipica e genotipicamente cepas de
Salmonella spp. de diferentes sorovares oriundas de trés fontes de isolamento: matrizes e
frangos de corte no campo, carcacas de frango de matadouros-frigorificos e alimentos

envolvidos em surtos de salmonelose.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a caracterizacdo fenotipica e molecular de cepas de Salmonella spp.

pertencentes a diferentes sorovares e isoladas de trés origens: da producdo de matrizes e

de frangos de corte (ambiente e 6rgdos de aves), de carcacas de frango de corte

(matadouros-frigorificos) e de alimentos envolvidos em surtos de salmonelose no Rio
Grande do Sul.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a capacidade de formacéo de biofilmes de cepas de Salmonella spp. em placas
de poliestireno a 37°C, 28°C, 12°C e 3°C, comparando-se a producao de biofilmes entre
cepas de diferentes origens e entre cepas de distintos sorovares.

Determinar o perfil fenotipico de suscetibilidade antimicrobiana de cepas de
Salmonella spp. através do teste de disco-difusdo em agar, comparando-se este perfil
entre cepas de diferentes origens e entre cepas de distintos sorovares.

Detectar genes associados a resisténcia antimicrobiana em cepas classificadas como
multirresistentes no teste fenotipico.

Caracterizar genotipicamente as cepas de Salmonella spp. através da pesquisa de genes
de viruléncia, comparando-se a frequéncia dos genes entre cepas de diferentes origens
e entre cepas de distintos sorovares.

Determinar quais cepas de Salmonella Enteritidis pertencem ao fagotipo 4 (PT4)
através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase.

Determinar se existe relacdo clonal entre as cepas de Salmonella Enteritidis circulantes
na cadeia avicola e em surtos de salmonelose em humanos através da ribotipificacdo

por PCR e do sequenciamento de DNA.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Familia Enterobacteriaceae e género Salmonella

A familia das enterobactérias possui mais de 25 géneros bacterianos, incluindo
um grande numero de patégenos como Escherichia coli, Yersinia spp., Shigella spp.,
Salmonella spp. entre outros. Estudos genéticos e moleculares estimam que 0s genomas
de E. coli e de Salmonella enterica possuam uma diferenca de apenas 10% nas suas
sequéncias de DNA, sugerindo que estas espécies tenham derivado de um ancestral
comum, ha mais de 100 milhdes de anos (JONG et al., 2012; WISNER et al., 2012).

3.1.1 Caracteristicas morfologicas e bioguimicas

O género Salmonella estd amplamente distribuido no ambiente em todo o mundo.
Foi isolado e identificado pela primeira vez em 1885 por Daniel Elmer Salmon. E um
bacilo curto, Gram negativo, aerdbio e anaerobio facultativo, em geral ndo encapsulado,
ndo formador de esporo e mdvel, com excecao dos sorovares S. Pullorum e S. Gallinarum.
A temperatura para 6timo crescimento é de 37°C, mas também cresce entre 5°C e 45°C.
Cresce em pH entre 4 e 9, sendo 7 o pH ideal. Os membros deste género sdo oxidase
negativos, catalase positivos, indol, urease e VVoges Proskauer negativos, vermelho de
metila e citrato de Simmons positivos, lisina e ornitina descaboxilase positivos. A maioria
dos sorovares produz acido sulfidrico (H2S). A glicose e outros carboidratos sao
metabolizados com producdo de gas e acido pela maioria dos sorovares. Normalmente
sdo fermentadores de arabinose, sorbitol, maltose, manitol, manose, ramnose, trealose e
xilose, porém ndo fermentam a lactose e a sacarose (GAST, 1997; GAST, 2008; WISNER
etal., 2012).

3.1.2 Classificacéo

O género Salmonella consiste de apenas duas especies: Salmonella enterica e
Salmonella bongori. Cepas pertencentes a espécie S. bongori estdo geralmente associadas
aos animais de sangue frio e ao ambiente. A espécie S. enterica é dividida em seis
subespécies: S. enterica subespécie enterica (1), S. enterica subespécie salamae (ll), S.

enterica subespécie arizonae (I11a), S. enterica subespécie diarizonae (I11b), S. enterica
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subespécie houtenae (IV) e S. enterica subespécie indica (VI). Bactérias classificadas
como Salmonella enterica subespécie enterica consistem em 99,5% dos microrganismos
isolados de infeccBes por Salmonella em humanos e animais. Essas subespécies podem
ser diferenciadas bioquimicamente. (POPOFF; LE MINOR, 1997; BRENNER et al.,
2000; GRIMONT; WEILL, 2007, BARROW,; JONES; THOMSON, 2010; WISNER et
al., 2012).

Além da classificacdo em espécies e subespécies, também ¢é realizada a
classificagdo em sorogrupos e sorovares. Salmonella spp., assim como outras
enterobactérias, possui antigenos O (somaéticos) e antigenos H (flagelares). Alguns
sorovares também possuem o antigeno Vi (capsular) (BRENNER et al., 2000). As
subespécies de Salmonella spp. sdo divididas em mais de 50 sorogrupos (FIELDS, 2006;
JONG et al., 2012; WISNER et al., 2012), classificados com base na composi¢do de
antigenos O (POPOFF; BOCKEMUHL; BRENNER et al., 2000; WISNER et al., 2012).
Os principais sorogrupos séo A, B, Ci, Cz, D1, E1 e G, sendo 97% dos isolados de casos
clinicos em humanos classificados em um destes grupos (FIELDS, 2006). No grupo B
estdo os sorovares S. Typhimurium e S. Heidelberg, no grupo C esta S. Hadar e no grupo
D: destaca-se S. Enteritidis. A classificagdo em sorovares € realizada com base nas
caracteristicas bioquimicas e na composi¢do de antigenos O e H da cepa (GAST, 2008).
No passado, a maior parte dos sorovares foi denominada conforme a doenga relacionada
(S. Typhi, S. Paratyphi), o hospedeiro especifico (S. Abortusovis, S. Cholerasuis, S.
Pullorum, S. Gallinarum) ou a regido geografica do primeiro isolamento (S. Panama, S.
Canada, S. Tennessee). Atualmente, j& foram identificados mais de 2.600 sorovares do
género Salmonella, sendo que cerca de 60% destes pertencem a subespécie enterica
(GRIMONT;  WEILL, 2007; BARROW; JONES; THOMSON, 2008;
GUIBOURDENCHE et al., 2010; WISNER et al., 2012).

Apesar da estreita relacdo genética entre os sorovares de S. enterica subespécie
enterica, existem diferencas de viruléncia, adaptacéo e especificidade ao hospedeiro. Por
esta razao, os sorovares podem ser divididos em trés grupos: sorovares capazes de causar
doenca sistémica efou local em mdultiplos hospedeiros, como S. Enteritidis e S.
Typhimurium; sorovares adaptados a um hospedeiro, mas que podem causar doenca em
outros, como S. Dublin e S. Cholerasuis; sorovares de hospedeiro restrito, como S.
Gallinarum e S. Pullorum (HEITHOFF et al., 2008). A existéncia de um grande numero
de sorovares identificados possivelmente esta associada a capacidade de Salmonella em

transferir, adquirir e recombinar genes flagelares e somaticos (LAGATOLLA et al.,
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1996). Apesar de um grande nimero de sorovares ja terem sido identificados, somente
cerca de 50 séo frequentemente isolados de casos de salmonelose em humanos e animais
(JAY, 2005).

3.2 Patogenia da salmonelose

3.2.1 Infeccdo nas aves

Salmonella spp. pode causar trés doengas nas aves: Pulorose, Tifo e Paratifo
Aviério. A Pulorose é uma doenca causada por S. Pullorum que geralmente acomete aves
jovens com menos de trés semanas de idade. A transmissdo ocorre de forma horizontal,
através do contato direto com aves portadoras, roedores e aves silvestres, ou vertical,
pelas vias transovariana e extragenital. A sintomatologia em aves jovens € caracterizada
pela presenca de uma diarreia pastosa de coloracdo esbranquicada e alta mortalidade. As
aves adultas geralmente permanecem assintomaticas (GAST, 2008; BERCHIERI
JUNIOR; FREITAS NETO, 2009). O Tifo é causado por S. Gallinarum, sendo mais
comum em aves adultas. A transmissao ocorre principalmente pela via horizontal, através
do contato de aves suscetiveis com aves portadoras, roedores e aves silvestres. O principal
sinal clinico € a presenca de diarreia amarelo-esverdeada. Na necropsia observa-se uma
coloracdo marrom-esverdeada (“bronzeada”) do figado (CHARLTON et al., 2006;
SHIVAPRASADI; BARROW, 2008; BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).
No passado, estas duas doencas representavam um grande problema para a industria
avicola, pois ocasionavam perdas econdmicas nos planteis devido a diminui¢do do ganho
de peso, as condenacdes ao abate e ao aumento da mortalidade. Com a intensificacdo das
medidas de controle e biosseguridade, estes sorovares foram reduzidos
consideravelmente dos planteis avicolas industrializados (SILVA; DUARTE, 2002;
BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009). Entretanto, o isolamento de S.
Gallinarum nos planteis tem aumentado consideravelmente nos Gltimos anos (dados nédo
publicados).

O Paratifo Aviario e causado pelos sorovares de Salmonella que nao séo adaptados
as aves, como S. Enteritidis e S. Typhimurium (GAST, 2008; BERCHIERI JUNIOR;
FREITAS NETO, 2009). Estes sorovares sdo mais importantes em questfes de salde
publica do que pelo impacto econémico que causam em planteis acometidos, sendo 0s

principais responsaveis pelas infec¢des alimentares em humanos (CHARLTON et al.,
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2006). As aves jovens sdo mais suscetiveis, podendo apresentar uma sintomatologia
semelhante aquela causada por S. Pullorum. As aves mais velhas sdo mais resistentes e
geralmente permanecem assintomaticas ou apresentam uma queda de postura de até 10%.
Os sorovares causadores do Paratifo podem permanecer no trato digestivo das aves até o
abate, onde pode ocorrer a contaminacao do produto final. Nas aves poedeiras, a bactéria
permanece no trato reprodutor, podendo contaminar os ovos produzidos (CHARLTON
et al., 2006; GAST, 2008; BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

3.2.2 Infeccdo no homem

A principal forma de transmissdo para 0 homem ocorre através do consumo de
alimentos contaminados, principalmente carnes e ovos. O periodo de incubacdo pode
variar de 6 até 48 horas (DARWIN; MILLER, 1999; FORSHELL; WIERUP, 2006; CDC,
2014). Apos a ingestdo oral, as bactérias que sobrevivem ao baixo pH provocado pela
producdo de acido cloridrico colonizam o intestino, principalmente na regido das placas
de Peyer, onde estdo localizadas as células M. Depois da colonizacdo intestinal,
Salmonella spp. invade as celulas M e os enterdcitos, com auxilio dos Sistemas de
Secrecdo do Tipo Il (Type Three Secretion System - TTSS) (GAL-MOR, 2010;
KARASOVA et al., 2010). Estudos com a inoculagdo experimental de camundongos
demonstram que 80% das bactérias ingeridas que resistem ao baixo pH sdo eliminadas
diretamente nas fezes, 15% permanecem na superficie das células intestinais e apenas 5%
delas invadem o epitélio (BAUMLER et al., 1997). Apés a invasdo celular, as células
bacterianas sdo fagocitadas por macr6fagos. Quando estes conseguem conter a
disseminacdo do microrganismo, a infeccao fica restrita ao trato digestivo. Entretanto, se
a bactéria superar as defesas do hospedeiro e permanecer viavel dentro dos macréfagos,
ela pode multiplicar-se e se disseminar em todo o organismo, provocando uma infecgéo
sisttmica (BAUMLER et al., 1997; KARASOVA et al., 2010). Através de proteinas
efetoras, bombeadas para o interior das células através dos TTSS, a bactéria provoca a
apoptose desses macrofagos e, utilizando um segundo tipo de sistema de secrecdo,
consegue sair da celula e retornar para o limen intestinal para ser eliminada atraves das
fezes (GAL-MOR, 2010; KARASOVA et al., 2010). Esta sequéncia de fatos resulta em
lesdo dos vilos intestinais e na reducdo da superficie de absor¢do. A presenca de

Salmonella spp. também faz com que ocorra influxo de células polimorfonucleares para
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a mucosa infectada, ocasionando uma diarreia aquosa que pode conter sangue (WALLIS;
GALYOV, 2000).

Os sinais clinicos geralmente incluem diarreia, nausea, dor abdominal e febre, mas
também podem ocorrer voémitos, anorexia, prostracdo e dores de cabeca. Os pacientes
normalmente se recuperam em até uma semana, ndo sendo frequentes os casos de 6Obito
(FORSHELL; WIERUP, 2006). A severidade da doenca depende do sorovar e da
imunidade do hospedeiro. Paciente jovens, idosos ou imunologicamente debilitados
tendem a apresentar quadros clinicos mais severos, enquanto que a enterite € geralmente
autolimitante em adultos saudaveis (WALLIS; GALYQOV, 2000).

3.3 Epidemiologia e importancia das salmoneloses em saude publica

A Salmonella é considerada uma bactéria cosmopolita, com distribuicdo em
praticamente todos os paises (VIEIRA et al., 2009). Mesmo com a crescente preocupacdo
com patdgenos emergentes nos ultimos anos, Salmonella spp. continua sendo o principal
agente causador de doencas transmitidas por alimentos (DTA) em praticamente todo o
mundo, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization - WHO)
(WHO, 2014). O numero exato de casos clinicos ndo € conhecido devido as
subnotifica¢bes. Conforme a WHO, um ter¢o da populagdo mundial € acometido por
DTA, mas apenas uma pequena parcela destes casos € notificada. Existe a estimativa de
que para cada caso diagnosticado e reportado, existam outros 38 ndo diagnosticados ou
ndo informados (MEAD et al., 1999; FOLEY; LYNNE, 2008). Estima-se que ocorram
mais de 1 bilh&o de casos de salmonelose em todo o mundo a cada ano (PUlI et al., 2011).
Conforme dados do Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos
(Center for Disease Control and Prevention - CDC), 48 milhdes de pessoas ficam doentes
e 3.000 morrem por ano em decorréncia das doengas transmitidas por alimentos nos
Estados Unidos. Deste total, acredita-se que aproximadamente 1 milhdo dos casos sejam
causados por Salmonella spp., resultando em aproximadamente 20.000 hospitalizacGes e
400 mortes a cada ano (CDC, 2016). A Autoridade Europeia para Seguranga dos
Alimentos (European Food Safety Authority — EFSA) estima que as perdas econdmicas
ocasionadas pela infeccdo por Salmonella spp. sejam proximas a 3 bilhdes de euros
(EFSA, 2015). Os dados do CDC indicam que as infec¢des por Escherichia coli O157:H7,
Shigella spp. e Yersinia spp. diminuiram entre 1996 e 2010, mas aquelas provocadas por

Salmonella spp. aumentaram ou permaneceram em niveis semelhantes (CDC, 2013;
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CDC, 2014). Por outro lado, o Centro Europeu de Controle e Prevencdo de Doengas
(European Center for Disease Prevention and Control — ECDC) reporta a diminui¢do em
32% do numero de casos de salmonelose em humanos ocorridos na Europa entre 2008 e
2012 (ECDC, 2015b).

No Brasil, Salmonella spp. foi responsavel por 14,4% dos surtos de doencas
transmitidas por alimentos entre 2000 e 2015. Considerando-se apenas 0S casos em que
o principal agente foi identificado, Salmonella spp. esteve envolvida em 34,7% dos
surtos, sendo considerada o principal patdgeno neste periodo (BRASIL, 2015c). Entre
2000 e 2015, 75% dos casos de DTA, incluindo Salmonella spp. e outros agentes, foram
notificados nas regides sul e sudeste, sendo que 34,8% ocorreram apenas na regiao sul
(BRASIL, 2015c). Porem, é possivel que este alto nimero de casos registrados nestas
regides seja devido a maior notificacdo e investigacdo, quando comparado a outras
regides do pais. No periodo de 2007 a 2010, o RS notificou 386 surtos de DTA com
ocorréncia de oito 6bitos. Excluindo-se os surtos sem informacéo do agente causador,
Salmonella spp. foi identificada em 68,1% destes casos (BRASIL, 2011). Dados
publicados por Tondo e Ritter (2012) mostram que 23.725 pessoas estiveram envolvidas
em surtos de infec¢bes com Salmonella spp. no RS entre 2002 e 2004, sendo que 1.938
precisaram ser hospitalizadas.

Avaliando-se os casos de salmonelose humana, acredita-se que 67% deles estdo
relacionados ao consumo de produtos de origem animal, desconsiderando-se a
transmissdo por frutos do mar e produtos lacteos. Os produtos de origem avicola sdo 0s
mais comumente relatados, sendo responsaveis por até 47% do total das infeccdes,
quando s&o analisados ovos e carnes (CDC, 2013).

3.4 Principais sorovares e fagotipos de Salmonella spp.

A prevaléncia dos sorovares de Salmonella spp. depende da regido e da fonte de
isolamento. Em relacdo aos casos de salmonelose em humanos, os dados oficiais europeus
indicam S. Typhimurium, S. Enteritidis e S. Infantis como os principais sorovares isolados
em humanos (ECDC, 2015a). S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Newport, S. Heidelberg
e S. Javiana sdo os sorovares mais comuns nos Estados Unidos (FOLEY'; LYNNE; 2008;
ROBINSOM, 2014). No Brasil, os principais sorovares envolvidos em enteroinfeccoes
por Salmonella até 2008 foram S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Senftenberg, S. Agona
e S. Heidelberg (RODRIGUES, 2008).
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Assim como em humanos, S. Enteritidis e S. Typhimurium também s&o
frequentemente isolados de aves em todo o mundo. Além destes, S. Heidelberg, S.
Kentucky e S. Senftenberg também estdo entre os mais isolados (FOLEY; LYNNE,
2008). Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) os principais
sorovares encontrados em carcagas de frango e aves vivas no Brasil sdo S. Enteritidis, S.
Infantis, S. Typhimurium, S. Heidelberg e S. Mbandaka (BRASIL, 2008). Dados mais
recentes demonstram que a frequéncia de isolamento do sorovar S. Heidelberg, a partir
de fontes avicolas, tem aumentado consideravelmente nos dltimos anos (ANDREATTI,
2014). No RS, os sorovares mais frequentemente isolados nos ultimos 30 anos foram S.
Gallinarum, S. Typhimurium, S. Heidelberg, S. Enteritidis e S. Infantis (TONDO;
RITTER, 2012).

Estudos recentes tém sugerido que apesar de alguns sorovares serem comumente
isolados na producdo avicola, eles ndo sdo encontrados com frequéncia nos casos de
salmonelose em humanos (BARROW; JONES; THOMSON, 2010; SALISBURY;
BRONOWKSI; WIGLEY, 2011). Sugere-se que esta situacdo possivelmente se deva ao
fato de que alguns sorovares sdo considerados mais invasivos que outros. Entretanto, os
mecanismos exatos que favorecem a prevaléncia de determinados sorovares ainda nao
estdo bem esclarecidos (SALISBURY; BRONOWKSI; WIGLEY, 2011).

A fagotipagem de Salmonella spp. consiste em uma metodologia muito util para
demonstrar possiveis relacGes entre as cepas envolvidas em surtos de salmoneloses
(NSRL, 2015). Salmonella pertencente a diferentes sorovares podem ser diferenciadas
em diferentes fagotipos (phage type - PT), conforme o padrdo de suscetibilidade a lise
por um grupo de fagos com diferentes especificidades (RABSCH, 2007). Estudos ao
longo do tempo tém demonstrado que a prevaléncia dos fagotipos de Salmonella spp.
varia entre os paises e em diferentes regies dentro de um pais ao longo do tempo.

Em relacéo aos fagotipos de S. Enteritidis, tem sido observado um predominio dos
fagotipos PT8 e PT13a nos Estados Unidos. Entretanto, o PT4 é o mais frequente na
Europa e no Brasil, tanto em cepas isoladas de humanos quanto de aves (LIEBANA et
al., 2002; SILVA; DUARTE, 2002; NUNES et al., 2003; ALCOCER et al., 2006;
RIBEIRO et al., 2007; KALENDER et al., 2009; VAZ et al., 2010). Apesar de 0 PT4 ser
0 mais prevalente no Brasil, a ANVISA também destaca a importancia dos fagotipos PT1,
PT5 e P17a (BRASIL, 2008; BRASIL, 2015a).

Até o inicio da década de 90, o fagotipo mais frequentemente identificado nas

cepas de S. Enteritidis circulantes no Brasil era 0 PT8. A partir de 1993, o isolamento de
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PT4 aumentou consideravelmente no pais. Acredita-se que este fagotipo tenha sido
introduzido no Brasil através da importacéo de aves de outros paises (IRINO et al., 1996).
O PT4 esté relacionado com infeccdes em humanos (BACK, 2010) e em aves, sendo
patogénico tanto para poedeiras quanto para frangos de corte (ALTEKRUSE et al., 1993).
As cepas de S. Enteritidis pertencentes a este fagotipo sdo consideradas como altamente
patogénicas para 0 homem, apesar de existirem varia¢des quanto a patogenicidade dentro
de um mesmo fagotipo (BACK, 2010), e estdo associadas com o consumo de produtos de
origem avicola, especialmente os ovos (FOOD SAFETY, 2015b).

3.5 Salmonella como produtora de biofilmes

No ciclo de vida de Salmonella spp., a colonizagdo no hospedeiro ¢ alternada com
periodos de sobrevivéncia no ambiente. Para sobreviver no ambiente, a Salmonella spp.
desenvolveu diversos mecanismos, entre eles o de aderir as superficies e produzir
biofilmes (PIRAS et al., 2015). Os biofilmes sdo comunidades celulares formadas por
microrganismos de uma mesma espécie ou de espécies diferentes que estdo aderidos entre
si e a uma superficie inerte ou viva, envoltas por uma matriz extracelular, formada
principalmente por exopolissacarideos (CARPENTIER; CERF, 1993; COSTERTON et
al., 1995; COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999; DONLAN; COSTERTON,
2002; HALL-STOODLEY; STOODLEY, 2009; SHEFFIELD; CRIPPEN, 2012;
STEENACKERS et al., 2012; PENA, 2015).

Os principais componentes da matriz extracelular sdo a curli e a celulose. A
fimbria curli esta envolvida com a adesdo as superficies, agregacgdo celular, persisténcia
no ambiente e com a producéo de biofilmes (ROMLING, 2005). A producéo de celulose
favorece a adesdo em superficies abidticas, aumenta a resisténcia e confere a bactéria a
capacidade de interacdo célula-célula (ROMLING et al., 2000; ROMLING, 2007). A
expressdo destes componentes pode ser demonstrada com o cultivo bacteriano em &gares
indicadores suplementados com vermelho Congo e azul de Coomassie. Conforme a
expressao destes componentes, as bactérias da familia Enterobacteriaceae demonstram
quatro diferentes morfotipos: rdar (curli e celulose presentes: col6nias vermelhas, secas e
rugosas), bdar (apenas curli presente: colénias marrons, secas e rugosas), pdar (apenas
celulose presente: col6nias rosas, secas e rugosas) e saw (curli e celulose ausentes:
colonias brancas e lisas) (ROMLING et al., 2000; BOKRANZ et al., 2005). Estudos

demonstram que 0s componentes da matriz extracelular s&o muito importantes no
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processo de sobrevivéncia de Salmonella spp. no ambiente (WHITE et al., 2006; APEL
et al., 2009) e, por esta razdo, o morfotipo rdar é considerado o mais importante para a
producdo de biofilmes (CABARKAPA et al., 2015).

A formacéo do biofilme inicia com a atragdo dos microrganismos as superficies
solidas onde existam nutrientes disponiveis para sua multiplicagdo (HALL-STOODLEY;
STOODLEY, 2009; HUNG; HENDERSON, 2009; JOO; OTTO, 2012). Os biofilmes se
estabelecem quando a massa bacteriana é espessa 0 bastante para agregar nutrientes,
residuos e outros organismos (ZOTTOLA; SASAHARA, 1994). Inicialmente ocorre a
adesdo de células planctonicas a superficie, sendo a motilidade e as estruturas adesivas
muito importantes neste processo (HUNG; HENDERSON, 2009). Nesta fase a aderéncia
é reversivel (COSTERTON et al., 1995). As bactérias aderidas se replicam e formam
microcol6nias. As modificacbes na expressdo génica destas bactérias permitem a
excrecdo da matriz extracelular. Com a expansdo das microcolonias, os biofilmes se
tornam maduros (HUNG; HENDERSON, 2009). A aderéncia torna-se irreversivel,
quando o microrganismo esta ancorado por apéndices ou por producdo de polimeros
extracelulares (COSTERTON et al., 1995). As bactérias podem entdo se destacar deste
biofilme e contaminar o ambiente (HUNG; HENDERSON, 2009).

Os biofilmes favorecem a sobrevivéncia em ambientes hostis, como matadouros-
frigorificos e plantas de processamento de alimentos, e a colonizagdo de novos nichos,
uma vez que as cepas que fazem parte destas estruturas apresentam caracteristicas
diferentes daquelas que estio em sua forma livre (STEPANOVIC et al., 2007; HALL-
STOODLEY; STOODLEY, 2009; HUNG; HENDERSON, 2009; PENA, 2015; PIRAS
et al., 2015). As vantagens destas formagdes para 0s microrganismos incluem maior
resisténcia as forcas fisicas, ao sistema imune do hospedeiro e as moléculas toxicas
(antimicrobianos e desinfetantes), além de cooperacdo metabdlica e compartilhamento de
DNA de forma mais eficiente, ocasionando uma maior disseminagéo génica (STEWART;
COSTERTON, 2001; STEPANOVIC et al., 2007; HALL-STOODLEY; STOODLEY,
2009; HUNG; HENDERSON, 2009; STEENACKERS et al., 2012; WOLCOTT et al.,
2013). Sistemas de producdo de alimentos de origem animal sdo locais propicios a
formacéo de biofilmes, pois oferecem as condi¢Ges necessarias para o0 desenvolvimento
destas estruturas (CHMIELEWSKI; FRANK, 2003). Quando ocorrem falhas no processo
de higienizagdo, os residuos podem ficar aderidos aos equipamentos e as superficies,

transformando-se em potenciais substratos (OLIVEIRA et al., 2006).
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Além das perdas econdmicas devido a corrosdo das instalagbes e dos
equipamentos, a formacao dos biofilmes também pode levar a deterioracdo e a producéo
de odores desagradaveis nos produtos alimenticios (HUNG; HENDERSON, 2009;
PIRAS et al., 2015). Os biofilmes também sdo um grande problema em saude publica,
pois a ruptura das estruturas formadas nestes sistemas provoca a liberacdo de
microrganismos patogénicos e, consequentemente, a contaminagdo dos produtos
(COSTERTON et al., 1995). Entretanto, a formacéo de biofilmes ndo é importante apenas
para a indudstria alimenticia, mas também para 0s ambientes hospitalares, pois eles podem
ser formados em equipamentos e em materiais, como cateteres e implantes
(STEPANOVIC et al., 2007; HUNG; HENDERSON, 2009).

Por muitos anos, as pesquisas eram desenvolvidas considerando-se apenas as
bactérias planctonicas. Atualmente ja se reconhece os biofilmes como a forma
predominante de crescimento bacteriano, pois permitem a sobrevivéncia dos
microrganismos frente ao estresse ambiental (HUNG; HENDERSON, 2009;
SHEFFIELD; CRIPPEN, 2012). O Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos
estima que aproximadamente 80% das infec¢cdes bacterianas em humanos, inclusive
aquelas causadas por Salmonella spp., podem estar relacionadas aos biofilmes
(CHMIELEWSKI; FRANK, 2006; HUNG; HENDERSON, 2009).

A capacidade de cepas isoladas no campo de formarem biofilmes depende da sua
adaptacdo ao ambiente. Por esta razdo, o controle e a prevenc¢do da formacdo inicial destas
estruturas é de grande importancia, a fim de se evitar a manutencdo de um reservatério
da bactéria e de se manter a qualidade do produto final (SCHONEWILLE et al., 2012).

3.6 Resisténcia aos antimicrobianos

A importancia de Salmonella spp. na salde publica ndo se deve apenas a sua alta
frequéncia de isolamento em surtos, mas também devido a grande resisténcia
antimicrobiana que este microrganismo apresenta (FOLEY; LYNNE, 2008; TONDO;
RITTER, 2012). Estudo recente publicado pela Unido Europeia demonstra 0 aumento da
resisténcia de Salmonella spp. isolada de humanos e de animais aos antimicrobianos mais
comumente utilizados para o tratamento da salmonelose (EFSA; ECDC, 2015). O nimero
de sorovares altamente resistentes aos antimicrobianos ndo tem aumentado drasticamente
nos ultimos anos, mas continua a representar uma ameaca a saude publica (KRIETSCH,

2014). Também existe uma grande preocupacdo com a ocorréncia de surtos de
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salmonelose em humanos com cepas altamente resistentes (TONDO; RITTER, 2012),
uma vez que nestes casos é necessaria a utilizacdo de medicamentos mais caros, e 0
tratamento €, em geral, menos eficaz (KRIETSCH, 2014).

Quando o emprego dos antimicrobianos é realizado de forma incorreta ou
indiscriminada, ocorre um aumento da pressdo seletiva para o farmaco, podendo
ocasionar o aparecimento de microrganismos resistentes (KOLUMAN; DIKICI, 2013).
A presenca de cepas resistentes nos animais destinados ao consumo humano é de grande
preocupacdo em saude publica, uma vez que eles podem servir de carreadores. Estas
bactérias resistentes podem contaminar os produtos finais e provocar o desenvolvimento
de infeccbes no homem com agentes altamente resistentes aos antimicrobianos
(ALMEIDA; PALERMA-NETO, 2005; OLIVEIRA et al., 2005; FOOD SAFETY,
2015c).

A utilizagdo de antimicrobianos na producdo animal se tornou comum devido a
necessidade do aumento da quantidade de alimento a ser produzido (KOLUMAN;
DIKICI, 2013). Dados do o6rgdo americano de Administracdo de Alimentos e
Medicamentos (Food and Drug Administration — FDA) indicam que o uso de
antimicrobianos nos animais de produgédo nos Estados Unidos aumentou cerca de 20%
entre 2009 e 2013. Segundo este mesmo 6rgéo, 69% dos antimicrobianos vendidos em
2013 para uso veterinario foram destinados a tratamentos terapéuticos e/ou com
finalidade de ganhos na producdo, 30% para uso terapéutico exclusivo e 1% com a
finalidade exclusiva de incrementar os ganhos produtivos. Relatorios do FDA também
indicam que, de todos os antimicrobianos vendidos para uso na producdo animal, 62%
correspondem aos antimicrobianos mais importantes e mais comuns para o tratamento de
infeccdes em humanos (FDA, 2015). Em 2013, a venda de tetraciclinas e penicilinas
correspondeu, respectivamente, a 71% e 9% do total (FDA, 2015; FOOD SAFETY,
2015a).

Quanto a administracdo de agentes antimicrobianos em animais de produgéo, no
Brasil ja foi totalmente proibido o uso de cloranfenicol, nitrofuranos, olaquindox e
carbadox, independentemente da finalidade (BRASIL, 2003; BRASIL, 2004; BRASIL,
2005). A administragdo de eritromicina, espiramicina, penicilinas, tetraciclinas e
sulfonamidas sistémicas deve ser restrita ao uso terapéutico, sendo proibida a utilizagdo
como aditivo de racdo (BRASIL, 2009; BRASIL, 2012). N&o existem restricdes de uso
para 0os demais antimicrobianos, mas o monitoramento de residuos no produto final deve

ser feito periodicamente (BRASIL, 2010). Contudo, esta medida apenas detecta se o
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periodo de caréncia foi respeitado, mas ndo impede a selecdo de cepas bacterianas
resistentes. Apesar de a resisténcia ser observada desde a introdugdo dos agentes
antimicrobianos nas areas medica e veterinaria, € possivel que a resisténcia de alguns
agentes bacterianos, tais como Salmonella spp. e Campylobacter jejuni, tenha iniciado no
campo (KOLUMAN; DIKICI, 2013).

A utilizagdo dos testes in vitro € importante para a escolha do antimicrobiano a
ser utilizado para o tratamento das infeccdes. Estes testes sdo essenciais para 0s patdgenos
que possuem mecanismos de resisténcia adquirida, como os membros da familia das
enterobactérias (JORGENSEN; FERRARO, 2009). Existem diversos testes in vitro que
podem ser utilizados para avaliacdo da suscetibilidade e da resisténcia de um patdgeno,
sendo o teste de disco-difusdo em agar e a microdiluicdo em placa os mais comuns.
Ambos os testes sdo padronizados pelo Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais
(Clinical and Laboratorial Standards Institute - CLSI) (CLSI, 2014a). As principais
vantagens do teste de disco-difusdo sdo a simplicidade, a praticidade e o baixo custo. Por
outro lado, este oferece apenas um resultado qualitativo. A principal vantagem do teste
da microdiluicdo em placa é a determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM),
obtendo-se um resultado quantitativo e mais preciso (CLSI, 2008; JORGENSEN;
FERRARO, 2009).

Apesar de ndo existir uma denominagdo padrdo, autores sugerem que a
classificacdo de multirresistente deve ser utilizada apenas para aquelas cepas que sdo
resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos (SCHWARZ et al., 2010;
MAGIORAKOS et al., 2012). O aparecimento de cepas multirresistentes tem aumentado
em todo o0 mundo ao longo dos ultimos anos (LERTWORAPREECHA; SUTTHIMUSIK;
TONTIKAPONG, 2013), mas é importante considerar que, além da resisténcia nos
animais, também a resisténcia em humanos é importante para 0 aumento no nimero de
microrganismos multirresistentes (ROSENGREN; GOW; WEESE, 2009).

Diversos mecanismos de resisténcia antimicrobiana ja foram descritos, tais como
mudancas na permeabilidade da parede celular bacteriana, bombas de efluxo,
modificacdo enzimética do antimicrobiano, degradacdo do antimicrobiano e aquisicéo de
vias metabdlicas alternativas (VAN HOEK et al., 2011). Por ser um processo de evolucéo
bacteriana, nem todos os mecanismos de Salmonella spp. para a resisténcia sao
conhecidos (LOPES, 2014). A maioria dos mecanismos desenvolvidos pelas bactérias
para sobreviver a acdo antimicrobiana é codificada por genes de resisténcia que podem
estar presentes em algumas cepas de Salmonella spp. (BECEIRO; TOMAS; BOU, 2013)
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e incluem desde mutacGes em genes enddgenos até aquisicdo horizontal de genes de
resisténcia (FRYE; JACKSON, 2013).

Ainda que ndo esteja clara a origem destes genes, € possivel que muitos estejam
relacionados aos microrganismos naturalmente produtores de antibidticos, que teriam
estes genes como forma de protegéo contra a substancia produzida. Outros podem ter sido
adquiridos a partir de mutacGes de genes considerados essenciais as bactérias
(ALVAREZ, 2007; MADIGAN et al., 2010). Os genes de resisténcia geralmente estdo
inseridos em cassetes génicos que podem incluir genes de multipla resisténcia. Estes
cassetes podem estar associados aos integrons, que facilitam a expressdo génica. Os
integrons também constituem um elemento importante na mobilidade destes genes tanto
dentro do genoma bacteriano, quanto na transferéncia horizontal entre as bactérias. Os
cassetes génicos podem estar associados também com sequéncias de insercao,
transposons, bacteridfagos e plasmideos, que também exercem uma fungao importante na
transmissdo destes cassetes (ALVAREZ, 2007; FOLEY; LYNNE, 2008; FRYE;
JACKSON, 2013). A localizacdo dos cassetes varia conforme o pais ou regido de
isolamento da cepa, com o hospedeiro e com o ambiente ao qual a cepa esta exposta
(FRYE; JACKSON, 2013). Os genes de resisténcia podem ser transferidos
horizontalmente entre bactérias de uma mesma espécie ou entre membros de diferentes
géneros ou espécies (THOMAS; NIELSEN, 2005). Ou seja, estes genes de resisténcia
podem ser transmitidos para outras cepas de Salmonella spp., mas também para bactérias

comensais do homem, como E. coli e Enterococcus spp. (ANGULO et al., 2004).

3.7 Patogenicidade e viruléncia

A capacidade e a forma como o patdgeno se adapta as condi¢des no interior do
hospedeiro dependem da viruléncia da cepa (MADIGAN et al., 2010). A viruléncia e a
patogenicidade estdo intimamente relacionadas a diversos determinantes ou fatores de
viruléncia, que distinguem os microrganismos patogénicos de outros da mesma espécie
(FORSHELL; WIERUP, 2006; VIEIRA, 2009). Hospedeiros e microrganismos tém
coevoluido ao longo de milhdes de anos, periodo no qual as bactérias patogénicas tém
modificado seus mecanismos de viruléncia e de resisténcia para se adaptarem as defesas
do hospedeiro (BECEIRO; TOMAS; BOU, 2013).

Os fatores de viruléncia sdo codificados por genes que conferem a estes patdgenos
a habilidade de superar desafios (VAN ASTEN; VAN DIJK, 2005). Estes fatores
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propiciam a invaséo e a colonizacéo das células infectadas, levando & ocorréncia de uma
série de eventos que favorecem o aparecimento da doenca. Os fatores podem ser
mecanismos de invasdo, de interferéncia na resposta imune do hospedeiro, de resisténcia
a antimicrobianos ou de producdo de biofilmes, por exemplo (RODRIGUES, 2005;
MIRMOMENI; KIANI; SISAKHTNEZHAD, 2008; VIEIRA, 2009; BARROW,;
JONES; THOMSON, 2010).

Apesar da similaridade do genoma dos diferentes sorovares de Salmonella spp.,
sabe-se que existem diferencas genéticas entre as cepas. Jong et al. (2012) relatam que,
apesar de 90% dos genes de S. Typhi e S. Typhimurium serem idénticos, os 10% restantes
incluem genes codificadores de fatores de viruléncia que irdo determinar o potencial
patogénico da cepa. Os genes associados aos fatores de viruléncia podem ser divididos
em dois grupos: genes housekeeping e genes de viruléncia propriamente ditos ou
verdadeiros (FORSHELL; WIERUP, 2006; CCFH, 2007). Os genes envolvidos nos
processos de captacdo e/ou biossintese de nutrientes, de resposta ao estresse e de
recuperacdo dos danos a célula bacteriana sdo chamados de genes housekeeping. Estes
genes sdo necessarios para a manutencao da viabilidade da célula bacteriana e sdo comuns
a bactérias de uma mesma familia (CCFH, 2007). Os genes de viruléncia propriamente
ditos sdo aqueles necessarios para a adaptacdo da bactéria a célula infectada e para a
superacdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro. A expressédo de ambos 0s grupos de
genes depende das condi¢Bes ambientais onde se encontra a bactéria, sendo geralmente
ativada por genes regulatorios (FORSHELL; WIERUP, 2006).

3.7.1 Fatores de viruléncia associados a estrutura bacteriana

Alguns fatores de viruléncia estdo relacionados aos componentes da estrutura
bacteriana, como as fimbrias, os flagelos e o lipopolissacarideo (LPS), e possuem um
papel importante na viruléncia das cepas (CLOUTHIER et al., 1993). As propriedades
toxicas do LPS, integrante da parede celular de bactérias Gram negativas, estdo
relacionadas ao lipideo A. O LPS esta associado com a inducéo de efeitos patofisiologicos
no hospedeiro, como febre, hipotenséo, leucocitose, inflamacéo, choque séptico e morte
(PERRY, 1993; FREUDENBERG et al., 2001). Os antigenos flagelares de fase 1 e de
fase 2 sdo codificados por genes localizados em duas regides diferentes no cromossomo,

podendo ser transcritos de forma alternada (ECHEITA et al., 2002). A variacdo de fase
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flagelar pode estar relacionada com a capacidade da Salmonella spp. de ndo ser inativada
pelo sistema de defesa do hospedeiro (VAN ASTEN; VAN DIJK, 2005).

As fimbrias sdo filamentos proteicos produzidos na superficie da bactéria
(CLOUTHIER et al., 1993; WISNER et al., 2012) e que funcionam como adesinas,
favorecendo a interacdo entre a bactéria e 0 hospedeiro no processo de colonizacgdo e de
adesdo inicial (ALVAREZ, 2007; WISNER et al., 2012). Entre as fimbrias descritas para
0 género Salmonella estdo: fimbria longa polar (long polar fimbriae), codificada pelo
operon Ipf, fimbria fina agregativa (aggregative fimbriae), codificada pelo operon agf,
fimbria de Salmonella Enteritidis (Salmonella Enteritidis fimbriae), codificada pelo
operon sef, e fimbria codificada por plasmideo (plasmid encoded fimbriae), codificada
pelo operon pef (ALVAREZ, 2007). Algumas fimbrias sdo também importantes durante
0 processo de formacdo de biofilmes, como a fimbria agregativa (GIBSON et al., 2007;
JONG et al., 2012; WISNER et al., 2012). A Salmonella spp. possui uma grande
variedade de fimbrias, e cada sorovar possui uma combinagdo especifica de operons
fimbriais (JONG et al., 2012).

3.7.2 Fatores de viruléncia associados as llhas de Patogenicidade de Salmonella

As ilhas (mais de 10kb) ou ilhotas (menos de 10kb) gendmicas sdo grandes
elementos genéticos com propriedades diferentes do restante do genoma bacteriano. As
ilhas com funcBes patogénicas em cepas de Salmonella spp. sdo chamadas de Ilhas de
Patogenicidade de Salmonella (Salmonella Pathogenicity Island — SPI) (HACKER,;
CARNIEL, 2001; BARROW; JONES; THOMSON, 2010; WISNER et al., 2012).
Atualmente j& foram descritas mais de 21 SPI (WISNER et al., 2012), mas as ilhas SPI-
1 e SPI-2 sdo as mais importantes. A SPI-1 codifica as proteinas do sistema de secrecdo
do tipo Il (Type Three Secretion System - TTSS) (VIEIRA, 2009), além de outras
proteinas necessarias para a invasdo das células ndo fagociticas e para a ativacdo da
resposta inflamatoria (MIRMOMENI; KIANI; SISAKHTNEZHAD, 2008; VIEIRA,
2009; JONG et al., 2012; WISNER et al., 2012). Os TTSS sdo complexos sistemas
proteicos que servem como um canal para a secre¢do de proteinas efetoras para o citosol
da célula eucariotica. Além dos genes codificadores de proteinas estruturais dos TTSS
(invA, prgH, sipB, orgA, spaN), existem também os genes de proteinas que formam os

poros (sip) para a secrecdo de proteinas efetoras (Sop, Avr, Sif, Siv) e reguladoras (Hil)
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(ALVAREZ, 2007). Estas proteinas manipulam as cascatas sinalizadoras da célula
hospedeira e possuem diferentes fungdes (JONG et al., 2012; WISNER et al., 2012).

Os genes localizados nas ilhas ou ilhotas sdo importantes no processo infeccioso
de Salmonella spp., como por exemplo aqueles responsaveis pelo reconhecimento e pela
multiplicacdo no interior de macrofagos (spiA, msgA, pagC). Os genes envolvividos no
metabolismo do ferro (iroN, sitC) e aqueles codificadores de endotoxinas (stn, cdtB) sdo

de especial importancia para a viruléncia das cepas (ALVAREZ, 2007).

3.7.3 Fatores de viruléncia associados aos plasmideos

Os plasmideos sdo moléculas de DNA que podem ser transmitidas entre as
bactérias através da transferéncia horizontal. Esta transferéncia possibilita que o0s
microrganismos adquiram genes que podem aumentar sua viruléncia ou resultar em uma
maior resisténcia antimicrobiana. Entretanto, apenas algumas cepas de Salmonella spp.
possuem este tipo de plasmideo (JONG et al., 2012). O operon spv é comum a todos 0s
plasmideos de viruléncia de Salmonella spp. e esta relacionado a sobrevivéncia no interior
dos macréfagos (ALVAREZ, 2007).

3.8 Diferenciagéo entre as cepas de Salmonella spp.

Apesar de estudos anteriores demonstrarem que todas as cepas de Salmonella spp.
sdo semelhantes em pelo menos 70% do seu DNA, a classificagdo em sorovares € bastante
limitada, uma vez que cepas de um mesmo sorovar podem ter uma relacdao genética mais
distante (LAGATOLLA et al.,, 1996). A caracterizacdo epidemioldgica das cepas
envolvidas em surtos e a diferenciacdo entre aquelas pertencentes a um mesmo sorovar é
muito importante, visto que permite analises conforme a origem, o ano e a fonte de
isolamento (LAGATOLLA et al., 1996; CASTELANI; DUARTE, 2011). A
caracterizacdo e a diferenciacdo podem ser feitas através de métodos fenotipicos,
avaliando-se as caracteristicas expressas pelo microrganismo, ou moleculares,
analisando-se diretamente 0 DNA cromossémico ou extracomossdmico (HELMUTH;
SCHROETER, 1994; FOLEY; ZHAO; WALKER, 2007). Quanto mais métodos de
tipificacdo forem empregados concomitantemente, maior sera a confiangca para a

determinacéo da origem clonal do microrganismo (OLSEN et al., 1994).
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Os métodos fenotipicos classicos incluem a determinacéo do perfil bioquimico, o
perfil de resisténcia antimicrobiana, a sorotipificacdo e a fagotipagem. Apesar de serem
bastante Uteis, as estratégias tradicionais de epidemiologia baseadas na analise fenotipica
sdo limitadas (OLIVEIRA et al.,, 2007a; OLIVEIRA et al., 2007b). As ferramentas
moleculares de caracterizacdo e de diferenciacdo permitem a observacdo de pequenas
variacOes entre as cepas de diferentes sorovares, fontes ou anos de isolamento, mas
também entre aquelas de um mesmo sorovar (LAGATOLLA et. al., 1996). Entre as
técnicas disponiveis para tipificar as cepas de Salmonella spp. estéo: variacdes da reacao
em cadeia da polimerase (PCR), eletroforese em campo pulsado (Pulsed-field Gel
Electrophoresis — PFGE), ribotipificacdo, PCR em tempo real (Real Time PCR - gPCR),
ribotipificacdo por PCR (PCR-Ribotyping), multiplex PCR (mPCR), microarranjos,
polimorfismo no comprimento de fragmentos amplificados (Amplified Fragment Length
Polymorphism - AFLP), analise do polimorfismo no comprimento de fragmentos de
restricdo (Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP), polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso (Random Amplified Polymorphic DNA — RAPD), perfil de
plasmideos, perfil determinado por sequéncias de insercdo, analise por enzimas de
restricdo (Restriction Enzyme Analysis - REA), PCR baseada em sequéncias repetitivas
intergénicas em enterobactérias (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus —
ERIC) e sequenciamento de por¢cbes do DNA bacteriano (AHMED et al., 2000;
GURTLER; MAYALL, 2001, ANTONINI; MENEGHIN; URASHIMA, 2004;
BETANCOR et al., 2004; RIBOT et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009; BAKKER et al.,
2011).

3.8.1 Diferenciacéo através da ribotipificacdo por reacdo em cadeia da polimerase e do

sequenciamento

Métodos como a ribotipificacdo classica, a hibridizagdo e o DNA fingerprinting
podem auxiliar na discriminacdo de cepas de Salmonella spp., além de oferecer
informagdes epidemioldgicas importantes, especialmente nos casos de surtos de
salmonelose em humanos (LAGATOLLA et al., 1996; LACONCHA et al., 2000).
Contudo, estas técnicas sdo complexas e requerem etapas laboriosas que ndo podem ser
executadas em todos os laboratérios (LAGATOLLA et al., 1996). Desta forma, elas tém
sido substituidas cada vez mais pela ribotipificagdo por PCR, uma vez que é uma técnica
mais rapida e bastante eficaz (LAGATOLLA et al., 1996; GEIMBA, 2005; OLIVEIRA
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et al., 2009). A ribotipificacdo por PCR consiste na utilizagdo de sequéncias iniciadoras
(primers) para regides altamente conservadas dos genes ribossomais 16S e 23S. Estes
dois genes sdo separados por regides espagadoras que possuem polimorfismos que podem
diferenciar as cepas dentro de um género e de uma espécie (JENSEN; WEBSTER;
STRAUS, 1993). As sequéncias sdo varidveis quanto ao tamanho e a sequéncia de
nucleotideos, o que permite a classificacdo das cepas em diferentes ribotipos (PAVLIC;
GRIFFITHS, 2009). A ribotipificacdo por PCR é um método rapido e de alta
reprodutibilidade que apresenta resultados semelhantes aqueles obtidos através da
eletroforese em campo pulsado (OLIVEIRA et al., 2009).

A utilizacdo do sequenciamento para a tipificagdo molecular é muito Util para
estabelecer a relacdo entre as cepas, uma vez que € uma técnica de alta precisdo para
microrganismos com baixa variabilidade genética (CHRISTENSEN et al., 2000), como
no caso de Salmonella. Esta técnica é bastante Gtil para os estudos sobre a evolucao das
caracteristicas de viruléncia e transmisséo desta bactéria (WEITZMAN, 2001; BAKKER
etal., 2011). Estudos de sequenciamento realizados por Bakker et al. (2011) demonstram
que os sorovares de Salmonella enterica subespécie enterica podem ter evoluido a partir
de ramificagbes que apresentam diferengas gendmicas, incluindo diferentes genes de
viruléncia, sugerindo que a forma de transmissao e a interagdo com o hospedeiro podem

variar significativamente entre os sorovares.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local de realizacdo dos experimentos

Todas as etapas deste trabalho foram desenvolvidas no Centro de Diagndstico e
Pesquisa em Patologia Aviéria (CDPA), com exce¢do do sequenciamento, que foi
realizado pelo laboratério ACTGene Analises Moleculares do Centro de Biotecnologia
(CBiot). Ambos os centros pertencem a Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS).

4.2 Cepas de Salmonella spp.

Foram utilizadas 243 cepas de Salmonella spp. isoladas na regido sul do Brasil e
previamente classificadas e sorotipificadas pela Fundagdo Instituto Oswaldo Cruz
(Fiocruz). As informacdes completas referentes as cepas analisadas constam no
APENDICE A. Na Tabela 1 encontra-se a lista dos sorovares e do niimero de cepas

analisadas pertencentes a cada um deles.

Tabela 1 — Cepas de Salmonella spp. selecionadas para o estudo e agrupadas conforme a
classificacdo por sorovar.

Sorovar Total de cepas por sorovar
. Enteritidis 150

. Heidelberg 49
. Hadar

[HEN
SN

. Typhimurium
. Anatum

. Bredeney

. Agona

. Tennessee

. Infantis

. Brandenburg

v 0O O unu unu unu unu unu unu u om
N N W s 01 O

. Schwarzengrund
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As cepas utilizadas neste trabalho foram divididas em trés grupos conforme a
origem de isolamento. Na Tabela 2 estdo descritos o nimero de cepas analisadas e a fonte

de isolamento para cada grupo.

Tabela 2 — Origem das cepas: fonte de isolamento e nimero de cepas analisadas em cada
grupo.

Total de cepas em

Origem das cepas Fontes de isolamento
cada grupo

- Ambiente de criacdo de frangos de corte
Campo e de matrizes. 84
- Orgéos de frangos de corte e de matrizes.

- Carcagas inteiras de frangos de corte

Produto obtidas em matadouros-frigorificos. 79
- Diferentes cortes de frangos de corte
obtidos em matadouros-frigorificos.

Surtos Alimentos envolvidos em casos clinicos 80
de salmonelose em humanos.

Todas as cepas pertencentes aos grupos campo e produto foram selecionadas a
partir da bacterioteca do CDPA. As cepas provenientes de surtos foram gentilmente
cedidas pelo professor Dr. Eduardo César Tondo do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da UFRGS.

4.3 Reativacao e confirmacao da pureza das cepas

As cepas encontravam-se estocadas a -80°C em caldo cérebro-coracdo (Brain-
Heart Infusion Broth — BHI — Oxoid; Cambridge, Reino Unido) com 20% de glicerol. A
reativacdo foi feita através da inoculacdo de uma aliquota do material em caldo BHI e
incubagdo a 37°C por 24 horas. Posteriormente foi feito o isolamento em &gar
desoxicolato-lisina-xilose (Xylose Lysine Deoxycholate — XLD — Oxoid; Cambridge,
Reino Unido) para confirmacdo da pureza das cepas. A partir das coldnias isoladas no
agar XLD, foi preparado um novo estoque, mantido até 0 momento de utilizacdo das

cepas.
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4.4 Andlises estatisticas

Os programas Microsoft Excel (Microsoft; Redmond, EUA), Statistica (Dell; S&o

Paulo, Brasil) e PASW Statistics (IBM; Hong Kong) foram utilizados para a anéalise

estatistica dos dados. Foi adotado como referencial para as analises um nivel de

significancia de 5%.

A estatistica descritiva foi utilizada para a determinacdo das frequéncias absolutas e
relativas do grau de producdo de biofilme, da resisténcia antimicrobiana fenotipica,
dos genes de viruléncia e de resisténcia antimicrobiana, da fagotipagem e da
classificagdo em ribotipos.

A Anadlise de Variancia (ANOVA) foi utilizada para avaliacédo da producéo de biofilme
entre os diferentes sorovares.

O teste t de Student foi utilizado para analise da producdo de biofilme entre as cepas
isoladas de fontes avicolas e de surtos em humanos. O teste t também foi utilizado para
determinar a relacdo entre a producdo de biofilme e a resisténcia antimicrobiana, e a
relacdo entre a producdo de biofilme e a presenca dos genes de viruléncia.

Os testes ndo paramétricos de Qui-quadrado (%) e de Fisher foram utilizados para
andlise da suscetibilidade das cepas entre os diferentes antimicrobianos testados, para
a comparacédo da resisténcia entre os sorovares e entre as origens de isolamento para
cada antimicrobiano. Estes mesmos testes também foram utilizados para a analise da
presenca dos genes de viruléncia entre sorovares e entre as fontes de isolamento da
cepa.

A andlise discriminante foi empregada para a obtencdo das arvores de decisdo,
utilizadas para identificar possiveis genes marcadores dos sorovares e das fontes de
isolamento.

O teste McNemar foi utilizado para a comparacao da frequéncia dos genes associados
a viruléncia dentro de grupos separados por fungéo.
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5 EXPERIMENTOS

5.1 Experimento | - Avaliacdo da capacidade de formacéao de biofilmes

5.1.1 Materiais e Métodos

As cepas foram avaliadas quanto a capacidade de formacéo de biofilmes através
da inoculacdo em placas de poliestireno submetidas a diferentes temperaturas de
incubagéo: 37°C, 28°C, 12°C e 3°C. A metodologia foi adaptada a partir dos trabalhos de
Stepanovic et al. (2000) e de Silva et al. (2014).

5.1.1.1 Avaliacdo da capacidade de formacao de biofilmes a 37°C

A reativacdo das cepas foi feita através da semeadura em &gar tripticase de soja
sem glicose (Trypticase Soy Agar — TSA — Merck; Darmstadt, Alemanha) e incubacéo a
37°C por 18-24 horas. Posteriormente foi realizada a inoculacdo do material em caldo
tripticase de soja sem glicose (Trypticase Soy Broth — TSB — Difco Laboratories;
Michigan, EUA) seguida de incubacdo a 37°C por 18-24 horas. Apos, foi feita a diluicdo
do caldo TSB cultivado em caldo TSB ndo inoculado até se obter a concentragdo
correspondente a 1 na escala nefelométrica de Mc Farland (Probac do Brasil; Sdo Paulo,
Brasil), a qual indica uma concentracéo de aproximadamente 3x108 UFC/mL. A partir da
suspensdo bacteriana obtida foram adicionados 200uL a microplacas estéreis de
poliestireno com fundo chato (Kasvi; Curitiba, Brasil) em triplicata. O controle negativo
de cada placa foi o caldo TSB ndo inoculado, também adicionado em triplicata. Para
controle interno dos testes foi utilizada uma cepa padrédo de S. Enteritidis (ATCC 13076)
e uma cepa de S. Enteritidis da bacterioteca do CDPA, previamente classificada como
fortemente produtora. As cepas foram submetidas a incubacéo a 37°C (£1°C) por 18-24
horas. Apds o periodo de incubacéo, a suspensdo bacteriana de cada poco foi aspirada e
descartada. A placa foi lavada trés vezes com 250uL de solucdo de cloreto de sédio a
0,9% para remocéo das células planctdnicas e daquelas que estavam na fase de adesdo
reversivel. As células bacterianas aderidas foram fixadas com 200uL de metanol por 15
minutos. O mesmo foi removido, e as placas foram secas a temperatura ambiente e
coradas com 200uL de solugdo cristal violeta de Hucker a 2% por cinco minutos. Apds,
as placas foram lavadas em agua corrente e secas a temperatura ambiente. Antes da

leitura, adicionou-se 200uL de acido acético glacial a 33% em todos os pogos. A medida
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da densidade éptica foi realizada em leitor de ELISA (Biotek; Winooski, EUA),
utilizando-se um filtro de 550nm.

A densidade Optica de cada cepa (OD) foi obtida pela média aritmética do valor
dos trés pogos. O ponto de corte (ODc) foi definido como o valor correspondente a trés
desvios-padrao acima da média aritmética dos valores dos trés pocos do controle negativo
néo inoculado. Para determinar a capacidade de formacdo de biofilme das cepas, foram
utilizados os seguintes critérios de classificacdo: ndo produtora (OD<ODc), fracamente
produtora (ODc<OD < 2x ODc), moderadamente produtora (2x ODc< OD< x ODc) ou
fortemente produtora (4x ODc<OD).

5.1.1.2 Avaliacdo da capacidade de formacao de biofilmes a 28°C, 12°C e 3°C

As cepas classificadas como fortemente produtoras ou como ndo produtoras de
biofilmes a 37°C na etapa anterior foram selecionadas para a avaliagdo em outras
temperaturas. O procedimento descrito anteriormente foi repetido, modificando-se apenas
a temperatura de incubacdo das placas para 28°C, temperatura ideal para producdo de
biofilme por alguns sorovares de Salmonella spp. (PIRAS et al., 2015); 12°C, temperatura
média da sala de cortes dos matadouros-frigorificos (BRASIL, 1998); e 3°C, temperatura
média ideal de um refrigerador doméstico (SILVA; CELIDONIO; OLIVEIRA, 2008).

5.1.2 Resultados e discussao

5.1.2.1 Avaliacéo da capacidade de formacéo de biofilmes a 37°C

A técnica adaptada permitiu a deteccdo de cepas de Salmonella spp. produtoras de
biofilme em diferentes graus. O uso do caldo TSB e do agar TSA, ambos sem glicose,
favoreceu a formacdo de biofilmes in vitro. Estes meios sdo pobres em nutrientes,
condicdo que favorece a producdo de biofilmes (RODRIGUES et al.,, 2009;
AGARWALL et al., 2011). As placas de poliestireno utilizadas para o experimento in
vitro mimetizam alguns dos materiais plasticos utilizados em plantas de processamento
de alimentos e apresenta uma boa repetibilidade para o objetivo proposto (PIRAS et al.,
2015).

Alguns autores sugerem que existe uma relacdo dos resultados de classificagcdo
dos estudos in vitro, utilizando-se placas de poliestireno e meios pobres em nutrientes,
com a formacéo de biofilme por Salmonella spp. no ambiente de producéo (VESTBY et

al., 2009). Mesmo que os testes em laboratorio ndo representem exatamente a situagédo
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real por em geral apresentarem condi¢cGes mais favoraveis ao crescimento bacteriano
(WANG et al., 2013), este teste é considerado reprodutivel e compativel com os objetivos
desejados (STEPANOVIC et al., 2000; STEPANOVIC et al., 2004; NAVES et al., 2008;
AGARWAL et al., 2011; DIEZ-GARCIA; CAPITA; ALONSO-CALLEJA, 2012;
LIANOU; KOUTSOUMANIS, 2012).

Entre as cepas analisadas, 71,6% (174/243) produziram biofilme. Entretanto,
69,5% (121/174) destas foram classificadas como fracas, e apenas 7,5% (13/174) como
fortemente produtoras de biofilme. Outros trabalhos também ja haviam detectado cepas
de Salmonella spp. capazes de produzir biofilmes em placas de poliestireno. Entretanto,
o grau de formacdo destas estruturas é variavel entre os trabalhos publicados
(STEPANOVIC et al., 2004; RODRIGUES et al., 2009; TONDO et al., 2010;
AGARWAL et al., 2011; SCHONEWILLE et al., 2012; STEENACKERS et al., 2012;
TURKI et al., 2012; WANG et al., 2013; SILVA et al., 2014). E possivel que a grande
ocorréncia de cepas produtoras de biofilmes em placas de poliestireno seja devido a maior
capacidade de Salmonella spp. em se aderir as superficies hidrofébicas, como o
poliestireno, em relacdo as hidrofilicas, como o vidro e 0 aco inoxidavel, conforme
demonstrado em trabalhos anteriores (RODRIGUES et al., 2009; TONDO et al., 2010;
STEENACKERS et al., 2012). Sugere-se em trabalhos futuros o estudo da producdo de
biofilme por Salmonella spp. em diferentes superficies de contato, como metais e vidros,
uma vez que sao bastante utilizados na industria alimenticia e nas residéncias dos
consumidores, respectivamente.

Os resultados encontrados sdo de especial importancia, pois 0s materiais contendo
plastico sdo muito utilizados no ambiente de criagdo dos animais, nos matadouros-
frigorificos, nas inddstrias de processamento de alimentos e nas residéncias dos
consumidores (DIEZ-GARCIA; CAPITA; ALONSO-CALLEJA, 2012;
STEENACKERS et al., 2012). Além disto, trabalhos anteriores demonstram que mesmo
em pequenos intervalos de tempo de contato da bactéria com a superficie ja é possivel
ocorrer a formacao de biofilmes (TONDO et al., 2010).

Cepas que apresentam maior capacidade de produzir biofilmes apresentam um
risco elevado de persistirem por um maior tempo nas plantas industriais (LIANOU;
KOUTSOUMANIS, 2012), uma vez que podem ser até 1.000 vezes mais resistentes aos
antimicrobianos e aos desinfetantes de uso comum do que as bactérias plancténicas
(WANG et al., 2016). Estudos anteriores ja demonstraram que os desinfetantes comuns

ndo sao capazes de eliminar os biofilmes, mesmo apds mais de 90 minutos de acdo dos
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compostos (CORCORAN et al., 2014). Desta forma, testes para avaliar a eficicia de
desinfetantes em superficies contendo biofilme também podem oferecer importantes
contribui¢cdes em estudos futuros.

Ainda ndo esta elucidada a influéncia do sorovar na capacidade de producéo de
biofilme por cepas de Salmonella spp. e sdo poucos os estudos que comparam as
diferencas entre eles. Alguns autores afirmam que as caracteristicas especificas de cada
sorovar podem conferir as cepas uma maior ou menor habilidade em produzir biofilmes
(VESTBY et al., 2009; DIEZ-GARCIA; CAPITA; ALONSO-CALLEJA, 2012;
SCHONEWILLE etal., 2012; CASTELIJN et al., 2013; WANG et al., 2013). Entretanto,
é possivel que a variabilidade das cepas dentro de um mesmo sorovar seja muito grande,
0 que ndo permitiria relaciond-lo com a capacidade de producdo de biofilmes
(AGARWAL et al., 2011; LIANOU; KOUTSOUMANIS, 2012).

Neste trabalho foi realizada a comparacdo da capacidade de produzir biofilme
entre distintos sorovares. As frequéncias absoluta e relativa da classificagcdo das cepas

conforme a producéo de biofilme em cada sorovar estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3 — Classificacdo das 243 cepas de Salmonella spp. de diferentes sorovares
conforme a capacidade de producéo de biofilme a 37°C.

Classificacdo conforme a producédo de biofilme - % (n/N) Total de cepas
Sorovar x Fracamente ~ Moderadamente  Fortemente p(r)odutoras
Néo produtora produtora produtora produtora % (VN)
S. Enteritidis 28 (42/150) 44 (66/150) 20,7 (31/150) 7,3 (11/150) 72 (108/150)
S. Heidelberg 42,9 (21/49) 51 (25/49) 6,1 (3/49) 0 (0/49) 57,1 (28/49)
S. Hadar 14,3 (2/14) 71,5 (10/14) 7,1 (1/14) 7,1 (1/14) 85,7 (12/14)
S. Typhimurium 0 (0/8) 87,5 (7/8) 12,5 (1/8) 0 (0/8) 100 (8/8)
S. Anatum 20 (1/5) 40 (2/5) 20 (1/5) 20 (1/5) 80 (4/5)
S. Bredeney 20 (1/5) 60 (3/5) 20 (1/5) 0 (0/5) 80 (4/5)
S. Agona 25 (1/4) 75 (3/4) 0 (0/4) 0 (0/4) 75 (3/4)
S. Tennessee 33,3 (1/3) 66,7 (2/3) 0 (0/3) 0 (0/3) 66,7 (2/3)
S. Infantis 0 (0/2) 100 (2/2) 0(0/2) 0 (0/2) 100 (2/2)
S. Brandenburg 0(0/2) 0 (0/2) 100 (2/2) 0 (0/2) 100 (2/2)

S. Schwarzengrund 0 (0/1) 100 (1/1) 0 (0/1) 0 (0/1) 100 (1/1)
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Observou-se diferenca significativa na capacidade de producgéo de biofilme entre
0s sorovares S. Heidelberg e S. Enteritidis e entre S. Heidelberg e S. Anatum, conforme
indicado na Tabela 4. Para a analise estatistica foram excluidos aqueles sorovares com

menos de quatro cepas (S. Tennessee, S. Infantis, S. Brandenburg e S. Schwarzengrund).

Tabela 4 — Comparacdo dos sorovares aos pares conforme a capacidade de producédo de
biofilme a 37°C.

Sorovar S. Heidelberg  S. Typhimurium  S. Enteritidis S. Anatum S. Bredeney S. Hadar
S. Typhimurium 0,112
S. Enteritidis 0,001* 0,860
S. Anatum 0,045* 0,552 0,376
S. Bredeney 0,335 0,787 0,842 0,435
S. Hadar 0,075 0,881 0,993 0,437 0,866
S. Agona 0,781 0,450 0,431 0,232 0,646 0,484

*Valores em negrito indicam diferenca significativa (p<0,05).

Entre as cepas de S. Enteritidis analisadas, 72% (108/150) produziram biofilme.
Dentro deste grupo, é importante destacar que 38,9% (42/108) foram moderada ou
fortemente capazes de produzir estas estruturas. S. Enteritidis € um dos mais importantes
sorovares em saude publica, uma vez que esta frequentemente envolvido em surtos de
salmonelose em humanos (BRASIL, 2008). A alta frequéncia pode ser uma consequéncia
da capacidade e da propensédo que algumas cepas de S. Enteritidis tém em se aderirem e
formarem biofilmes em diversas superficies (CABARKAPA et al., 2015). Alguns
autores, inclusive, destacam este sorovar como o0 maior produtor de biofilmes
(SCHONEWILLE et al., 2012). Trabalhos anteriores indicam resultados similares quanto
a capacidade de formacéao de biofilme por cepas deste sorovar. Em 2013, 89,4% das cepas
avaliadas por Puffal (2013) apresentaram algum grau de aderéncia, sendo que 34% destas
foram fortemente produtoras de biofilme. Entre as cepas de S. Enteritidis analisadas por
Silva et al. (2014), 98% produziram biofilme, sendo 22,2% fortemente produtoras e
33,3% moderadamente produtoras de biofilme. Contudo, segundo Cabarkapa et al.
(2015), a capacidade de producdo de biofilme das cepas de S. Enteritidis é reduzida
quando a incubagdo é feita a 37°C, uma vez que muitos componentes da matriz
extracelular somente séo produzidos em temperaturas inferiores a 30°C. No experimento
realizado por estes autores, nenhuma cepa foi classificada como fortemente produtora
quando a temperatura de incubac&o foi de 37°C. E possivel que parte das cepas fracamente

produtoras de biofilme no presente estudo se tornem moderadamente ou fortemente
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produtoras de biofilme quando a temperatura de incubacéo é reduzida a 30°C ou menos.
Entretanto, esta hipdtese ainda precisa ser provada em estudos futuros.

Em relacdo ao sorovar S. Heidelberg, nenhuma cepa foi classificada como
fortemente formadora de biofilme, mas 57,1% (28/49) produziram, de forma fraca ou
moderada, estas estruturas. A habilidade das cepas pertencentes a este sorovar em formar
biofilmes é um dado preocupante, pois além de o isolamento de S. Heidelberg ter
aumentado consideravelmente nos dltimos anos (ANDREATTI, 2014), este sorovar
também esta relacionando com surtos de salmonelose em humanos por cepas altamente
resistentes a antimicrobianos (PATCHANEE et al., 2008; CDC, 2015). Em relagdo ao
sorovar S. Hadar, 85,7% (12/14) das cepas apresentaram a capacidade de formar biofilme,
mas apenas uma foi classificada como fortemente produtora de biofilme. Outros autores
consideram o mesmo sorovar como um fraco produtor de biofilme (MARIN;
HERNANDIZ; LAINEZ, 2009).

Todas as cepas de S. Typhimurium foram capazes de produzir biofilme, mas
87,5% (7/8) de forma fraca. Nenhuma cepa deste sorovar foi classificada como
fortemente produtora de biofilme a 37°C. Vestby et al. (2009) e Castelijn et al. (2013)
também encontraram resultados semelhantes. Entretanto, os meios de cultura utilizados
ndo foram os mesmos do presente trabalho. Estudos anteriores observaram que as cepas
de S. Typhimurium produziram mais biofilme em aco inoxidavel do que em superficies
acrilicas (material termoplastico rigido) (NGUYEN; YANG; YUK, 2014), o que poderia
explicar a baixa adeso & superficie de poliestireno. E provéavel que a baixa capacidade
de S. Typhimurium em se aderir fortemente a superficie de poliestireno seja a razao para
este sorovar ndo ser detectado com maior frequéncia nas plantas das industrias
alimenticias e ndo ser considerado um sorovar persistente no ambiente (VESTBY et al.,
2009).

Trés cepas de S. Agona foram capazes de formar biofilme, mas todas classificadas
como fracamente produtoras. Diferentemente do que foi observado no estudo, alguns
autores j& descreveram uma tendéncia do sorovar S. Agona ser fortemente produtor de
biofilmes (VESTBY et al., 2009; DIEZ-GARCIA; CAPITA; ALONSO-CALLEJA,
2012; LIANOU; KOUTSOUMANIS, 2012; CORCORAN et al., 2013). Esta tendéncia
pode estar relacionada com a maior capacidade de sobrevivéncia destas cepas no
ambiente de producéo de alimentos (NESSE et al., 2003; VESTBY et al., 2009; DIEZ-
GARCIA; CAPITA; ALONSO-CALLEJA, 2012).
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Todas as cepas de S. Infantis foram classificadas como fracamente produtoras de
biofilme. Schonewille et al. (2012) e Castelijn et al. (2013) também detectaram cepas de
S. Infantis com fraca capacidade de formacao destas estruturas. Apesar de ser considerado
um sorovar muito frequente na Unido Europeia (ECDC, 2015a), acredita-se que a sua
manutencdo nas criagbes comerciais ndo seja devida & formagdo de biofilmes
(SCHONEWILLE et al., 2012).

Sé&o raros os trabalhos que avaliam a capacidade de formacao de biofilme por
cepas de Salmonella pertencentes ao sorovares S. Tennessee, S. Brandenburg, S.
Bredeney, S. Anatum e S. Schwarzengrund. Devido ao baixo numero de cepas
pertencentes a estes sorovares, os dados obtidos neste estudo ndo podem ser generalizados
ou extrapolados para cepas ndo avaliadas. Observou-se que a maior parte das cepas destes
sorovares apresentou uma baixa capacidade de produzir biofilme. Estes dados foram
semelhantes aqueles encontrados por Agarwal et al. (2011) e por Castelijn et al. (2013).
Entretanto, estes autores também estudaram poucos exemplares destes sorovares e
pequenas diferencas entre os trabalhos devem ser decorrentes do menor tamanho
amostral. Sugere-se a inclusdo de um maior nimero de cepas destes sorovares em estudos
futuros para que seja possivel uma analise generalizada dos dados e uma melhor
comparacdo da habilidade de cada sorovar em produzir biofilmes. Neste contexto,
destaca-se especialmente o sorovar S. Infantis, devido a sua alta prevaléncia na Uniéo
Europeia. Da mesma forma, a inclusdo de outros sorovares de interesse também pode ser
uma ferramenta atil.

Estudos genéticos utilizando PFGE demonstraram que 0s sorovares que possuem
maior capacidade de produzir biofilmes e que, por esta razdo, persistem por mais tempo
no ambiente, tendem a apresentar uma baixa variabilidade genética. Consequentemente,
estes sorovares possuem uma origem clonal mais limitada. J& aqueles que em geral nédo
séo fortes produtores de biofilme e que sdo menos isolados nos ambientes de produgéo
tendem a apresentar uma maior variabilidade genética (NESSE et al., 2003; VESTBY et
al., 2009; SCHONEWILLE et al., 2012).

Foi realizada a comparacdo entre as cepas S. Enteritidis e entre as cepas de S.
Heidelberg para analisar se existe diferenca significativa no numero de cepas
classificadas em cada grau de producéo de biofilme dentro de um mesmo sorovar. Devido
ao menor nimero de cepas, 0s demais sorovares ndo foram analisados. Observou-se
diferenca significativa (p<0,05) entre as classificagdes dentro dos dois sorovares, assim

como descrito previamente na literatura (CASTELIJN et al., 2013). Este resultado
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demonstra que mesmo dentro de um sorovar existem variagdes importantes quanto a
habilidade em produzir biofilme. Estas diferencas podem estar relacionadas com
caracteristicas intrinsecas das cepas, como a presenca de genes associados a producéo de
biofilme.

N&o estid totalmente estabelecido se a origem de isolamento influencia na
habilidade das cepas em produzir biofilmes. Neste trabalho também foi realizada a
comparacdo da capacidade de produzir biofilme entre as cepas de diferentes origens. Na
Tabela 5 esta descrita a frequéncia relativa considerando-se as trés origens de isolamento
das cepas. Na Tabela 6 estd descrita a frequéncia relativa considerando-se campo e

produto como uma Unica fonte de isolamento (fontes avicolas).

Tabela 5 — Classificacdo das 150 cepas de S. Enteritidis considerando-se trés origens de
isolamento (campo, produto e surtos) conforme a capacidade de producgéo de
biofilme a 37°C.

Origem de Classificagdo conforme a producéo de biofilme - % (n/N)
isolamento da
cepa Niio produtora Fracamente Moderadamente Fortemente
produtora produtora produtora
Campo 38 (19/50) 30 (15/50) 22 (11/50) 10 (5/50)
Produto 10 (2/20) 40 (8/20) 30 (6/20) 20 (4/20)
Surtos 26,2 (21/80) 53,8 (43/80) 17,5 (14/80) 2,5 (2/80)

Tabela 6 — Classificacdo das 150 cepas de S. Enteritidis considerando-se duas origens de
isolamento (fontes avicolas e surtos) conforme a capacidade de producdo de
biofilme a 37°C.

Origem de Classificagdo conforme a producéo de biofilme - % (n/N)
isolamento da
cepa Niio produtora Fracamente Moderadamente Fortemente
produtora produtora produtora
Fontes avicolas 30 (21/70) 32,9 (23/70) 24,3 (17/70) 12,8 (9/70)
Surtos 26,2 (21/80) 53,8 (43/80) 17,5 (14/80) 2,5 (2/80)

Comparando-se as cepas isoladas de fontes avicolas (campo e produto) e aquelas
isoladas de alimentos envolvidos em surtos de salmonelose ndo foram constatadas
diferencas significativas (p>0,05) quanto ao grau de producéo de biofilme, mesmo que
um maior numero de cepas de surtos tenha sido capaz de produzir biofilme, quando
comparado as cepas provenientes de fontes avicolas. Outros autores também néo

observaram diferenca significativa na capacidade de producdo de biofilmes entre cepas
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de diferentes origens (SOLOMON et al., 2005; AGARWAL et al., 2011; LIANOU;
KOUTSOUMANIS, 2012; PIRAS et al., 2015). Apenas o trabalho de Castelijn et al.
(2012) descreve uma maior producdo de biofilme em cepas isoladas de surtos e de
produtos, quando comparado aquelas isoladas do ambiente industrial. Apesar de néo ter
encontrado diferenca significativa entre as origens de isolamento, Piras et al. (2015)
destacam que cepas originadas de um mesmo clone e isoladas de diferentes fontes, podem
apresentar comportamentos distintos na producéo de biofilme. Em um estudo realizado
por Rodrigues et al. (2011), todas as cepas de S. Enteritidis isoladas de humanos foram
produtoras de biofilme, demonstrando a alta capacidade de producgéo destas estruturas.
Entretanto, tanto no trabalho de Rodrigues et al. (2011) como no presente estudo, a
maioria das cepas envolvidas em surtos de salmonelose foi classificada como fracamente
produtora, enquanto que a maior parte daquelas de origem aviaria foi moderada ou

fortemente produtora.

5.1.1.2 Avaliacdo da capacidade de formacao de biofilmes a 28°C, 12°C e 3°C

Todas as cepas fortemente produtoras e todas as ndo produtoras de biofilme a 37°C
foram selecionadas para os testes frente as temperaturas de incubacéo de 28°C, 12°C e
3°C. No total foram testadas 13 cepas fortemente produtoras (onze de S. Enteritidis, uma
de S. Hadar e uma de S. Anatum) e 69 cepas ndo produtoras (42 de S. Enteritidis, 21 de
S. Heidelberg, duas de S. Hadar, uma de S. Agona, uma de S. Anatum, umade S. Bredeney

e uma de S. Tennessee) de biofilme.

Em todas as temperaturas foram observadas cepas produtoras de biofilme. Nos
Gréfico 1 e 2 estdo representadas, respectivamente, as classificacdes das cepas fortemente
produtoras e das cepas ndo produtoras de biofilmes a 37°C, quando incubadas a 28°C,
12°C e 3°C.
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Grafico 1 — Comportamento das 13 cepas de Salmonella spp. classificadas como
fortemente produtoras de biofilmes a 37°C quando incubadas a 28°C, 12°C
e 3°C.
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Gréfico 2 — Comportamento das 69 cepas de Salmonella spp. classificadas como nédo
produtoras de biofilmes a 37°C quando incubadas a 28°C, 12°C e 3°C.
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Analisando-se 0 comportamento das cepas classificadas como fortemente
produtoras a 37°C, quando incubadas em outras temperaturas, observa-se que o nimero



48

de cepas classificadas como fortes diminuiu nas trés novas temperaturas avaliadas.
Entretanto, todas as cepas continuaram a produzir biofilme. Quando se avalia o
comportamento das cepas classificadas como ndo produtoras a 37°C em outras
temperaturas, percebe-se que o nimero de cepas ndo produtoras diminuiu. Logo, as cepas
que anteriormente ndo eram capazes de formar biofilmes adquiriram esta capacidade nas
trés temperaturas de incubacdo avaliadas.

O processo de formacédo de biofilmes pelos microrganismos é influenciado por
varios fatores ambientais, como o pH e a concentracdo de nutrientes no meio. Ja foi
demonstrado que a temperatura é um dos mais importantes (STEPANOVIC et al., 2003;
AGARWAL et al., 2009; LIANOU; KOUTSOUMANIS, 2012; OLIVEIRA et al., 2014;
CABARKAPA et al., 2015; PIRAS et al., 2015). A diminuicdo da temperatura de
incubacdo pode reduzir o crescimento bacteriano, mas também pode favorecer a producao
de biofilmes, uma vez que as cepas sdo capazes de expressar componentes que ndo seriam
produzidos em outras condi¢des (STEPANOVIC et al., 2003; AGARWAL et al., 2011;
LIANOU; KOUTSOUMANIS, 2012; SCHONEWILLE etal., 2012). A producéo de curli
e de celulose, por exemplo, sé ocorre em temperaturas inferiores a 30°C, especialmente
entre 25°C e 28°C (GERSTEL; ROMLING, 2001; XU et al., 2010; OLIVEIRA, 2011;
CABARKAPA et al., 2015; PIRAS et al., 2015). Esta caracteristica poderia explicar o
fato de que algumas cepas néo produtoras a 37°C terem sido capazes de produzir biofilme
a 28°C. Stepanovi¢ et al. (2003) observaram maior producédo de biofilme a 30°C do que a
37°C. Da mesma forma, Piras et al. (2015) relatam uma maior producdo de biofilme a
22°C do que a 35°C. Estas variacOes indicam que os fatores que auxiliam na producéo de
biofilme se comportam de forma diferente, conforme a temperatura de incubagéo
(CABARKAPA et al., 2015).

Para melhor caracterizar o comportamento das cepas a 28°C, 12°C e 3°C, sugere-
se, futuramente, a avaliacdo da capacidade de producdo de biofilme de todas as cepas
classificadas como fracamente ou moderadamente produtoras a 37°C no estudo. A
realizacdo de estudos em outras temperaturas de incubagdo, como a 30°C e a 25°C, por
exemplo, também ¢ interessante. Além disto, testes fenotipicos para determinar o
morfotipo das cepas e avaliar a producéo de curli e de celulose nas diferentes temperaturas
de incubacdo também devem ser realizados em estudos futuros no laboratorio.

Os dados referentes a habilidade de algumas cepas de Salmonella spp. em produzir
biofilmes a 12°C devem servir de alerta para as indUstrias processadoras de alimentos,

especialmente os matadouros-frigorificos de aves, uma vez que esta € a temperatura
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média da sala de cortes destes estabelecimentos (BRASIL, 1998). Utensilios,
equipamentos e estruturas podem se tornar fontes propicias ao acimulo de substratos
quando ndo bem higienizados e, consequentemente, a producdo de biofilme. Também é
importante destacar a capacidade de Salmonella spp. em formar biofilme a 3°C,
temperatura média do refrigerador doméstico (SILVA; CELIDONIO; OLIVEIRA,
2008), uma vez que a maior parte dos surtos de DTA ocorrem nas residéncias dos
consumidores devido a manutencdo dos alimentos em temperaturas incorretas (BRASIL,
2015c¢). A capacidade de crescimento e de producdo de biofilme em temperaturas mais
baixas favorece a persisténcia das cepas no ambiente, como em plantas de processamento
de alimentos e em matadouros-frigorificos (PIRAS et al., 2015).

N&o se observou um padrdo de comportamento das cepas quando incubadas a
28°C, 12°C e 3°C, o que pode ser explicado pelas caracteristicas intrinsecas das mesmas.
Segundo Agarwal et al. (2011), as caracteristicas proprias de cada cepa, como a presenca
de fimbrias, flagelos, proteinas de membranas e outros apéndices celulares sdo mais
importantes do que as caracteristicas ambientais para a producdo de biofilme. Por estas
razdes, a pesquisa de genes de viruléncia associados especificamente a producao de
biofilme constitui um passo futuro importante no estudo da habilidade das cepas de
Salmonella spp. em produzir estas estruturas. Outros estudos a serem realizados incluem
os testes com biofilmes multiespécies, uma vez que a formacéao de biofilme por cepas de
Salmonella spp. favorece a adesdo de outros microrganismos, inclusive daqueles que
normalmente ndo produzem biofilmes. Também se sugerem experimentos que comparem
a capacidade de producdo de biofilme das cepas de Salmonella spp. em diferentes
temperaturas com indices de patogenicidade in vivo previamente estabelecidos por Lima

(2014) em nosso laboratorio.



50

5.2 Experimento Il — Determinacao do perfil de suscetibilidade antimicrobiana

5.2.1 Materiais e Métodos

5.2.1.1 Determinac&o do perfil fenotipico de suscetibilidade antimicrobiana

Todas as cepas foram testadas através do método de disco difusdo em agar frente
a dez antimicrobianos: amoxicilina (10ug), ceftiofur (30ug), ciprofloxacina (30ug),
cloranfenicol (30ug), espectinomicina (100ug), enfloxacina (5ug), gentamicina (10ug),
tetraciclina (30ug), sulfafurazol (300ug) e sulfametoxazol associado ao trimetoprim
(1,25n0/23,75ug). A metodologia utilizada foi aquela descrita na norma VET01-A4 do
Instituto de Padr@es Clinicos e Laboratoriais (Clinical & Laboratory Standards Institute
— CLSI) (CLSI, 2014a).

A reativacdo das cepas foi realizada em caldo BHI, seguida de semeadura em &gar
cerebro coracéo (Brain-Heart Agar — BHA — Oxoid; Cambridge, Reino Unido) e posterior
incubacdo a 37°C por 18-24 horas. Coldnias isoladas foram selecionadas e inoculadas em
5mL de solucédo de cloreto de sddio a 0,9% para se obter a concentracdo correspondente
a 0,5 na escala nefelométrica de Mc Farland (aproximadamente 1,5x108 UFC/mL). 100uL
desta solucdo foram adicionados a placas contendo agar Mdeller-Hinton (Oxoid;
Cambridge, Reino Unido) e homogeneizados com auxilio de uma al¢a de Drigalski. Os
discos antimicrobianos (Oxoid; Cambridge, Reino Unido) foram adicionados, e as placas
incubadas a 37°C por 18-24 horas. A cepa padrao de Escherichia coli (ATCC 25922) foi
utilizada como controle interno de qualidade do teste. A leitura das placas foi feita atravées
da mensuracdo do halo de inibicdo. As cepas foram classificadas como suscetiveis,
parcialmente suscetiveis (intermediarias) ou resistentes, conforme os padrdes
estabelecidos pelas normas VET01-S2 (CLSI, 2014b) e M100-S23 (CLSI, 2013). As
cepas que apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano de trés ou mais
classes farmacoldgicas foram classificadas como multirresistentes, conforme Schwarz et
al. (2010) e Magiorakos et al. (2012).

5.2.1.2 Determinacdo do perfil genotipico de resisténcia antimicrobiana
As cepas classificadas como multirresistentes no teste fenotipico foram
selecionadas para a determinacao do perfil genotipico de resisténcia através da pesquisa

de 12 genes associados a resisténcia para B-lactamicos (blarse-1, blatewm), tetracilinas
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(tet(A), tet(B), tet(G)), anfenicois (floR, cmlA), aminoglicosideos (strA, strB, aadA) e
sulfonamidas (sull e sul2).

A extracdo do DNA foi realizada atraves de tratamento térmico, adaptado a partir
da técnica descrita por Borsoi et al. (2009). Para este procedimento, utilizou-se 1mL do
BHI cultivado overnight. O material foi centrifugado a 8.000g por 5 minutos. Apds, o
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 800uL de agua ultrapura para realizar a
lavagem do material. As amostras foram centrifugadas novamente a 8.000g por mais 5
minutos. Este procedimento foi repetido duas vezes. Em seguida adicionou-se 200uL de
agua ultrapura e se homogeneizou o material em um agitador de tubos. O material foi
submetido a uma incubag¢do em banho-maria a 100°C por 10 minutos seguido de uma
centrifugacdo a 8.000g por 1 minuto. O sobrenadante contendo o DNA foi separado e
armazenado a -20°C até o momento da analise.

Na Tabela 7 estéo descritos a sequéncia dos primers, o tamanho do amplicons e
o0s controles positivos utilizados para cada protocolo.

Tabela 7 — Pesquisa de genes de resisténcia antimicrobiana através da técnica de PCR:
sequéncia dos primers, tamanho do amplicon e cepa selecionada como
controle positivo para cada protocolo.

Gene Sequéncia dos primers Amplicon (pb) Controle positivo

F-TTTGGTTCCGCGCTATCTG

blapse.1 R - TACTCCGAGCACCAAATCCG 132 S. Typhimurium var. Copenhagen 13
blarem Eg%?gg?gggg?gg??gfg AC\;('BA 291 S. Typhimurium var. Copenhagen 15
ey ESSCTORITIOCIACS g S—
) G OCICEANCITICRS g S——
tet(G) E %ﬁ?ggg?%i%%gfgg%cfgc 844 S. Typhimurium var. Copenhagen 13
floR Elgﬁgfgggggglgigﬁg 399 S. Typhimurium var. Copenhagen 13
StrA Elgggfgggggg}rgigﬁg 548 S. Typhimurium 329
strB Egg%ig%ﬁi%ii’é;ﬁiﬁ%gg 509 S. Typhimurium var. Copenhagen 13
Sp—
sull E?Egéﬁg%@gﬁ%ﬁﬁ%ﬁggch 779 S. Typhimurium var. Copenhagen 13
sul? F - CGGCATCGTCAACATAACCT 791 S. Bredeney 108

R - TGTGCGGATGAAGTCAGCTC
Legenda: Forward (F), Reverse (R), variedade (var.).
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Na Tabela 8 estdo descritos as concentragdes dos reagentes do mix, as condi¢bes
do termociclador e 0 niamero de ciclos de cada reacdo. Os protocolos foram adaptados a
partir de trabalhos anteriores (CARLSON et al., 1999; GUILLAUME et al., 2000;
KEYES et al.,, 2000; GEBREYES; ALTIER, 2002; YANG et al., 2002; LANZ;
KUHNERT; BOERLIN, 2003).

Tabela 8 — Pesquisa de genes de resisténcia antimicrobiana através da técnica de PCR:
concentracdes dos reagentes do mix, condi¢bes e nuimero de ciclos do
termociclador.

Protocolo Concentragdes dos reagentes do mix Condlg_oes do N“”.‘ero
termociclador de ciclos
blapsesr  2,5uL Tampdo 10x, 1uL dNTPs (10mM), 1yl cada 95°C - 01lmin.
blatem primer (50pmol), 0,2uL Taq Polimerase, 2,5uL 48°C - 30seg. 40
MgCl;, 3uL DNA 72°C - 30seg.
tet(A) 5uL Tampdo 10x, 2uL dNTPs (10mM), 1uL cada  94°C - 45seg.
tet(B) primer (25pmol), 1pL Taq Polimerase, 2uL MgCl,,  55°C - 45seg. 30
tet(G) 5uL DNA 72°C - 45seq.
floR 5uL Tampéo 10x, 2uL dNTPs (10mM), 1uL cada  94°C - 45seg.
cmilA primer (25pmol), 1uL Taq Polimerase, 2uL MgCl;,  53°C - 45seg. 30
StrA 5uL DNA 72°C - 45seq.
SstrB
5uL Tampédo 10X, 2uL dNTPs (10mM), 1uL cada  94°C - 45seg.
aadA primer (25pmol), 1pL Taq Polimerase, 2uL MgCl;,  53°C - 45seg. 30
5uL DNA 72°C - 45seg.
sull 5uL Tampédo 10X, 2uL dNTPs (10mM), 1uL cada  94°C - 45seg.
sul2 primer (25pmol), 1pL Taq Polimerase, 2uL MgCl,,  67°C - 45seg. 30
5uL DNA 72°C - 45seq.

5.2.2 Resultados e discussdo

5.2.2.1 Determinacdo do perfil fenotipico de suscetibilidade antimicrobiana

Devido ao aumento da resisténcia bacteriana ao longo dos anos, sdo necessarias
avaliaces constantes da suscetibilidade dos microrganismos patogénicos responsaveis
por doencas transmitidas pelos alimentos. Salmonella spp. é uma das bactérias
consideradas prioritarias pela WHO e pela Organizacdo Mundial da Saude Animal
(World Organization for Animal Health — OIE) para monitorizacdo do surgimento de
cepas resistentes em animais de producéo e em seus produtos (ALMEIDA; PALERMO-

NETO, 2005). Desta forma, os testes de suscetibilidade antimicrobiana in vitro sdo
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Importantes tanto para a escolha do antimicrobiano mais adequado para o tratamento das
infeccdes, quanto para 0 monitoramento da resisténcia na populagéo de Salmonella spp.
(JORGENSEN; FERRARO, 2009). Estes testes permitem a identificacao das substancias
que devem ser evitadas devido ao risco de selecdo ou de inducdo a resisténcia em
determinados patogenos (CLSI, 2008).

As taxas de suscetibilidade das cepas de Salmonella spp., independentemente da

origem e do sorovar, estdo apresentadas no Grafico 3.

Gréafico 3 — Suscetibilidade antimicrobiana das 243 cepas de Salmonella spp. frente aos
dez antimicrobianos testados através do teste de disco-difusdo em &gar com
classificacdo em trés categorias (suscetivel, intermediario e resistente).

CHL 95,9 41
SXT 93,4 66
TCY 87,7 123
SOX 160 [ ———
GEN 94,2 58
ENR 83,1 6.6 [0S
SPT 91,4 86

CIP 67,1 31,3 Bs

TIO 95,9 256

AMX 97,5 E-

suscetivel parcialmente suscetivel (intermediario) ~ mresistente

Legenda: amoxicilina (AMX), ceftiofur (TIO), ciprofloxacina (CIP), espectinomicina (SPT),
enrofloxacina (ENR), gentamicina (GEN), sulfafurazol (SOX), tetraciclina (TCY), sulfa +
trimetoprim (SXT), cloranfenicol (CHL).

Neste trabalho, seis cepas foram classificadas como parcialmente suscetiveis
(intermediérias) para ceftiofur, 16 para enrofloxacina e 76 para ciprofloxacina. Todos sdo
exemplos de antimicrobianos amplamente utilizados em veterinaria ou em medicina
humana (ALMEIDA; PALERMO-NETO, 2005; MACHINSKI JUNIOR et al, 2005;
WHO, 2011a; EFSA; ECDC, 2015). Entretanto, a utilizacdo destes antimicrobianos em
casos em que existam cepas parcialmente suscetiveis pode resultar na selecdo de uma
populacdo resistente, pois estas cepas ndo sdo totalmente inibidas in vitro pela

concentragdo recomendada, sendo necessario o uso de doses mais elevadas do farmaco
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(CLSI, 2008; RODLOFF et al., 2008; KREMPELS, 2015). Por estas raz0es, cepas
intermediérias devem ser consideradas ndo susceptiveis ou resistentes (WHO, 2015).
Todas as cepas classificadas como intermediarias foram consideradas néo
suscetiveis e foram incluidas no grupo de cepas resistentes para a analise e discussao dos
resultados obtidos, conforme determinacdo da WHO (WHO, 2015). As taxas de
suscetibilidade das cepas de Salmonella spp., divididas em duas categorias (suscetivel ou

resistente), independentemente da origem e do sorovar, estdo representadas no Grafico 4.

Gréafico 4 — Suscetibilidade antimicrobiana das 243 cepas de Salmonella spp. frente aos
dez antimicrobianos testados através do teste de disco-difusdo em &gar com
classificacdo em duas categorias (suscetivel e resistente).

CHL 95,9 41
SXT 93,4 66
TCY 87,7 123
sox (160 O ——
GEN 94,2 58
ENR 83,1 169
SPT 91,4 86
cIp 67.1 X
TIO 95,9 41
AMX 97,5 )3

suscetivel mresistente

Legenda: amoxicilina (AMX), ceftiofur (TIO), ciprofloxacina (CIP), espectinomicina (SPT),
enrofloxacina (ENR), gentamicina (GEN), sulfafurazol (SOX), tetraciclina (TCY), sulfa +
trimetoprim (SXT), cloranfenicol (CHL).

Nenhum antimicrobiano foi capaz de inibir o crescimento de 100% das cepas
avaliadas, e apenas 10,7% (26/243) dos isolados apresentaram suscetibilidade aos dez
farmacos. Apesar de nenhuma cepa apresentar resisténcia a todos o0s antimicrobianos
testados, 89,3% (217/243) foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano. E
importante destacar que 10,7% (26/243) das cepas apresentaram resisténcia a mais de
quatro antimicrobianos, sendo que uma cepa de S. Typhimurium e uma cepa de S.

Heidelberg foram resistentes a seis farmacos. Amoxicilina, ceftiofur, cloranfenicol,



55

espectinomicina, gentamicina e sulfa associada ao trimetoprim foram capazes de inibir o
crescimento de mais de 90% das cepas avaliadas. Por outro lado, ciprofloxacina e
sulfafurazol foram, significativamente (p<0,05), os antimicrobianos que apresentaram o
maior numero de cepas resistentes.

Apenas 16% (39/243) das cepas foram suscetiveis ao sulfafurazol. A resisténcia
as sulfonamidas é comum em animais de producgdo e em humanos e ja foi amplamente
descrita na literatura (DOUADI et al., 2010; WHO, 2011b; EFSA; ECDC, 2015;
PROROGA et al., 2015). As sulfas estdo entre os antimicrobianos mais vendidos e mais
utilizados em diversos paises com avicultura industrial, inclusive no Brasil. As altas taxas
de resisténcia possivelmente estdo relacionadas com a ampla utilizacdo desta classe de
antimicrobiano e que resulta em um aumento da pressdo seletiva de cepas resistentes
(MACHINSKI JUNIOR et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2005; GRAVE; TORREN-EDO;
MACKAY, 2010; WHO, 201la; MAKA et al., 2015). A maior resisténcia as
sulfonamidas também pode estar relacionada com uma ampla distribuicdo dos genes de
resisténcia para esta classe farmacoldgica (EFSA; ECDC, 2015).

Entre as cepas analisadas, 32,9% (80/243) foram resistentes a ciprofloxacina e
16,9% (41/243) a enrofloxacina. Foi observado que as cepas que apresentaram resisténcia
a enrofloxacina também foram resistentes a ciprofloxacina, com excecdo de uma Unica
cepa. A enrofloxacina e a ciprofloxacina pertencem a classe das fluorquinolonas e séo
amplamente utilizadas em veterindria e em medicina humana, respectivamente
(ALMEIDA; PALERMO-NETO, 2005). A WHO classifica estes antimicrobianos como
extremamente importantes para medicina humana e recomenda atencao especial quanto
a vigilancia da resisténcia antimicrobiana nos animais, pois a resisténcia pode ser o
resultado da transferéncia de cepas a partir de fontes ndo humanas (WHO 2011b). Além
disto, as fluorquinolonas sdo consideradas os antimicrobianos de eleicdo para o
tratamento da salmonelose em humanos (WHO, 2011a; EFSA; ECDC, 2015). Apesar de
a enrofloxacina ser utilizada apenas em animais, ja foi demonstrado que bactérias
resistentes a este farmaco podem se tornar resistentes a outras substancias relacionadas
estruturalmente, como a ciprofloxacina (GONCAGUL; GUNAYDIN; CARLI, 2005;
MARSHALL; LEVY, 2011; WHO, 2011a; WHO, 2011b). A WHO prioriza a reducao
do uso de quinolonas e fluorquinolonas em animais de producdo (WHO, 2011a). A
utilizacdo de enrofloxacina em aves esta proibida desde 2005 nos Estados Unidos (CLSI,
2008). Na Australia e na Finlandia, onde o seu uso nunca foi permitido em animais de

producdo, a taxa de bactérias resistentes a ciprofloxacina em humanos € muito baixa,
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especialmente quando comparada as taxas dos paises onde o seu uso é permitido ou foi
permitido durante varios anos (COLLIGNON, 2005; CHENG et al., 2012).

No trabalho, apenas 4,1% (10/243) das cepas foram resistentes ao ceftiofur. Uma
vez que o uso das fluorquinolonas ndo é recomendado para criangas devido aos potenciais
efeitos adversos (EFSA; ECDC, 2015), as cefalosporinas de terceira geracdo séo a
primeira opgéo para o tratamento de salmonelose nestes pacientes (WHO, 2011a; EFSA;
ECDC, 2015). Por esta razéo, esta classe de antimicrobianos também é considerada como
extremamente importante para a medicina humana (WHO, 2011b). Como cepas
resistentes ao ceftiofur podem apresentar resisténcia cruzada a ceftriaxona, cefalosporina
de terceira geracdo amplamente empregada para o tratamento de criancgas, é importante o
monitoramento da suscetibilidade das cepas também frente a este antimicrobiano
(FOLEY; LYNN, 2008; NARMS, 2015). O monitoramento da resisténcia a este
antimicrobiano também € importante para a deteccao de cepas produtoras de p-lactamases
de espectro estendido (Extended Spectrum [-Lactamases — ESBL). Estas cepas possuem
enzimas modificadas que aumentam a resisténcia bacteriana frente as cefalosporinas de
amplo espectro, como a cefotaxima e ceftazidima, e 0os monobactamicos, como o
aztreonam (SILVA; LINCOPAN, 2012; BRASIL, 2015b; EFSA; ECDC, 2015;
KOBAYASHI, 2015). Apesar de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae serem as
espécies produtoras de ESBL mais comuns, a deteccdo destas enzimas ja foi observada
em outras enterobactérias, incluindo Salmonella spp. (EFSA; ECDC, 2015).

Observou-se que 12,3% (30/243) das cepas foram resistentes a tetraciclina. Dados
disponiveis na literatura também indicam este antimicrobiano como um dos farmacos que
apresenta maior taxa de cepas resistentes (EFSA; ECDC, 2015; MATTIELO et al., 2015;
NARMS, 2015; PROROGA et al., 2015; ZIECH et al., 2016). Uma possivel razdo para
esta alta resisténcia é a sua ampla utilizacdo, inclusive na avicultura (MACHINSKI
JUNIOR et al., 2005; WHO, 2011a). No Brasil ndo existe controle do uso terapéutico em
veterinéria, mas é proibida a sua utilizagdo como aditivo zootécnico (BRASIL, 2009).

Apesar de 94,2% (229/243) das cepas serem suscetiveis a gentamicina e 91,4% a
espectinomicina, a sua utilizacdo destes antimicrobianos para fins terapéuticos requer
cautela, pois € possivel que os aminoglicosideos ndo sejam clinicamente efetivos para
Salmonella spp., mesmo quando apresentam resultados satisfatorios em testes in vitro
(CLSI, 2013). Isto provavelmente se deve ao fato de que os aminoglicosideos foram

amplamente empregados, especialmente em medicina veterindria, o que pode ter
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resultado na selecdo de cepas clinicamente resistentes (SCHWARZ; KEHRENBERG,;
WALSH, 2001; MATTIELO et al., 2015).

Apesar de o uso de cloranfenicol em animais de producdo estar proibido no Brasil
desde 2003 (BRASIL, 2003), dez cepas apresentaram resisténcia a este antimicrobiano,
sendo que sete foram isoladas em 2012, ou seja, nove anos apos a proibicdo. Dados da
Fiocruz também demonstram que as cepas de Salmonella spp. continuam apresentando
resisténcia a este farmaco mesmo apds a sua proibicdo (RODRIGUES, 2008). Por muito
tempo o uso do cloranfenicol foi permitido, o que pode ter causado uma pressao seletiva,
favorecendo a selecdo de cepas resistentes (KEMPF et al., 2013). A reversédo desta
resisténcia pode ndo ter sido superada, e é possivel que muitas cepas circulantes possuam
0s genes de resisténcia ao cloranfenicol (MATTIELO et al., 2015). Outra possibilidade é
que o emprego do florfenicol, de uso exclusivo em veterinaria, estaria exercendo uma
presséo seletiva nas cepas e favorecendo a transmiss@o de genes de resisténcia comuns a
estes dois antimicrobianos (NOGRADY et al., 2005). Mattielo et al. (2015) também
destacam a possibilidade de a resisténcia ao cloranfenicol ter sido co-selecionada com
outros antimicrobianos cujos determinantes de resisténcia estejam localizados nos
mesmos elementos genéticos maoveis.

Sugere-se em estudos futuros a realizacdo do teste de suscetibilidade para outros
antimicrobianos de interesse. Com estes dados sera possivel determinar perfis de
suscetibilidade abrangendo os antimicrobianos de interesse internacional. Além disto,
também é interessante determinar a CIM das cepas classificadas como parcialmente
suscetiveis ou intermedirias. A determinagdo da CIM permite que estes antimicrobianos
sejam utilizados para o tratamento clinico, especialmente na avicultura, onde existe uma
restricdo do uso de algumas destas substancias.

Dados oficiais do CDC, do EFSA/ECDC e do Programa Integrado Canadense para
Vigilancia da Resisténcia Antimicrobiana (Canadian Integrated Program for
Antimicrobial Resistance Surveillance — CIPARS) demonstram que o potencial para
aquisicdo de resisténcia antimicrobiana pode variar entre os sorovares (CIPARS, 2013;
CDC, 2015; EFSA; ECDC, 2015). Desta forma, a contribuicdo relativa de cada sorovar
tambem pode influenciar no nivel geral de resisténcia para o género Salmonella (EFSA;
ECDC, 2015).

A comparacdo da resisténcia antimicrobiana entre os sorovares também foi feita

neste trabalho. A frequéncia relativa das cepas resistentes a cada antimicrobiano para 0s
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sorovares S. Enteritidis, S. Heidelberg, S. Typhimurium e S. Hadar esti descrita no
Gréfico 5.

Gréfico 5 — Frequéncia relativa (%) de cepas resistentes aos antimicrobianos testados
conforme o sorovar: S. Enteritidis (n=150), S. Heidelberg (n=49), S.
Typhimurium (n=8) e S. Hadar (n=14).
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Legenda: amoxicilina (AMX), ceftiofur (TIO), ciprofloxacina (CIP), espectinomicina (SPT),
enrofloxacina (ENR), gentamicina (GEN), sulfafurazol (SOX), tetraciclina (TCY), sulfa +
trimetoprim (SXT), cloranfenicol (CHL).

Devido ao menor tamanho amostral de alguns sorovares, apenas as cepas destes
quatro sorovares foram selecionadas para a analise estatistica. Observou-se associagao
entre a resisténcia antimicrobiana e o sorovar em dez situac6es, conforme demonstrado

na Tabela 9.

Tabela 9 — Associacdo entre a resisténcia a um determinado antimicrobiano e 0s sorovares
S. Enteritidis, S. Hadar, S. Heidelberg e S. Typhimurium.

.. . Sorovar
Antimicrobiano S. Enteritidis S. Hadar S. Heidelberg S. Typhimurium
Amoxicilina X
Ciprofloxacina X X
Espectinomicina X X
Sulfafurazol X
Tetraciclina X X

Sulfa + trimetoprim
Cloranfenicol

X X

Legenda: “X” indica associagdo entre o sorovar e o antimicrobiano (p<0,05).
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As maiores taxas de resisténcia observadas para as cepas do sorovar S. Enteritidis
foram frente ao sulfafurazol (75,3%), ciprofloxacina (41,3%) e enrofloxacina (17,3%),
resultados similares aos indices nacionais apresentados pela Fiocruz (RODRIGUES,
2008). Conforme o CDC (2015), este sorovar tem apresentado altas taxas de resisténcia
a diversos antimicrobianos avaliados nos Estados Unidos nos ultimos anos.

As cepas de S. Typhimurium analisadas apresentaram alta resisténcia frente a
sulfafurazol (100%), tetraciclina (87,5%), ciprofloxacina (62,5%), espectinomicina
(62,5%), enrofloxacina (50%), sulfa associada ao trimetoprim (37,5%), cloranfenicol
(25%) e gentamicina (25%). S. Typhimurium é considerado um sorovar com alta taxa de
resisténcia aos farmacos mais comumente utilizados (WHO, 2011a, WHO, 2011b). No
Brasil, dados da Fiocruz (RODRIGUES, 2008) indicam que as cepas de S. Typhimurium
sdo altamente resistentes a diversos antimicrobianos, tais como estreptomicina,
ampicilina, florfenicol, sulfonamidas, tetraciclina e sulfas combinadas com trimetoprim.
Entretanto, Rodrigues (2008) relata uma baixa resisténcia das cepas deste sorovar a
enrofloxacina, diferentemente do que foi observado neste estudo. E importante salientar
que estes dados se referem a cepas isoladas até o ano de 2008 e neste intervalo de tempo
pode ter ocorrido uma mudanca no perfil de suscetibilidade antimicrobiana do sorovar.
Orgaos oficiais internacionais também relataram altas taxas de cepas de S. Typhimurium
resistentes a varios antimicrobianos nos ultimos anos (CIPARS, 2013; CDC, 2015;
EFSA; ECDC, 2015).

As cepas de S. Hadar avaliadas foram 100% resistentes a tetraciclina e ao
sulfafurazol e 7,1% foram resistentes a ciprofloxacina. Todas as cepas foram suscetiveis
aos demais antimicrobianos. As cepas de S. Heidelberg foram altamente resistentes ao
sulfafurazol (95,9%), a ciprofloxacina (22,4%) e a enrofloxacina (20,4%). O aumento do
namero de cepas de S. Heidelberg apresentando resisténcia a um grande nimero de
antimicrobianos ja foi descrito nos Estados Unidos (CDC, 2013; CDC, 2015) e também

foi observado entre as cepas analisadas neste estudo.

A frequéncia absoluta das cepas resistentes a cada antimicrobiano para os
sorovares S. Agona, S. Anatum, S. Bredeney, S. Infantis, S. Tennessee, S. Brandenburg e

S. Schwarzengrund esté@o descritas no Gréafico 6.
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Grafico 6 — Frequéncia absoluta de cepas resistentes aos antimicrobianos testados
conforme o sorovar: S. Agona (n=4), S. Anatum (n=5), S. Bredeney (n=5),
S. Infantis (n=2), S. Tennessee (n=3), S. Brandenburg (n=2) e S.
Schwarzengrund (n=1).
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Legenda: amoxicilina (AMX), ceftiofur (TIO), ciprofloxacina (CIP), espectinomicina (SPT),
enrofloxacina (ENR), gentamicina (GEN), sulfafurazol (SOX), tetraciclina (TCY), sulfa +
trimetoprim (SXT), cloranfenicol (CHL).

Observa-se uma tendéncia geral das cepas deste sorovares a uma maior resisténcia
ao sulfafurazol, a espectinomicina e a sulfa associada ao trimetoprim. Destaca-se que
todas as cepas de S. Bredeney foram resistentes ao sulfafurazol, a espectinomicina, a sulfa
associada ao trimetoprim e ao cloranfenicol, com exce¢do de uma cepa.

As variacbes nos niveis de resisténcia antimicrobiana observados entre 0s
diferentes sorovares no estudo podem ser resultantes da transferéncia seletiva de
elementos genéticos moveis ou da presenca de determinantes genéticos de resisténcia
antimicrobiana em sorovares especificos (PANDE et al., 2015).

A relacdo entre a presenca de bactérias resistentes em humanos e o0 uso dos
antimicrobianos em animais de producdo é continuamente estudada, especialmente nos
Estados Unidos (MARSHALL; LEVY, 2011). A WHO considera a resisténcia
antimicrobiana em humanos e animais como o principal desafio em saude publica no
século XXI. No Gréfico 7 é realizada a comparacdo da frequéncia relativa de cepas
resistentes de S. Enteritidis isoladas de fontes avicolas, incluindo as cepas isoladas do
campo e de produtos, e aquelas isoladas de surtos frente aos dez antimicrobianos

selecionados.
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Gréafico 7 — Frequéncia relativa (%) de cepas de Salmonella Enteritidis resistentes aos
antimicrobianos testados isoladas de fontes avicolas e de surtos.
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Legenda: amoxicilina (AMX), ceftiofur (TIO), ciprofloxacina (CIP), espectinomicina (SPT),
enrofloxacina (ENR), gentamicina (GEN), sulfafurazol (SOX), tetraciclina (TCY), sulfa +
trimetoprim (SXT), cloranfenicol (CHL).

Analisando-se a resisténcia global das cepas de ambas as origens, observa-se uma
maior resisténcia entre as cepas isoladas de fontes avicolas, uma vez que 94,3% das cepas
foram resistentes a um antimicrobiano ou mais. Entre as cepas isoladas de surtos, este
indice foi inferior a 75%. Outros autores ja constataram esta maior resisténcia em cepas
de origem aviaria em relacdo aquelas isoladas de surtos (OLIVEIRA et al., 2005;
CAILHOL etal., 2006; VAZ et al., 2010). A partir dos dados oficiais dos Estados Unidos,
Foley e Lynne (2008) compararam o perfil de suscetibilidade antimicrobiana de cepas
isoladas de diversas espécies de animais de producdo com cepas isoladas de humanos e
descreveram que, independentemente da espécie, a resisténcia € maior nos animais.

Observou-se associacgéo significativa (p<0,05) da resisténcia antimicrobiana com
a origem das cepas em trés situacfes. A resisténcia ao ceftiofur, & gentamicina e ao
sulfafurazol estd associada as cepas de origem avicola. O uso exclusivo do ceftiofur em
medicina veterinaria e o amplo emprego das sulfas na avicultura podem justificar esta
associacdo com as cepas aviarias. A gentamicina é especialmente utilizada em
incubatorios e para o tratamento de enterobactérias, o que poderia ocasionar a propagacao
de cepas resistentes a este antimicrobiano no campo (ALMEIDA; PALERMO-NETO,
2005).



62

E interessante observar que cepas isoladas de humanos foram resistentes a
enrofloxacina, usada exclusivamente em animais. Da mesma forma, cepas isoladas de
fontes avicolas foram resistentes a ciprofloxacina, antimicrobiano empregado em
medicina humana. Esta situacdo pode ser explicada pela relacdo estrutural similar dos
antimicrobianos (MARSHALL; LEVY, 2011) e pela transmissdo de clones de origem
animal aos humanos (GONCAGUL; GUNAYDIN; CARLI, 2005; MARSHALL; LEVY,
2011).

O Brasil ainda ndo possui programas integrados para 0 monitoramento da
resisténcia antimicrobiana dos principais patdgenos de humanos e de animais de
producdo, como Salmonella spp. e Campylobacter spp., por exemplo. A anélise do
comportamento destes patdgenos nas duas populacdes permitiria que novas medidas de
controle e de restricdo no uso dos antimicrobianos fossem adotadas. Entretanto, é
necessario que este sistema seja de facil acesso tanto aos laboratérios da rede oficial,
quanto para aqueles das redes publica e privada de diagnostico.

Cepas multirresistentes de Salmonella spp. estdo associadas com o aumento de
hospitalizacdes, assim como de mortes e do custo necessario para o tratamento (WHO,
2011b). No estudo, as cepas que apresentaram resisténcia a trés ou mais classes de
antimicrobianos foram consideradas multirresistentes e corresponderam a 13,9%
(34/243) do total analisado. A frequéncia de cepas multirresistentes encontrada neste
estudo foi mais baixa do que a relatada em trabalhos anteriores. Nos Estados Unidos, 80%
das cepas de Salmonella spp. foram classificadas como multirresistentes no recente
trabalho de Pulido-Landinez et al. (2014). Na Itélia, detectou-se 54,3% de cepas
resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos (PROROGA et al., 2015). No Brasil,
a Fiocruz identificou, em 2001, 7,1% de cepas de Salmonella spp. multirresistentes. Em
2007 esta taxa praticamente triplicou, sendo que cerca de 20% das cepas foram
consideradas multirresistentes (BRASIL, 2015a). Estudo recente analisando cepas de
Salmonella spp. isoladas na regido sul do Brasil detectou 86% de cepas multirresistentes
(ZIECH etal., 2016). No RS, estudos realizados nos ultimos anos indicam uma frequéncia
de cepas multirresistentes de aproximadamente 23% (TONDO; RITTER, 2012).
Algumas cepas avaliadas no presente estudo foram isoladas ha mais de dez anos, o que
pode explicar a menor frequéncia de cepas multirresistentes encontradas. Os resultados
obtidos indicam que o aumento da resisténcia antimicrobiana € uma questdo preocupante
em todo mundo, mesmo existindo diferencgas entre as metodologias e os antimicrobianos
avaliados nos estudos (LERTWORAPREECHA; SUTTHIMUSIK; TONTIKAPONG,
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2013). Um dado bastante preocupante é que praticamente todas as cepas pertencentes ao
sorovar S. Typhimurium, frequentemente isolado de casos de salmonelose em humanos,
foram multirresistentes no presente estudo. Dados dos Estados Unidos indicam S.
Typhimurium e S. Heidelberg sdo os sorovares que apresentam cepas multirresistentes
com maior frequéncia (NARMS, 2011).

Entre os onze sorovares analisados, nove apresentaram cepas classificadas como

multirresistentes, conforme demonstrado no Grafico 8.

Grafico 8 — Frequéncia relativa (%) de cepas classificadas como multirresistentes
(resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos) conforme o sorovar.
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Quanto a origem das cepas multirresistentes do estudo, 88,2% (30/34) séo
provenientes de produtos avicolas e 11,8% (4/34) de surtos de salmonelose em humanos.
Apesar de existirem evidéncias de que a resisténcia em humanos para patégenos como
Salmonella spp. € possivelmente oriunda do emprego de antimicrobianos em animais de
producdo (WHO, 2011a; WHO, 2011b; COLLINGSON, 2012), o controle ainda nao €
adotado de forma eficaz em todos os setores da cadeia avicola. Além disto, a globalizacéo
e 0 consequente comercio de produtos de origem animal entre 0s paises permitem que
cepas multirresistentes sejam disseminadas para diferentes regides (WHO, 2011b, EFSA,;
ECDC, 2015). Alguns fatores como viagens ao exterior, comércio internacional de

alimentos, criacdo de animais de diferentes espécies no mesmo ambiente e a estrutura
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vertical de alguns sistemas de producao animal também podem influenciar na propagacéao
de cepas resistentes (EFSA; ECDC, 2015).

5.2.2.2 Determinacéo do perfil genotipico de resisténcia antimicrobiana

Para determinar o perfil genotipico de resisténcia antimicrobiana foi realizada a
pesquisa de 12 genes envolvidos nos mecanismos de resisténcia entre as 34 cepas
classificadas como multirresistentes no teste fenotipico. Apenas os genes blapse e floR
ndo foram detectados em nenhuma cepa. Entre as cepas analisadas, 79,4% (27/34)
apresentaram pelo menos um gene e 35,3% (12/34) apresentaram trés ou mais, sendo que
duas cepas de S. Typhimurium apresentaram seis genes e uma de S. Anatum apresentou
sete genes.

A resisténcia aos B-lactamicos esta relacionada com a habilidade das cepas em
produzir B-lactamases, um grupo diverso de enzimas que se ligam a estrutura do
antimicrobiano, rompendo o anel pB-lactdmico (FOLEY; LYNNE, 2008; FRYE;
JACKSON, 2013). Apesar de blatem ser considerado um dos genes mais frequentemente
relacionados a resisténcia a estes antimicrobianos (ABRAHAM et al., 2014; MATTIELO
et al., 2015; PANDE et al., 2015), o gene néo foi detectado em nenhuma cepa do estudo.
O gene blapse-1, também considerado frequente por outros autores (MIKO et al., 2005),
foi detectado em apenas uma cepa de S. Anatum que apresentou resisténcia fenotipica a
amoxicilina. E possivel que as demais cepas fenotipicamente resistentes aos
antimicrobianos B-lactamicos apresentem enzimas B-Lactamases distintas, codificadas
por outros genes (MATTIELO et al., 2015).

A resisténcia as sulfonamidas é frequentemente associada com a presenca de
enzimas diidropteroato sintetase modificadas que diminuem a afinidade ao
antimicrobiano (FOLEY; LYNNE, 2008; FRYE; JACKSON, 2013). Estas enzimas séo
codificadas pelos genes sull e sulll, detectados, respectivamente, em 29,7% (11/34) e
16,2% (6/34) das cepas. As frequéncias encontradas foram inferiores aquelas citadas em
trabalhos anteriores (ANTUNES et al., 2005; KOZAK et al., 2009; MAKA et al., 2015).
Apesar de as 34 cepas apresentarem resisténcia a sulfa no teste fenotipico, apenas 38,2%
(13/34) delas apresentaram pelo menos um dos genes. Este resultado indica que
possivelmente a resisténcia a sulfa esta associada a mecanismos ndo codificados pelos
genes sull e sulll (MAKA et al, 2015).
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A resisténcia de Salmonella spp. aos aminoglicosideos estd relacionada as
enzimas modificadoras de aminoglicosideos, que incluem as fosfotransferases, as
adeniltransferases e as acetiltransferases (FOLEY; LYNNE, 2008; FRYE; JACKSON,
2013). O gene aadA codifica uma adeniltransferase responsavel pela resisténcia a
estreptomicina e foi detectado em 45,9% (17/34) das cepas. Os genes strA e strB
codificam fosfotransferases também associadas com a resisténcia a estreptomicina e
ambos foram encontrados em 16,2% (6/34) das cepas. Apenas trés cepas apresentaram os
trés genes, e cinco foram positivas para strA e strB simultaneamente. Os genes strA e strB
em geral fazem parte de plasmideos (YAU et al., 2010). Embora neste caso ndo seja
possivel estabelecer uma relacdo entre os testes fenotipico e genotipico, os dados
encontrados se complementam para a avaliagdo do genotipo de resisténcia de Salmonella
spp. aos aminoglicosideos.

Um dos principais mecanismos de resisténcia as tetraciclinas é a presenga das
bombas de efluxo codificadas pelos genes tet (FOLEY; LYNNE, 2008). Na literatura,
diversas classes de tet sdo descritas, sendo A, B, G e R as mais comuns (PEZELLA etal.,
2004; FRYE; JACKSON, 2013). No trabalho foram pesquisadas as classes A, B e G.
Entre as cepas multirresistentes que foram resistentes a tetracilcina no teste fenotipico,
47% (16/34) apresentaram pelo menos um dos trés genes pesquisados e 35,1% (13/34)
apresentaram tet(A), gene que apresentou a maior frequéncia. O gene tet(A) pode estar
localizado em transposons e € detectado tanto em plasmideos quanto integrado ao
cromossomo bacteriano, o que pode contribuir para sua disseminacdo na populacdo de
Salmonella spp. (PEZELLA et al., 2004). De acordo com Pezella et al. (2004), o gene
tet(B) pode ser detectado no cromossomo de diversos sorovares de Salmonella, incluindo
S. Enteritidis, S. Hadar e S. Typhimurium. Entretanto, tet(B) foi detectado em apenas
5,4% (2/34) das cepas avaliadas no estudo. O gene tet(G) so foi detectado em uma cepa.
Entre as 14 cepas multirresistentes que apresentaram resisténcia a tetraciclina no teste
fenotipico, onze apresentaram o gene tet(A), duas o gene tet(G) e em uma ndo foi
detectado nenhum dos trés genes pesquisados.

A resisténcia de Salmonella spp. ao cloranfenicol também esta associada com as
bombas de efluxo, que em geral s&o codificadas pelos genes floR e cmlA (NOGRADY et
al., 2005; FOLEY; LYNNE, 2008; FRYE; JACKSON, 2013). Em algumas cepas a
resisténcia é relacionada com a acéo de acetiltransferases, codificadas pelos genes cat.
No estudo, nenhuma cepa apresentou o0 gene floR, associado tanto a resisténcia ao
florfenicol quanto ao cloranfenicol (DOUBLET et al., 2005; NOGRADY et al., 2005). O
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gene cmlA foi detectado em 29,7% (11/34) das cepas. Nove cepas que apresentaram este
gene também foram classificadas como resistentes ao cloranfenicol no teste fenotipico.
Entretanto, duas cepas que apresentaram o cmlA foram classificadas como suscetiveis,
indicando que, apesar da presenca do gene, nem sempre este é expresso. Uma vez que 0
cmlA ndo confere resisténcia ao florfenicol, a disseminagcdo do gene entre as cepas de
Salmonella spp., especialmente naquelas de origem avicola, mesmo muitos anos apos a
proibicdo do uso do cloranfenicol em animais de producéo, € provavelmente justificada
pela sua localizacdo em elementos genéticos moveis, que permitem que este gene seja
disseminado horizontalmente em conjunto com outros cassetes génicos de resisténcia
(NOGRADY et al., 2005).

Observou-se uma grande variedade de genes de resisténcia entre as 34 cepas
multirresistentes analisadas, o que representa um grande problema em salde publica
devido a manutencdo e ao risco de disseminacdo destes genes na populacdo de
Salmonella. E possivel que a manutengio dos genes de resisténcia seja devida ao uso
continuo e indiscriminado de antimicrobianos (ALVAREZ, 2007; MADIGAN et al.,
2010).

A investigacdo genética dos mecanismos e dos genes associados a resisténcia as
quinolonas e fluorquinolonas constitui-se em uma etapa muito importante a ser realizada
no futuro. Também se sugere futuramente a pesquisa de genes de resisténcia que nédo
foram contemplados no estudo, tais como aqueles envolvidos na resisténcia aos demais
aminoglicosideos, além de outros genes de resisténcia as tetraciclinas, aos B-lactdmicos e
anfenicois. Também é fundamental a pesquisa destes genes em todas as cepas, incluindo-
se aquelas ndo classificadas como multirresistentes no perfil fenotipico. Segundo
Schwarz et al. (2010), o teste genotipico € preferivel ao teste fenotipico para determinacéo
das cepas multirresistentes. Logo, é possivel que outras cepas sejam classificadas como

multirresistentes ap6s a pesquisa molecular.
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5.3 Experimento 111 — Pesquisa de genes associados a viruléncia

5.3.1 Materiais e métodos

A caracterizacdo molecular das cepas foi feita atraves da pesquisa de 27 genes
associados a viruléncia (invA, hilA, IpfA, IpfC, sefA, agfA, spvC, spvB, pefA, sopE, avrA,
sivH, orgA, prgH, spaN, tolC, sipB, sitC, pagC, msgA, spiA, iroN, sopB, cdtB, sifA, sseL,
stn) utilizando-se a técnica de PCR. A fungdo de cada um dos genes associados a
viruléncia esta descrita no APENDICE B.

A extragdo do DNA foi realizada através de tratamento térmico, adaptado a partir
da técnica de Borsoi et al. (2009), conforme descrita anteriormente. As reacfes de
amplificacdo foram realizadas em termociclador Swift MaxPro (Esco; Singapura), onde
as amostras foram submetidas a ciclos de desnaturacdo, anelamento e extensdo. Apds a
amplificagéo, foi realizada a eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo
de etideo. A analise dos produtos amplificados foi feita através da visualizacdo das bandas
correspondentes em transluminador de luz ultravioleta MacroVue (Pharmacia LKB
Biotechnologies; Uppsala, Suécia) e da fotodocumentacdo digital (Alpha Innotech; San
Leandro, EUA). A sequéncia dos primers utilizados, a concentracdo dos reagentes do mix
e as condicdes de amplificacdo no termociclador foram adaptados a partir de trabalhos
anteriores (SKYBERG; LOGUE; NOLAN, 2006; PETERSON et al., 2010; BARMAN
et al., 2013 BORGES et al., 2013) e estdo descritos no APENDICE B. Os controles
positivos selecionados para cada um dos genes também estio descritos no APENDICE
B. O controle negativo para todos os protocolos foi uma cepa padrédo de Mannheimia
haemolytica (ATCC 29694) e o controle negativo da reacdo corresponde ao contetdo do
mix sem a adicdo de DNA. Protocolos que apresentaram amostras com resultados

negativos foram repetidos para confirmagéo do resultado.

5.3.2 Resultados e discussao

Para muitos patogenos, a viruléncia e conferida atraves de uma Unica regido do
genoma. Uma vez que a Salmonella spp. é capaz de invadir as células do hospedeiro, ela
depende de um grande numero de genes que estdo distribuidos ao longo do seu
cromossomo e em elementos genéticos moveis (GROISMAN; OCHMAN, 1997;
SKYBERG; LOGUE; NOLAN, 2006). Com o desenvolvimento da biologia molecular,
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tornou-se possivel a identificagdo de alguns destes fatores de viruléncia (WASSENAAR,;
GAASTRA, 2001).

Todos os protocolos de PCR desenvolvidos foram eficazes para a deteccdo dos
genes associados a viruléncia. A maioria dos genes apresentou uma alta frequéncia e uma
distribuicdo regular, independentemente da origem de isolamento e dos sorovares das
cepas. As frequéncias dos genes pesquisados sdo semelhantes aquelas descritas em outros
estudos (SKYBERG; LOGUE; NOLAN, 2006; PETERSON et al., 2010; AKIYAMA et
al., 2011; ZOU et al., 2011; DERAKHSHANDEH; FIROUZI; KHOSHBAKHT, 2013;
ELEMFAREJI; THONG, 2013; GALDINO et al.,, 2013; MEZAL, STEFANOVA,;
KHAN, 2013; BEN-ABDALLAH et al., 2014; MEZAL et al., 2014; KRAWIEC et al.,
2015). Trabalhos anteriores que analisaram os diferentes sorovares de Salmonella spp.
isolados de varias fontes demonstram que os genes de viruléncia estdo amplamente
distribuidos nas cepas circulantes. As frequéncias absoluta e relativa dos 27 genes de
viruléncia pesquisados e agrupados conforme a funcdo estdo descritas na Tabela 10.
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Tabela 10 — Distribuicdo dos 27 genes de viruléncia detectados através de PCR nas 243
cepas de Salmonella spp. independentemente da origem e do sorovar.

« Frequéncia absoluta  Frequéncia relativa
Funcéo do gene Gene

(n=243) (%)
sefA 150 61,7
IpfA 230 94,7
Fimbrias IpfC 224 92,2
agfA 238 97,9
pefA 141 58
sipB 226 93
invA 243 100
Estrutura orgA 240 98,8
prgH 226 93
spaN 220 90,5
avrA 241 99,2
TTSS orotel SopE 207 85,2
e;%t%':‘a"f‘: sopB 240 98,8
sivH 240 98,8
SifA 236 97,1
Proteina hilA 243 100
reguladora

pagC 228 93,8
Reconhecimento Macréfago SpiA 228 93,8
e sobrevivéncia msgA 243 100

no interior das
células , sseL 243 100
Outras células tolC 243 100
, spvB 143 58,8
Plasmideo SpvC 146 60.1
. iroN 191 78,6
Metabolismo do ferro SitC 231 95.1
) cdtB 10 4,1

Toxinas

stn 226 93

Os genes sefA, IpfA, IpfC e pefA estdo associados as fimbrias. Todas as cepas
apresentaram pelo menos um dos genes e 54,3% (132/243) apresentaram 0s quatro genes
pesquisados. Todas as cepas do sorovar S. Enteritidis apresentaram o gene sefA, que nédo
foi detectado em nenhuma cepa pertencente aos demais sorovares. Estes resultados estdo
de acordo com a literatura, visto que sefA é considerado o gene-alvo para detec¢do do
sorovar S. Enteritidis (AMINI et al., 2010; BORGES et al., 2013). O gene pefA

apresentou frequéncia significativamente (p<0,05) menor que os demais. Este resultado
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pode ser justificado pela localizacdo do gene. O gene pefA é de origem plasmidial, e os
plasmideos estdo presentes em apenas alguns sorovares de Salmonella spp. (SKYBERG;
LOGUE; NOLAN, 2006). O gene agfA apresentou frequéncia significativamente
(p<0,05) maior que os demais. Resultados semelhantes ja foram observados nos primeiros
trabalhos que pesquisaram a frequéncia deste gene. Doran et al. (1993) analisaram 604
cepas de Salmonella, pertencentes a 95 sorovares e observaram que 603 apresentaram
agfA, indicando que o gene € altamente conservado entre os sorovares. O gene agfA é
codificador da fimbria agregativa e esta associado a adesdo bacteriana a diversas
superficies inertes, incluindo aquelas utilizadas na cadeia de producéo de alimentos. Por
esta razdo, tambeém é considerado um gene importante para a produgdo de biofilmes
(AUSTIN et al., 1998). Os genes IpfA e IpfC sdo codificados pelo mesmo operon
IofABCDE (BAUMLER; HEFFRON, 1995), o que explica a auséncia de diferenca
significativa (p>0,05) entre as frequéncias destes genes. Acredita-se que a aquisicdo e a
perda de operons fimbriais especificos deve ser um dos mecanismos pelos quais 0s
diferentes sorovares de Salmonella conseguiram se adaptar a um ndmero cada vez maior
de hospedeiros (BAUMLER et al., 1997). Estudos demonstram que as fimbrias possuem
tropismo por diferentes tipos celulares em hospedeiros distintos. Por esta raz&o, é possivel
que a auséncia de determinadas fimbrias altere a viruléncia da cepa (DARWIN; MILLER,
1999).

Diversos genes estdo relacionados com os processos de reconhecimento do
hospedeiro e de invasédo celular. Entre eles estdo aqueles associados aos TTSS, sistemas
de secre¢do codificados pela SPI-1. O gene hilA codifica a proteina HilA, a principal
reguladora dos TTSS, e sua expressdo é mediada por fatores ambientais (FOLEY;
LYNNE, 2008). Este gene, assim como observado no estudo, é encontrado em todas as
cepas de Salmonella spp., sendo considerado um gene-alvo para a deteccdo do género
(CAMPIONI; BERGAMINI; FALCAO, 2012; CRACIUNAS et al., 2012). O gene invA,
associado a estrutura dos TTSS, também esta presente em todas as cepas de Salmonella
spp. e é considerado o principal gene-alvo para a detec¢do de cepas deste género através
da técnica de PCR (OLIVEIRA et al., 2003; CAMPIONI; BERGAMINI; FALCAO,
2012; CRACIUNAS et al., 2012; BORGES et al., 2013).

Os genes orgA, sipB, prgH e spaN também estdo relacionados com a estrutura
destes sistemas (SKYBERG; LOGUE; NOLAN, 2006). Entre as cepas analisadas, 89,7%
(218/243) apresentaram 0s quatro genes simultaneamente. O gene spaN apresentou

frequéncia significativamente (p<0,05) menor que os demais, enquanto que orgA foi
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significativamente (p<0,05) o mais frequente dos quatro genes. Este resultado esta de
acordo com os estudos anteriores (SKYBERG; LOGUE; NOLAN, 2006). Uma possivel
justificativa para estes resultados € que o gene orgA é essencial para a invasao celular por
Salmonella spp. (KLEIN; FAHLEN; JONES, 2000), enquanto que o gene spaN é um dos
12 genes que formam um cluster (complexo inv-spa) associado as propriedades de
invasdo (EMBL-EBI, 2016).

Os genes sifA, avrA, sopE, sopB e sivH codificam proteinas efetoras secretadas
pelos TTSS. 80,7% (196/243) das cepas apresentaram 0s cinco genes. Os genes sifA,
avrA, sivH e sopB foram detectados em praticamente todas as cepas e ndo apresentaram
diferencas significativas (p>0,05) entre si. Por outro lado, a frequéncia de sopE foi
significativamente (p<0,05) menor do que a dos demais genes. Apesar de ambos 0s genes
sopB e sopE codificarem proteinas Sop, eles ndo estdo relacionados, uma vez que
possuem funcdes e localizagdes diferentes. Conforme Hopkins e Threlfall (2004), uma
das razdes para a variagao na frequéncia deste gene é que 0 mesmo se encontra em uma
regido onde a recombinacdo genética é frequente. Segundo os mesmos autores, a
identificacdo do gene sopE pode auxiliar a identificar as cepas de Salmonella spp. que
possuem um alto potencial para causarem surtos, uma vez que a aquisicao deste gene €
importante na emergéncia de cepas epidémicas. A pesquisa de genes codificadores de
proteinas efetoras é importante para a deteccdo de possiveis alteragdes no repertorio
destas proteinas, uma vez que isto pode significar mudancas na capacidade dos sorovares
de Salmonella em se adaptar a novos hospedeiros, permitindo que se tornem emergentes
(PRAGER et al., 2000).

O gene tolC, codificador de proteina de membrana externa e associado ao
processo de reconhecimento celular, foi detectado em todas as cepas. A alta frequéncia
deste gene provavelmente esta relacionada com a grande importancia destas proteinas no
processo inicial de invasdo das células do hospedeiro (SKYBERG; LOGUE; NOLAN,
2006). Apos a invasdo, a sobrevivéncia de Salmonella no interior da célula eucariotica
representa uma vantagem sobre as defesas do hospedeiro. Todas as cepas avaliadas
apresentaram o gene sseL, associado com a capacidade de replicagdo no interior da célula
infectada (PETERSON et al., 2010). Quando a Salmonella spp. permanece viavel dentro
dos macrofagos, ela se multiplica e se dissemina por todo o organismo, ocorrendo, assim,
a infeccéo sistémica (BAUMLER et al., 1997). Entre os trés genes (msgA, spiA, pagC)
associados a sobrevivéncia no interior de macr6fagos, apenas msgA esteve presente em

100% das cepas analisadas. spiA e pagC apresentaram a mesma frequéncia (93,8%). A
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auséncia de um dos trés genes ndo deve acarretar em prejuizos para a bactéria durante o
processo infeccioso, uma vez que existem outros genes que codificam proteinas com
funcBes semelhantes.

Além do gene fimbrial pefA, outros dois genes de origem plasmidial (spvB e spvC)
também foram pesquisados. Apesar de os plasmideos ndo estarem diretamente associados
a interacdo inicial da Salmonella spp. com a mucosa intestinal e & invasdo de tecidos mais
profundos, eles favorecem a manutencdo da bactéria no interior das células, além de
auxiliar no inicio do processo de infeccdo sisttmica (ROTGER; CASADESUS, 1999;
CASTILLA et al., 2006). Entre as cepas analisadas, 49,4% (120/243) apresentaram 0s
trés genes e 31,3% (76/243) ndo apresentaram nenhum. Os genes spvB e spvC séo
codificados pelo mesmo operon spvRABCD (KRAUSE; FANG; GUINEY, 1992), o que
pode explicar a auséncia de diferenca significativa (p>0,05) entre as frequéncias destes
genes. Assim como para o gene pefA, a baixa frequéncia de spvB e spvC também era
esperada, uma vez que a presenca de plasmideos em cepas de Salmonella spp. esta
relacionada com o sorovar, sendo mais comum em S. Enteritidis (ROTGER;
CASADESUS, 1999; LING, 2009; CRACIUNAS et al., 2010; JONG et al., 2012).

Ap0s a invasdo celular, Salmonella spp. encontra um ambiente com quantidade
restrita de ferro, elemento essencial para a sobrevivéncia e para o crescimento das cepas
no interior da célula hospedeira (ZHOU; HARDT; GALAN, 1999; ZARATE-BONILLA
et al., 2014). Consequentemente, as bactérias desenvolveram uma variedade de sistemas
para aquisicdo de ferro, os quais geralmente sdo redundantes e ndo sdo expressos
simultaneamente. Em geral, a expressdo dos diferentes sistemas depende das condigdes
em que a bactéria esta inserida (ZHOU; HARDT; GALAN, 1999). O gene sitC codifica
uma permease, proteina de membrana associada com a captacdo de ferro (ZHOU;
HARDT; GALAN, 1999; SKYBERG; LOGUE; NOLAN, 2006), enquanto o iroN
codifica uma proteina que funciona como um receptor para sideréforos (BAUMLER et
al., 1998; SKYBERG; LOGUE; NOLAN, 2006). A frequéncia de iroN foi
significativamente (p<0,05) menor do que a do gene sitC. De acordo com Janakiraman e
Slauch (2000), o gene sitC faz parte do operon sitABCD e é essencial para a viruléncia de
Salmonella spp. E pouco provavel que a auséncia destes genes seja um problema para a
sobrevivéncia e a multiplicagdo de Salmonella spp. no interior da célula hospedeira, uma
vez que ela possui diversos mecanismos para captacao de ferro.

O gene cdtB é um dos genes que codificam a toxina de distensao citoletal (CDT),

associada a inducéo de apoptose das células infectadas e ao aumento da persisténcia de
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bactérias patogénicas no hospedeiro (MEZAL; BAE; KHAN, 2014). Observou-se uma
frequéncia muito baixa deste gene, sendo encontrado em apenas duas cepas de S.
Brandenburg, duas de S. Tennessee, duas de S. Anatum, uma de S. Schwarzergrund e trés
de S. Bredeney. Estes resultados indicam que cdtB deve estar restrito a alguns sorovares
de Salmonella, conforme anteriormente descrito na literatura (SKYBERG; LOGUE;
NOLAN, 2006). A funcdo da enterotoxina codificada pelo gene stn como um fator de
viruléncia ainda nédo esta totalmente esclarecida (NAKANO et al., 2012), mas é possivel
que esteja associada com a ocorréncia de diarreia nos hospedeiros infectados
(CHAUDHARY et al., 2015). O gene stn foi detectado em mais de 90% das cepas,
demonstrando que esta difundido na populacdo de Salmonella, independentemente do
sorovar.

Observou-se que a maioria dos genes esta distribuida de forma uniforme entre as
cepas. Entretanto, um estudo recente realizado demonstrou diferengas importantes na
patogenicidade das cepas de S. Enteritidis e S. Typhimurium, quando avaliadas em
modelos animais in vivo, o0 que poderia indicar diferencas nos seus pefis genéticos de
viruléncia (LIMA, 2014). Para determinar a relacdo entre os genes de viruléncia e 0s
sorovares, neste trabalho foi realizada a comparacgéo das frequéncias absoluta e relativa
dos genes analisados entre os sorovares S. Enteritidis, S. Heidelberg, S. Hadar e S.
Typhimurium conforme descrito na Tabela 11.
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Tabela 11 — Frequéncias absoluta e relativa (%) da presenca dos 27 genes de viruléncia
pesquisados conforme os sorovares S. Enteritidis, S. Heidelberg, S. Hadar e
S. Typhimurium.

Sorovares de Salmonella— % (N)

cenes S. Enteritidis (n=150) S. Heidelberg (n=49) S. Hadar (n=14)  S. Typhimurium (n=8)
invA 100 (150) 100 (49) 100 (14) 100 (8)
hilA 100 (150) 100 (49) 100 (14) 100 (8)
prgH 88,7 (133) 100 (49) 100 (14) 100 (8)
tolC 100 (150) 100 (49) 100 (14) 100 (8)
sefA 100 (150)? 0 (0)° 0 (0)° 0 (0)°
IpfA 100 (150)? 100 (49)? 100 (14)? 75 (6)
IpfC 96 (144)2 100 (49)? 100 (14)? 75 (6)
agfA 96,7 (145) 100 (49) 100 (14) 100 (8)
pefA 92,7 (139)? 2 (1) 0 (0)° 12,5(1)
avrA 100 (150) 100 (49) 100 (14) 100 (8)
sopB 98 (147) 100 (49) 100 (14) 100 (8)
SopE 99,3 (149)? 91,8 (45)? 42,9 (6) 62,5 (5)
sivH 98 (147) 100 (49) 100 (14) 100 (8)
orgA 99,3 (149) 100 (49) 100 (14) 100 (8)
sipB 88,7 (133) 100 (49) 100 (14) 100 (8)
spaN 86 (129) 98 (48) 100 (14) 100 (8)
sseL 100 (150) 100 (49) 100 (14) 100 (8)
msgA 100 (150) 100 (49) 100 (14) 100 (8)
SpiA 90 (135) 100 (49) 100 (14) 100 (8)
pagC 90 (135) 100 (49) 100 (14) 100 (8)
iroN 71,3 (107)° 91,8 (45)? 92,9 (13)? 100 (8)?
sitC 92 (138) 100 (49) 100 (14) 100 (8)
sifA 96,7 (145) 100 (49) 100 (14) 100 (8)
spvB 81,3 (122)2 24,5 (12)° 0 (0)° 12,5(1)
spvC 94,7 (142)2 4,1 (2)° 0 (0)° 12,5 (1)
cdtB 0 (0)° 0(0)®° 0(0)"° 0 (0)°
stn 91,3 (137) 93,9 (46) 100 (14) 100 (8)
Legenda:

Valores em negrito indicam associagdo significativa (p<0,05) entre 0 gene e o sorovar.
2 Indica associagdo positiva.
b Indica associagdo negativa.
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A presenca de oito genes de viruléncia (sefA, IpfA, IpfC, spvB, spvC, pefA, sopE e
iroN) estd positivamente associada (p<0,05) com pelo menos um dos sorovares
analisados. Por outro lado, observou-se associacdo negativa (p<0,05) entre a presenca do
gene cdtB e os sorovares S. Enteritidis, S. Heidelberg, S. Hadar e S. Typhimurium. A
associacao negativa indica que este gene € restrito a alguns grupos, ndo sendo encontrado
nos quatro sorovares analisados.

A presenca do gene sefA esta restrita ao sorovar S. Enteritidis, uma vez que o gene
apresentou associacdo positiva (p<0,05) com este sorovar e negativa (p<0,05) com o0s
demais. Também foi observada uma associacéo positiva (p<0,05) dos genes IpfA e IpfC
com os sorovares S. Enteritidis, S. Heidelberg e S. Hadar, demonstrando que, apesar de
ser considerado conservado dentro do género Salmonella (BAUMLER; HEFFRON,
1995; DORAN et al., 1996), o operon IpfABCDE ¢é mais frequente em alguns sorovares
em relacéo a outros.

Os genes plasmidiais spvB, spvC e pefA estdo positivamente associados (p<0,05)
ao sorovar S. Enteritidis. Também foi encontrada uma associacdo negativa (p<0,05) entre
estes genes e 0s sorovares S. Hadar e S. Heidelberg. Segundo Rychlik et al. (2006), os
sorovares S. Enteritidis e S. Typhimurium tendem a apresentar plasmideos, enquanto
outros sorovares, como S. Typhi, S. Hadar e S. Infantis, geralmente ndo apresentam estes
elementos moveis.

O gene sopE esta positivamente associado (p<0,05) aos sorovares S. Enteritidis
e S. Heidelberg. A variacdo de frequéncia do gene sopE entre os sorovares pode estar
relacionada a sua localizagdo, uma vez que se encontra em um bacteriéfago. Além dos
fagos terem predilecdo por determinados sorovares, eles também facilitam a transmisséo
horizontal de genes bacterianos (MIROLD et al., 1999).

O gene iroN apresentou associacdo positiva (p<0,05) com o0s sorovares S.
Typhimurium, S. Heidelberg e S. Hadar e negativa (p<0,05) com S. Enteritidis. Este
resultado difere do trabalho publicado por Skyberg, Logue e Nolan (2006) que indica que
0 gene estaria distribuido igualmente entre os diferentes sorovares de Salmonella.

Posteriormente a analise descrita na Tabela 11, arvores de classificacdo foram
construidas para determinar a existéncia de possiveis genes marcadores dos sorovares S.
Enteritidis, S. Typhimurium, S. Heidelberg e S. Hadar. Os genes sefA, sopE e IpfA foram
selecionados devido & associacdo significativa (p<0,05) com os sorovares, conforme

demonstrado no Gréfico 9.
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Grafico 9 — Arvore de classificacio das cepas de S. Enteritidis, S. Typhimurium, S.
Heidelberg e S. Hadar com base nos genes de viruléncia sefA, sopE e IpfA.
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A presenca do gene sefA indica o sorovar S. Enteritidis. A auséncia do gene sefA
em conjunto com a presenca do gene sopE determina o sorovar S. Heidelberg. A auséncia
destes dois genes e a presenca do gene IpfA indica cepas do sorovar S. Hadar, enquanto
que a auséncia dos trés genes determina cepas do sorovar S. Typhimurium. A arvore de
decisdo constitui-se em uma ferramenta Gtil para determinar a classificacdo dos quatro
sorovares através da pesquisa de genes de viruléncia. Entretanto, devido a uma possivel
variacdo dos genes IpfA e sopE, esta técnica deve ser utilizada em conjunto com outras
ferramentas.

Neste trabalho foi realizada a comparacédo das frequéncias absoluta e relativa dos
genes analisados entre as cepas de S. Enteritidis isoladas de fontes avicolas e de alimentos
envolvidos em surtos de salmonelose em humanos, a fim de se determinar se a origem de
isolamento estd relacionada com a presenca dos genes de viruléncia. Observou-se
associacdo significativa (p<0,05) entre a presenca de nove genes de viruléncia (spvB,
spiA, pagC, sipB, prgH, spaN, sitC, IpfC e iroN) e a fonte de isolamento da cepa,

conforme descrito na Tabela 12.
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Tabela 12 — Frequéncias absoluta e relativa (%) da presenca dos 27 genes de viruléncia
conforme a origem de isolamento das cepas de S. Enteritidis.

Origem de isolamento da cepa — % (N)

Gene ) _ Alimentos envolvidos em surtos de
Fontes avicolas (n=70) _
salmonelose (n=80)

invA 100 (70) 100 (80)
hilA 100 (70) 100 (80)
prgH 100 (70)2 78,8 (63)
tolC 100 (70) 100 (80)
sefA 100 (70) 100 (80)
IpfA 100 (70) 100 (80)
IpfC 100 (70)2 92,5 (74)
agfA 100 (70) 93,8 (75)
pefA 90 (63) 95 (76)
avrA 100 (70) 100 (80)
sopB 100 (70) 96,3 (77)
SOpE 98,6 (69) 100 (80)
sivH 100 (70) 96,3 (77)
orgA 100 (70) 98,8 (79)
sipB 100 (70)2 78,8 (63)
spaN 100 (70)2 78,8 (63)
sseL 100 (70) 80 (100)
msgA 100 (70) 80 (100)
SpIiA 100 (70)2 81,3 (65)
pagC 100 (70)2 81,3 (65)
iroN 55,7 (39) 85 (68)?
sitC 100 (70)2 85 (68)
sifA 98,6 (69) 95 (76)
spvB 91,4 (64)2 72,5 (58)
spvC 91,4 (64) 97,5 (78)
cdtB 0(0) 0 (0)

stn 100 (70) 92,5 (74)

Legenda:

Valores em negrito indicam associagdo significativa (p<0,05) entre 0 gene e a origem de
isolamento da cepa.
2 Indica associacgdo positiva.

Os genes spvB, spiA, pagC, sipB, prgH, spaN, sitC e IpfC estdo positivamente
associados (p<0,05) com as cepas isoladas de fontes avicolas, enquanto que o gene iroN
apresentou associacgao positiva (p<0,05) com as cepas isoladas de surtos. Apesar destes

resultados, dados da literatura indicam que néo existe relacdo entre a fonte de isolamento
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de uma cepa e o seu repertério de genes de viruléncia (OLIVEIRA et al., 2003;
SALISBURY; BRONOWKSI; WIGLEY, 2011; MEZAL; STEFANOVA; KHAN,
2013).

Posteriormente a andlise descrita na Tabela 12, arvores de classificacdo foram
construidas para determinar a existéncia de possiveis genes marcadores das origens de
isolamento das cepas. Os genes spaN e iroN foram selecionados devido a associacao
significativa (p<0,05) com as fontes de isolamento, conforme demonstrado no Grafico
10.

Grafico 10 — Arvore de classificagio das cepas de S. Enteritidis isoladas de fontes avicolas
e de surtos com base nos genes de viruléncia spaN e iroN.
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A auséncia do gene spaN esta relacionada com as cepas isoladas de surtos,
enquanto que a presenca deste gene ndo diferencia as duas origens. A presenca de spaN
e de iroN também identifica as cepas isoladas de surtos. A auséncia de iroN e a presenca
de spaN estdo associadas com as cepas de fontes avicolas.

Com os dados obtidos neste experimento, € possivel observar que, apesar da ampla
distribuicdo dos genes nos diferentes sorovares e independentemente da origem, a
variacdo de alguns genes esta associada a sorovares especificos ou a uma determinada
origem. As excegdes sdo os genes IpfC e iroN, que estdo associados tanto com a origem,
guanto com o sorovar da cepa.

E importante observar que a caracterizacdo génica das cepas de Salmonella spp.,

com base na presenca ou auséncia dos genes, realiza apenas uma analise qualitativa. Desta
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forma, ndo é possivel estabelecer uma relacdo linear entre a presenca dos genes e a
viruléncia da cepa. Skyberg, Logue e Nolan (2006) compararam cepas de Salmonella
isoladas de aves saudaveis com aquelas isoladas de aves doentes e observaram uma forte
similaridade nos genotipos de viruléncia de ambos os grupos. Este resultado demonstra
que as cepas de aves saudaveis também séo capazes de causar doenga. Segundo estes
autores, cepas de E. coli isoladas de aves saudaveis apresentam diferencas nos perfis
genéticos quando comparados com aqueles de cepas isoladas de aves doentes. Desta
forma, a genotipagem de viruléncia com os genes estudados ndo é suficiente para
determinar viruléncia. Por esta razdo, é sugerido o uso de ferramentas que levem em
consideracdo a expressao dos genes e a interacdo entre eles em estudos posteriores.
Futuramente, os dados obtidos pela biologia molecular devem ser relacionados com o0s
indices de patogenicidade in vivo para S. Enteritidis e S. Typhimurium que foram gerados

no CDPA em trabalho anterior realizado por Lima (2014).
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5.4 Experimento IV - Determinagdo molecular do fagotipo PT4 de Salmonella
Enteritidis

5.4.1 Materiais e Métodos

A identificacdo do fagotipo quatro (PT4) nas 150 cepas de S. Enteritidis foi
realizada através da amplificacdo de uma sequéncia nucleotidica conservada especifica
deste fagotipo através da técnica de PCR. As sequéncias dos primers (F:
GGCGATATAAGTACGACCATCATGG | R: GCACGCGGCACAGTTAAAA) foram obtidas a partir do
trabalho de Peterson et al. (2010), assim como as concentragdes dos reagentes do mix e
as condicdes do termociclador. Para o preparo do mix foram utilizados 2,5uL de tampé&o
10X, 2uL de dNTPs (2,5mM), 1uL de cada primer (20pmol), 1uL de MgCl, (2mM), 1U
da enzima Taq Polimerase e 2uL de DNA. A amplificacéo foi realizada em termociclador
Swift MaxPro (Esco; Singapura) com as seguintes condig¢des: 94°C por 30 segundos,
62°C por 15 segundos, 58°C por 15 segundos, 72°C por 1 minuto, em um total de 30
ciclos. Apds a eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo, 0s
produtos amplificados foram analisados atraves da visualizacdo da banda correspondente
em transluminador de luz ultravioleta MacroVue (Pharmacia LKB Biotechnologies;
Uppsala, Suécia) e da fotodocumentacéo digital (Alpha Innotech; San Leandro, EUA). O
controle positivo do teste foi uma cepa de S. Enteritidis PT4 pertencente a bacterioteca
do CDPA. O controle negativo para o protocolo foi uma cepa padrdo de Mannheimia
haemolytica (ATCC 29694) e o controle negativo da reacdo correspondeu ao contetido
do mix sem a adi¢do de DNA.

As cepas que apresentaram uma banda correspondente a 225pb foram
consideradas positivas e classificadas no fagotipo 4. Amplificacbes que apresentaram

amostras com resultados negativos foram repetidas para confirmacéo do resultado.

5.4.2 Resultados e discussao

O protocolo de PCR para a pesquisa do gene marcador do PT4 em cepas de S.
Enteritidis foi capaz de detectar as cepas pertencentes a este fagotipo (Figura 1).
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Figura 1 — Determinacéo do fagotipo PT4 em cepas de Salmonella Enteritidis através da
técnica de PCR.

M 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 M

Legenda: M: marcador de peso molecular (100pb). 01 e 02: cepas de S. Enteritidis isoladas do
campo. 03 a 05: cepas de S. Enteritidis isoladas de produto. 06 a 08: cepas de S. Enteritidis isoladas
de surtos. 09: controle negativo do protocolo. 10: controle negativo da reacéo.

Entre as cepas avaliadas, 94,7% (142/150) foram classificadas no fagotipo PT4.
Os resultados sdo semelhantes aqueles encontrados em estudos anteriores (SANTOS et
al., 2003; ALCOCER et al., 2006; PANG et al., 2007; RIBEIRO et al., 2007;
KALENDER et al., 2009; VAZ et al., 2010) e aos dados oficiais do Ministério da
Agricultura brasileiro (BRASIL, 2008; BRASIL, 2015a). Desde a introducédo do fagotipo
PT4 no Brasil em 1993, diversos estudos tém demonstrado que este fagotipo continua
sendo o mais identificado na regido sul do Brasil, inclusive no RS (SANTOS et al., 2003;
RIBEIRO et al., 2007; VAZ et al., 2010). O PT4 estd associado a ocorréncia de
salmonelose em humanos (EVANS; LANE; RIBEIRO, 1998; BACK, 2010; FOOD
SAFETY, 2015b), especialmente a partir do consumo de ovos contaminados (FOOD
SAFETY, 2015b).

Inicialmente, a fagotipagem era uma ferramenta fundamental para diferenciagéo
das cepas de Salmonella spp., mas a predominancia de fagotipos especificos em
determinadas regides tornou esta técnica secundaria (OLSEN et al., 1993). A fagotipagem
ainda é amplamente utilizada em associacdo com outras técnicas de diferenciacéo,
especialmente aquelas baseadas na caracterizagédo molecular das cepas, como a PFGE. A

pesquisa do PT4 atraves de um método molecular alternativo a caracterizacdo fenotipica
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permite a realizagdo de um screening e, mesmo que ndo seja possivel diferenciar todos
os fagotipos, permite a detec¢do daquele de maior prevaléncia em cepas de Salmonella
Enteritidis isoladas de aves. Além disto, a técnica de PCR consiste em uma metodologia
mais rapida, menos laboriosa e de menor custo, quando comparada a fagotipagem
convencional.
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5.5 Experimento V - Diferenciacdo genética de Salmonella Enteritidis através da
ribotipificacdo por PCR e do sequenciamento

5.5.1 Materiais e métodos

5.5.1.1 Ribotipificagdo por PCR

A ribotipificacdo por PCR consiste na realizacdo da técnica de PCR utilizando-se
um par de primers delineados para anelamento com regides altamente conservadas dos
genes ribossomais 16S e 23S. O objetivo é amplificar a regido espacadora entre estes
genes, pois ela possui polimorfismos que permitem o agrupamento das cepas em ribotipos
conforme o padréo de bandas obtido.

Para esta técnica foram selecionadas as 150 cepas de S. Enteritidis das trés fontes
de isolamento. A sequéncia dos primers (F: CAAGGCATCCACCGTGT | R:
GTGAAGTCGTAACAAGG) foi obtida do trabalho de Oliveira et al. (2009), assim como as
concentracdes dos reagentes para o preparo do mix e as condi¢des do termociclador. Para
o preparo do mix foram utilizados 2,5uL de tampéao 10X, 2uL de dNTPs (10mM), 2uL
de cada primer (20pmol), 1puL de MgCl> (2mM), 1U da enzima Taq Polimerase e 2L de
DNA. A amplificacdo foi realizada em termociclador Swift MaxPro (Esco; Singapura)
com as seguintes condigdes: 94°C por 15 segundos, 55°C por 4 minutos e 72° por 1
minuto, em um total de 25 ciclos. Apdés a eletroforese em gel de agarose a 1% corado com
brometo de etideo, os produtos amplificados foram analisados através da visualizagdo das
bandas em transluminador de luz ultravioleta MacroVue (Pharmacia LKB
Biotechnologies; Uppsala, Suécia) e da fotodocumentacdo digital (Alpha Innotech; San
Leandro, EUA). Uma cepa padrdo de Mannheimia haemolytica (ATCC 29694) foi
utilizada como controle negativo do protocolo, e como controle negativo da reacéo o
conteido do mix sem adicdo de DNA.

A classificacdo em diferentes ribotipos foi baseada no padrdo de bandas obtido
para cada uma das cepas e seguiu a nomenclatura descrita por Oliveira et al. (2009) e
Oliveira et al. (2012). O ribotipo 1 (R1) é composto por fragmentos de aproximadamente
300, 400, 600, e 800bp, o ribotipo 2 (R2) por fragmentos de aproximadamente 400 e
600pb, e o ribotipo 3 (R3) por fragmentos de aproximadamente 400, 600 e 800pb. Novos
ribotipos foram identificados em sequéncia. A ribotipificacdo foi repetida duas vezes para

a confirmacdo do resultado obtido.
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5.5.1.2 Sequenciamento

Cepas representativas dos ribotipos obtidos foram selecionadas aleatoriamente
para 0 sequenciamento. Uma nova eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo foi realizada para seccdo e coleta da porcdo do gel que continha o
fragmento de 600pb presente em todas as cepas. A purificacdo do DNA foi realizada
utilizando-se o kit comercial PureLink Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen; L6hne,
Alemanha) conforme as recomendaces do fabricante. Apos, a quantificacdo do DNA foi
realizada atraves da eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo,
utilizando-se como parametro o marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder
(Invitrogen; Léhne, Alemanha). Entre 30 e 40ng de DNA molde, além de 4,5pmol do
primer especifico e agua ultrapura para completar um volume total de 6uL foram
pipetados em tubos de microcentrifuga. Cada cepa foi sequenciada em duplicata.

O sequenciamento das amostras foi realizado no laboratério ACTGene Anélises
Moleculares do Centro de Biotecnologia (CBiot) da UFRGS, utilizando o sequenciador
automatico AB 3500 Genetic Analyzer armado com capilares de 50cm e polimero POP7
(Applied Biosystems; Waltham, EUA). Os DNA-moldes foram marcados utilizando-se
2,5 pmol do primer forward ou 2,5 pmol do primer reverse e 0,5 uL do reagente BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Standart (Applied Biosystems; Waltham, EUA) em
um volume final de 10 uL. As reacbes de marcacdo foram realizadas em termociclador
LGC XP Cycler (Bioer, Téquio, Japdo) com uma etapa de desnaturacéo inicial a 96°C por
trés minutos, seguida de 25 ciclos de 96°C por dez segundos, 55°C por cinco segundos e
60°C por quatro minutos. Depois de marcadas, as amostras foram purificadas pela
precipitacdo com isopropanol a 75% e pela lavagem com etanol a 60%. Os produtos
precipitados foram diluidos em 10uL de formamida Hi-Fi (Applied Biosystems;
Waltham, EUA), desnaturados a 95°C por cinco minutos, resfriados em gelo por cinco
minutos e eletroinjetados no sequenciador automatico. Os dados de sequenciamento
foram coletados pelo programa Data Collection 2 (Applied Biosystems; Waltham, EUA)
com os parametros Dye Set “Z”; Mobility File “KB_3500 POP7 BDTv3.mob”; BioLIMS
Project “3500 Project1”; Run Module 1 “FastSeq50 POP7 50cm_cfv_100"; e Analysis
Module 1 “BC-3500SR_Seq FASTA.saz”."

As sequéncias oriundas dos primers forward e reverse foram analisadas quanto a
sua qualidade através dos eletroferogramas gerados e contigs construidos através do

programa Segman Pro do pacote DNAStar Lasergene (DNAStar; Madison, EUA). Apds
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a obtencdo de sequéncias de consenso, foi realizado o alinhamento maltiplo dos dados
pelo método Clustal W. A inferéncia filogenética foi realizada através do algoritmo
Maximum Likelihood com o0 modelo de substituicdo General Time Reversible, utilizando
0 programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA). Adicionalmente, a
similaridade entre todos os possiveis pares de sequéncias mais proximas (pairwise

distance) foi estabelecida através deste mesmo programa.

5.5.2 Resultados e discussdo

O protocolo utilizado para a ribotipificacdo por PCR foi capaz de diferenciar as
cepas de S. Enteritidis analisadas. Todas as cepas apresentaram fragmentos de 400pb e
600pb, diferenciando-se do controle negativo, Mannheimia haemolytica ATCC 29694,
que apresentou um padréo de bandas composto por fragmentos de aproximadamente 300,
400 e 500pb. Apesar de existirem diversos métodos para diferenciacdo de Salmonella
spp., a ribotipificacdo por PCR foi escolhida devido a facilidade de execucéo, ao baixo
custo e por apresentar resultados semelhantes aos apresentados por outras técnicas
(GEIMBA, 2005; OLIVEIRA et al., 2009). Recentemente o0 ECDC confirmou a PFGE
como técnica padrdo-ouro para se obter um maior poder discriminatdrio entre as cepas de
Salmonella spp. envolvidas em surtos de salmonelose (ECDC, 2016). Um estudo
publicado por Oliveira et al. (2009) comparou a diferenciacdo das cepas de S. Enteritidis
isoladas no RS através da ribotificacdo por PCR e da PFGE e, embora a PFGE tenha
diferenciado as cepas em um maior numero de perfis, a ribotipificacdo por PCR
demonstrou ser um método adequado para o estudo da relacdo epidemioldgica de cepas
de S. Enteritidis. Os mesmos resultados foram obtidos analisando-se outros grupos de
cepas de Salmonella Enteritidis também isoladas no RS (OLIVEIRA et al., 2012).

Entre as cepas analisadas, 98,7% (148/150) foram classificadas no padrdo R2.
Nenhuma cepa foi classificada nos padrdes R1 e R3. Um novo padréo foi observado entre
as cepas avaliadas e foi denominado de R4, com fragmentos de aproximadamente 300,
400 e 600pb. Este padrdo foi encontrado em apenas 1,3% (2/150) das cepas. As duas
cepas classificadas no ribotipo R4 foram isoladas do campo entre 2000 e 2001. Os
ribotipos obtidos podem ser observados na Figura 2.
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Figura 2 — Ribotipificacdo por PCR das cepas de Salmonella Enteritidis: ribotipos R2 e
R4.

Legenda: M = marcador de peso molecular (100pb). 01 a 04 = cepas de S. Enteritidis com padrédo
de bandas R2 (fragmentos de aproximadamente 400 e 600pb). 05 = cepa de S. Enteritidis com
padrdo de bandas R4 (fragmentos de aproximadamente 300, 400 e 600pb). 06 = controle negativo
da reacéo.

Os resultados obtidos no estudo demonstram uma alta homogeneidade entre as
cepas de S. Enteritidis avaliadas, independentemente da origem. A baixa variabilidade
genética observada na ribotipificacdo por PCR pode ser um indicativo de que as cepas
sejam originadas de um unico ancestral comum e de que exista, portanto, uma relacdo
clonal entre elas (OLIVEIRA et al., 2009).

A relagéo clonal entre cepas de S. Enteritidis envolvidas em surtos de salmonelose
em humanos no RS ja foi observada em trabalhos anteriores. Em 2005, Geimba (2005)
observou apenas dois ribotipos (R1 e R2), sendo o perfil R1 o mais frequente (97,4%)
entre cepas isoladas entre 1999 e 2000 no estado. Em anos seguintes, Oliveira et al. (2007)
e Oliveira et al. (2009) obtiveram resultados semelhantes ao avaliar cepas isoladas entre
1999 e 2002. Em 2012, 0 mesmo grupo detectou trés ribotipos (R1, R2 e R3) em cepas
isoladas entre 1999 e 2006. Diferentemente dos trabalhos anteriores, a distribuicdo entre
os perfis foi mais uniforme, sendo que 47,5% das cepas foram classificadas no ribotipo
R1, 33,5% no R2 e 19% no R3 (OLIVEIRA et al., 2012). Em 2014, Capalonga (2014)
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analisou cepas isoladas entre 2007 e 2013 e detectou apenas o ribotipo R2. Estes trabalhos
indicam uma forte relacdo clonal entre as cepas isoladas de surtos de salmonelose em
humanos no RS e demonstram uma mudanga nas linhagens circulantes nos ultimos anos.

As duas cepas classificadas no ribotipo R4 e 12 cepas pertencentes ao ribotipo R2
foram selecionadas para 0 sequenciamento. Todas as cepas apresentaram alta
similaridade, variando de 99,7% a 100%, e foram agrupadas em um unico cluster. Estes
resultados s@o similares aqueles descritos por Oliveira et al. (2009), que também observou
pouca variacdo entre as cepas de S. Enteritidis sequenciadas. Conforme demonstrado na
Figura 3, apenas uma das sequéncias analisadas apresentou variacdo em relacdo as

demais.

Figura 3 — Arvore filogenética demonstrando a relago entre as sequéncias nucleotidicas
das cepas de Salmonella Enteritidis classificadas nos ribotipos R2 e R4.
sequéncia 1
sequéncia 3
sequéncia 4
sequéncia 5
sequéncia 6

sequéncia 7

sequéncia 8
sequéncia 9
sequéncia 10
sequéncia 11
sequéncia 12

sequéncia 13

sequéncia 14

sequéncia 2

0.001

Legenda: Cepas classificadas nos ribotipos R2 (sequéncias 13 e 14) e R4 (sequéncias de 1 a 12).

Os dados obtidos a partir da ribotipificacdo por PCR e do sequenciamento
demonstram que clones especificos ou geneticamente relacionados estdo disseminados
tambeém na cadeia avicola. Resultados semelhantes, mas utilizando diferentes técnicas,
foram obtidos em outras regides do Brasil (FERNANDES, et al., 2003; MARTINS et al.,
2006; MURMANN et al., 2008) e também em outros paises (LAGATOLLA et al., 1996;
MURAKAMI; HORIKAWA; OTSUKI, 1999; PANG et al., 2007; ZOU; KEELARA,;
THAKUR, 2012; BALLESTE-DELPIERRE et al., 2014). De acordo com Pang et al.
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(2007), € possivel que exista uma distribuicdo mundial de um Unico clone de S.
Enteritidis.

A andlise de cepas de S. Enteritidis isoladas de diferentes anos, origens e regides
geograficas tem demonstrado que o sorovar S. Enteritidis possui um alto grau de
homogeneidade. Entretanto, é preciso ressaltar que a maior frequéncia de um clone
especifico ndo esta associada com o nivel de viruléncia da cepa, uma vez que este nao €
determinado pela relagéo clonal de S. Enteritidis (OLSEN; TIAINEN; BROWN, 1999).
A maior ocorréncia destes clones pode ser devida as limitadas recombinacfes ou
rearranjos durante a evolucdo (PANG et al., 2007). Em estudos futuros, sugere-se a
pesquisa da relagéo clonal das cepas para outros sorovares, especialmente do sorovar S.
Heidelberg.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O primeiro trabalho realizado no CDPA envolvendo a avaliacdo da producédo de
biofilmes foi desenvolvido por Rodrigues (2009) e forneceu informacGes importantes
para a realizagdo de novos estudos no laboratorio. O atual estudo avaliou a influéncia dos
diferentes sorovares e da fonte de isolamento da cepa na producdo de biofilme. Os
resultados obtidos fornecem informacdes para futuros estudos. Observou-se que as cepas
de Salmonella spp. possuem a habilidade de produzir biofilme, com diferentes graus de
adesdo, em superficies de poliestireno a 37°C, 28°C, 12°C e 3°C. Observou-se que todos
os sorovares foram capazes de formar biofilme nesta superficie e que a origem das cepas
ndo influencia na capacidade das cepas em produzir estas estruturas. Os dados obtidos
indicam uma tendéncia de que a producao de biofilme seja cepa-dependente, isto €, que
as caracteristicas intrinsecas das cepas determinem o seu potencial em formar estas
estruturas. Entretanto, os padrbes de regulacdo da formacdo de biofilmes por cepas de
Salmonella spp. sdo muito complexos e € necessaria a continuidade dos estudos
relacionados ao tema.

O monitoramento da resisténcia antimicrobiana em Salmonella spp. contribui para
a discussédo sobre o emprego de antimicrobianos na producéo animal e seus impactos na
selecdo de cepas resistentes. Os resultados obtidos no teste fenotipico destacam a
importancia das fontes avicolas como reservatério de cepas com resisténcia a uma ou
mais substancias. Estes dados também reforcam a necessidade da implementacdo de
estratégias alternativas para a prevencdo de enfermidades, especialmente quando se
considera a grande lacuna de tempo desde o ultimo antimicrobiano desenvolvido. Os
resultados obtidos nos testes moleculares para pesquisa de genes associados a resisténcia
sugerem que devem ser realizadas investigacdes continuas sobre os elementos genéticos
que causam a resisténcia, além dos testes fenotipicos que sdo usualmente realizados nos
programas de monitoramento da resisténcia bacteriana. Estas investigacfes sdo Uteis no
entendimento da origem e da disseminacdo da multirresisténcia bacteriana, além de
auxiliar na determinacdo do impacto em saude publica.

A caracterizacdo das cepas de Salmonella spp. através da pesquisa de genes
associados a viruléncia demonstrou que o padrdo de frequéncia de praticamente todos os
genes foi semelhante. Entretanto, foi possivel identificar genes que estao associados com
a fonte de isolamento da cepa ou com o sorovar. Esta associacdo pode indicar

caracteristicas especificas da cepa conforme o seu sorovar ou a sua origem, a qual deve
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ser ratificada por estudos que analisem a express@o génica in vitro e in vivo. Atualmente,
o desafio é descobrir como e quais sdo as aquisi¢cbes genéticas que conferem os mais
importantes tracos de viruléncia, assim, interferindo na patologia e na especificidade do
hospedeiro.

Observou-se que nédo existe relagdo (p<0,05) entre a producdo de biofilme e a
resisténcia antimicrobiana das cepas, assim como citado anteriormente (GONG et al.,
2013; WANG et al., 2013; GHASEMMAHDI et al., 2015; PIRAS et al., 2015).
Entretanto, alguns resultados merecem destaque, mesmo que nao sejam estatisticamente
significantes. Observou-se que 44,1% (15/34) das cepas multirresistentes foram capazes
de formar biofilme, sendo 23,5% (8/34) de forma moderada ou forte. Além disto, algumas
das cepas multirresistentes e com alta capacidade de formacdo de biofilme foram
classificadas como altamente patogénicas através da inoculagdo experimental em pintos
de corte realizada previamente por Lima (2014) em nosso laboratério. Os genes spiA e
agfA estéo relacionados com a habilidade das cepas em produzir biofilmes. Entre as cepas
analisadas, 98,2% apresentaram o gene agfA, e 93,4% 0 gene spiA. Apesar da alta
frequéncia, spiA e agfA ndo apresentaram associacdo significativa (p>0,05) com a
producdo destas estruturas. Apesar de a maior parte das cepas apesentarem 0 gene,
provavelmente apenas algumas delas irdo expressé-lo. Também foi observado que ndo
existe relagdo (p>0,05) entre os demais genes de viruléncia pesquisados e a capacidade

de producéo de biofilme das cepas.
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7 CONCLUSOES

= A maioria das cepas de Salmonella spp. avaliadas possuem capacidade de produzir
biofilmes em placas de poliestireno a 37°C. As cepas apresentaram comportamentos
distintos nas diferentes temperaturas de incubacdo, demonstrando que ha forte influéncia
da temperatura na producdo de biofilme. A producdo destas estruturas ndo esté associada
a origem de isolamento da cepa, mas esta parcialmente associada aos sorovares.

= As maiores resisténcias antimicrobianas observadas, independentemente do sorovar e
da origem de isolamento da cepa, foram para sulfafurazol, ciprofloxacina, enrofloxacina
e tetraciclina. Observou-se que a resisténcia a alguns antimicrobianos est4 associada ao
sorovar e a fonte de isolamento da cepa. Aproximadamente 14% das cepas foram
classificadas como multirresistentes, sendo a maioria delas de origem avicola.

= Os genes de resisténcia antimicrobiana mais frequentes nas cepas multirresistentes
foram tet(A), aadA e cmiA.

= A maioria dos genes de viruléncia pesquisados apresentou frequéncia superior a 90%.
Os genes de viruléncia estdo distribuidos entre os sorovares e entre as cepas de diferentes
origens de forma uniforme. Entretanto, alguns genes estdo associados com o sorovar e
outros estdo relacionados com a fonte de isolamento da cepa. Os genes spaN e iroN séo
possiveis marcadores de origem, enquanto que sefA, sopE e IpfA séo possiveis marcadores
de sorovar.

=  Aproximadamente 95% das cepas de S. Enteritidis pertencem ao fagotipo 4 (PT4).

= Aproximadamente 99% das cepas de S. Enteritidis foram classificadas no ribotipo R2.
Este resultado, confirmado pelo sequenciamento, indica a propagacdo de clones
geneticamente idénticos ou com alta similaridade entre as cepas de S. Enteritidis

circulantes em humanos e em animais em uma mesma area geogréfica.
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APENDICE A — Listas das cepas utilizadas no estudo, conforme o grupo de origem.

Tabela 1 - Cepas isoladas do campo: identificacéo, fonte de isolamento, sorovar e ano
de isolamento.

(continua)
Identificacdo Fonte Sorovar Ano
1 suabe de cloaca S. Heidelberg 2000
2 suabe de arrasto S. Agona 2010
3 suabe de arrasto S. Agona 2011
4 suabe de arrasto S. Typhimurium 2012
5 suabe de cloaca S. Heidelberg 2003
6 suabe de cloaca S. Heidelberg 2003
7 suabe de cloaca S. Heidelberg 2005
8 orgéo de ave S. Heidelberg 2000
9 suabe de cloaca S. Heidelberg 2005
10 suabe de cloaca S. Heidelberg 2006
11 suabe de cloaca S. Heidelberg 2006
12 suabe de arrasto S. Heidelberg 2006
13 suabe de arrasto S. Heidelberg 2006
14 suabe de arrasto S. Heidelberg 2006
15 suabe de cloaca S. Heidelberg 2006
16 suabe de cloaca S. Heidelberg 2006
17 suabe de cloaca S. Heidelberg 2006
18 suabe de cloaca S. Heidelberg 2006
19 6rgdo de ave S. Enteritidis 1999
20 orgdo de ave S. Enteritidis 1999
21 6rgdo de ave S. Enteritidis 1999
22 orgdo de ave S. Enteritidis 1999
23 6rgdo de ave S. Enteritidis 1999
24 orgdo de ave S. Enteritidis 1999
25 6rgdo de ave S. Enteritidis 1999
26 orgdo de ave S. Enteritidis 1999
27 6rgdo de ave S. Enteritidis 1999
28 orgdo de ave S. Enteritidis 1999
29 6rgdo de ave S. Enteritidis 1999
30 orgdo de ave S. Enteritidis 1999
31 6rgdo de ave S. Enteritidis 1999
32 Orgdo de ave S. Enteritidis 1999
33 6rgdo de ave S. Enteritidis 1999
34 suabe de arrasto S. Enteritidis 2000
35 6rgdo de ave S. Enteritidis 1999
36 suabe de arrasto S. Enteritidis 2000
37 suabe de arrasto S. Enteritidis 2000
38 suabe de arrasto S. Enteritidis 2000
39 suabe de arrasto S. Enteritidis 2000
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Tabela 1 - Cepas isoladas do campo: identificacdo, fonte de isolamento, sorovar e
ano de isolamento.

(continuacdo)

Identificacdo Fonte Sorovar Ano
40 suabe de arrasto S. Enteritidis 2000
41 suabe de arrasto S. Enteritidis 2000
42 suabe de arrasto S. Enteritidis 2000
43 suabe de arrasto S. Enteritidis 2000
44 suabe de arrasto S. Enteritidis 2000
45 6rgdo de ave S. Enteritidis 2000
46 orgéo de ave S. Enteritidis 2000
47 6rgdo de ave S. Enteritidis 2000
48 orgéo de ave S. Enteritidis 2000
49 6rgdo de ave S. Enteritidis 2000
50 orgéo de ave S. Enteritidis 2000
51 orgdo de ave S. Enteritidis 2000
52 orgdo de ave S. Enteritidis 2000
53 6rgdo de ave S. Enteritidis 2000
54 suabe de arrasto S. Enteritidis 2000
55 suabe de arrasto S. Enteritidis 2000
56 suabe de arrasto S. Enteritidis 2001
57 suabe de arrasto S. Enteritidis 2001
58 suabe de arrasto S. Enteritidis 2001
59 6rgdo de ave S. Enteritidis 2001
60 orgdo de ave S. Enteritidis 2001
61 suabe de arrasto S. Enteritidis 2001
62 suabe de arrasto S. Enteritidis 2001
63 suabe de arrasto S. Enteritidis 2001
64 suabe de arrasto S. Enteritidis 2001
65 orgdo de ave S. Enteritidis 2001
66 orgdo de ave S. Enteritidis 2001
67 orgdo de ave S. Enteritidis 2001
68 suabe de arrasto S. Enteritidis 2001
69 suabe de cloaca S. Anatum 2012
70 suabe de cloaca S. Anatum 2012
71 suabe de cloaca S. Anatum 2012
72 suabe de cloaca S. Bredeney 2012
73 suabe de cloaca S. Schwarzengrund 2012
74 suabe de cloaca S. Bredeney 2012
75 suabe de cloaca S. Bredeney 2012
76 suabe de cloaca S. Bredeney 2012
77 gaiola (frigorifico) S. Agona 2012
78 gaiola (frigorifico) S. Infantis 2012
79 gaiola (frigorifico) S. Infantis 2012
80 suabe de arrasto S. Typhimurium NI
81 suabe de arrasto S. Typhimurium NI
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Tabela 1 - Cepas isoladas do campo: identificacdo, fonte de isolamento, sorovar e

ano de isolamento.

(concluséo)

Identificacdo Fonte Sorovar Ano
82 suabe de arrasto S. Typhimurium NI
83 suabe de cloaca S. Typhimurium NI
84 suabe de cloaca S. Typhimurium NI

NI = ndo informado
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Tabela 2 - Cepas isoladas de produtos: identificacdo, fonte de isolamento, sorovar e
ano de isolamento.

(continua)
Identificacdo Fonte Sorovar Ano
85 carcaca S. Enteritidis 2006
86 carcaca S. Enteritidis 2006
87 carcaca S. Heidelberg 2003
88 carcaca S. Heidelberg 2003
89 carcaca S. Heidelberg 2003
90 carcaca S. Heidelberg 2003
91 carcaca S. Heidelberg 2003
92 carcaca S. Heidelberg 2003
93 carcaga S. Heidelberg 2003
94 carcaca S. Heidelberg 2003
95 carcaga S. Heidelberg 2003
96 carcaca S. Heidelberg 2003
97 carcaga S. Heidelberg 2003
98 carcaca S. Heidelberg 1995
99 carcaga S. Heidelberg 1995
100 carcaga S. Enteritidis 2003
101 carcaga S. Heidelberg 2004
102 carcaca S. Heidelberg 2004
103 carcaga S. Heidelberg 1995
104 carcaca S. Heidelberg 1996
105 carcaga S. Heidelberg 1995
106 carcaca S. Heidelberg 1995
107 carcaga S. Heidelberg 1995
108 carcaca S. Heidelberg 1995
109 carcaga S. Heidelberg 1995
110 carcaca S. Heidelberg 1995
111 carcaga S. Heidelberg 2006
112 carcaga S. Heidelberg 2006
113 carcaga S. Heidelberg 2006
114 carcaga S. Heidelberg 2006
115 carcaga S. Heidelberg 2006
116 carcaca S. Heidelberg 2006
117 carcaga S. Heidelberg 2006
118 carcaca S. Heidelberg 2006
119 carcaca S. Heidelberg 2006
120 carcaca S. Heidelberg 2006
121 carcaca S. Heidelberg 2006
122 carcaga S. Hadar 1995
123 carcaca S. Agona 1995
124 carcaga S. Hadar 1995
125 carcaca S. Hadar 1996

126 carcaca S. Hadar 1995
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Tabela 2 - Cepas isoladas de produtos: identificacdo, fonte de isolamento, sorovar e
ano de isolamento.

(conclusao)

Identificacdo Fonte Sorovar Ano
127 carcaca S. Hadar 1996
128 carcaca S. Hadar 1996
129 carcaca S. Hadar 1996
130 carcaca S. Hadar 1996
131 carcaca S. Hadar 1996
132 carcaca S. Hadar 1996
133 carcaca S. Hadar 1996
134 carcaca S. Hadar 1996
135 carcaga S. Hadar 1996
136 carcaca S. Hadar 1996
137 carcaga S. Enteritidis 1996
138 carcaga S. Enteritidis 1996
139 carcaga S. Enteritidis 1996
140 carcaga S. Enteritidis 1996
141 carcaga S. Enteritidis 1996
142 carcaga S. Enteritidis 1996
143 carcaga S. Enteritidis 1996
144 carcaga S. Enteritidis 1996
145 carcaga S. Enteritidis 1996
146 carcaga S. Enteritidis 1996
147 carcaga S. Enteritidis 1996
148 carcaga S. Enteritidis 1996
149 carcaga S. Enteritidis 1996
150 carcaga S. Enteritidis 1996
151 carcaga S. Enteritidis 1996
152 carcaga S. Enteritidis 1996
153 carcaga S. Enteritidis 1996
154 carcaga S. Brandenburg 2012
155 carcaga S. Brandenburg 2012
156 carcaga S. Tennessee 2012
157 carcaca S. Tennessee 2012
158 carcaga S. Bredeney 2012
159 carcaca S. Anatum 2012
160 carcaga S. Tennessee 2012
161 carcaca S. Anatum 2012
162 CMS S. Typhimurium NI
163 CMS S. Typhimurium NI

NI — ndo informado
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Tabela 3 - Cepas isoladas de surtos: identificacdo, fonte de isolamento, sorovar e ano
de isolamento.

(continua)
Identificacdo Fonte Sorovar Ano
164 maionese S. Enteritidis 2003
165 maionese S. Enteritidis 2004
166 sobremesa (torta) S. Enteritidis 2004
167 maionese S. Enteritidis 2005
168 sobremesa (torta) S. Enteritidis 2006
169 sobremesa (torta) S. Enteritidis 2006
170 maionese S. Enteritidis 2006
171 tomate S. Enteritidis 2007
172 maionese S. Enteritidis 2007
173 carne (bovina) S. Enteritidis 2007
174 salada de batata S. Enteritidis 2007
175 carne (frango) S. Enteritidis 2007
176 carne (bovina + suina) S. Enteritidis 2007
177 oVvos in natura S. Enteritidis 2007
178 carne (frango) S. Enteritidis 2007
179 maionese S. Enteritidis 2007
180 carne (bovina) S. Enteritidis 2007
181 embutido S. Enteritidis 2008
182 molho (carne bovina) S. Enteritidis 2008
183 embutido S. Enteritidis 2008
184 oVvos S. Enteritidis 2008
185 sobremesa (pudim) S. Enteritidis 2008
186 laticinio S. Enteritidis 2008
187 salada de batata S. Enteritidis 2008
188 maionese S. Enteritidis 2009
189 sobremesa (torta) S. Enteritidis 2009
190 maionese S. Enteritidis 2010
191 batata cozida S. Enteritidis 2010
192 maionese S. Enteritidis 2010
193 carne (bovina) S. Enteritidis 2010
194 maionese S. Enteritidis 2010
195 sobremesa (sagu) S. Enteritidis 2010
196 carne (frango) S. Enteritidis 2010
197 embutido S. Enteritidis 2010
198 carne (bovina) S. Enteritidis 2010
199 laticinio S. Enteritidis 2011
200 maionese S. Enteritidis 2011
201 maionese S. Enteritidis 2012
202 milho cozido S. Enteritidis 2012
203 carne (bovina) S. Enteritidis 2012
204 maionese S. Enteritidis 2012
205 legumes S. Enteritidis 2012
206 oVvos in natura S. Enteritidis 2012
207 ovos in natura S. Enteritidis 2012
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Tabela 3 - Cepas isoladas de surtos: identificacdo, fonte de isolamento, sorovar e ano
de isolamento.

(concluséo)

Identificacdo Fonte Sorovar Ano
208 ovo S. Enteritidis 2012
209 hamburguer S. Enteritidis 2012
210 hamburguer S. Enteritidis 2012
211 hamburguer S. Enteritidis 2012
212 hamburguer S. Enteritidis 2012
213 hamburguer S. Enteritidis 2012
214 molho (queijos) S. Enteritidis 2012
215 hamburguer S. Enteritidis 2012
216 sobremesa (torta) S. Enteritidis 2008
217 carne (suina) S. Enteritidis 2008
218 sobremesa (torta) S. Enteritidis 2008
219 maionese S. Enteritidis 2008
220 sobremesa (torta) S. Enteritidis 2008
221 carne (bovina)/embutido S. Enteritidis 2008
222 arroz S. Enteritidis 2008
223 feijdo S. Enteritidis 2008
224 salada de frutas S. Enteritidis 2008
225 carne (suina) S. Enteritidis 2008
226 embutido S. Enteritidis 2008
227 maionese S. Enteritidis 2008
228 carne (bovina) S. Enteritidis 2008
229 feijdo S. Enteritidis 2008
230 carne (bovina) S. Enteritidis 2008
231 laticinio S. Enteritidis 2007
232 embutido S. Enteritidis 2007
233 maionese S. Enteritidis 2007
234 carne (frango) S. Enteritidis 2007
235 carne (bovina) S. Enteritidis 2007
236 sobremesa (torta) S. Enteritidis 2007
237 embutido S. Enteritidis 2007
238 batata palha S. Enteritidis 2007
239 miGdo (frango) S. Enteritidis 2007
240 salpicéo S. Enteritidis 2013
241 salpicédo S. Enteritidis 2013
242 maionese S. Enteritidis 2013
243 maionese S. Enteritidis 2013
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APENDICE B — Pesquisa de genes associados a viruléncia

Tabela 1 — Pesquisa de genes associados a viruléncia através da técnica de PCR: nome e

funcéo.
(continua)
Nome Gene Funcao relacionada a viruléncia
- favorece o tropismo pelas Placas de Peyer
Fimbria Longa Polar IpfA - adesdo as células M do intestino
- confere imunidade cruzada entre sorovares
Fimbria Longa Polar IpfC - reconhecimento do hospedeiro e invasdo
- autoagregacdo (maior sobrevivéncia)
Fimbria Agregativa agfA - interagdo entre a Salmonella e o intestino
- formagé&o de biofilmes
Eimbria de S. Enteritidis sefA - melhqr interacéo entre bactéria e rpacrpfagos
- atuacdo em conjunto com outras fimbrias
Fimbria codificada por plasmideo pefA - reconhecimento do hospedeiro e invasdo
Plasmideo de Viruléncia de Salmonella ~ spvC - afeta interagdo do swtgma imune do i}o_spedewo
- aumenta taxa de crescimento da bactéria
Plasmideo de Viruléncia de Salmonella  spvB - crescimento no interior da célula hospedeira
- componente da estrutura dos TTSS
. . - reconhecimento do hospedeiro e invaséo
Invasiva invA . s L. . N .
- internalizacéo da bactéria para invaséo de celulas
epiteliais
Hiperinvasiva hilA - reconhecimento do hospedeiro e invasdo
P - regulacdo dos componentes do TTSS
- inducéo de apoptose celular
Aviruléncia avrA - inibe producéo de IL-8 e TNF-a
- proteina efetora dos TTSS
. - proteina efetora dos TTSS
Proteina da membrana externa de . . . x
sopB - reconhecimento do hospedeiro e invasao
Salmonella R . . «
- associada a ativacdo das vias de inflamacéo
Proteina da membrana externa de - proteina e~f etora dos TTSS - .
sopE - deformac&o da membrana plasmatica e citoesqueleto da
Salmonella . .
célula do hospedeiro
Proteina de invasdo regulada por - reconhecimento do hospedeiro e invasao
S orgA
oxigénio - componente da estrutura dos TTSS
P - componente da estrutura dos TTSS
Proteina intermembrana prgH . ; . x
- reconhecimento do hospedeiro e invasao
- entrada em células ndo fagociticas
Proteina de apresentacdo de antigeno spaN - morte de macréfagos
- componente da estrutura dos TTSS
. - reconhecimento do hospedeiro e invasao
Proteina da membrana externa tolC - )
- funcionamento de alguns sistemas de efluxo
Proteina de membrana pagC - sobrevivéncia no interior do macréfago



123

Tabela 1 — Pesquisa de genes associados a viruléncia atraves da técnica de PCR: nome e funcéo.

(conclusdo)

Nome Gene Funcdo relacionada a viruléncia
Proteina da membrana externa SifA ) proteLna efetora q0§ TTSS . .
- invasao e sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro
, . . . - colonizac@o das Placas de Peyer
Homodl invasiv Imonell ivH .
omologo invasiva de Salmonella S - proteina efetora dos TTSS
Proteina sobrevivéncia no macréfago msgA - sobrevivéncia no interior do macréfago
. x . - sobrevivéncia no interior do macréfago
Proteina secrecdo da membrana externa  spiA S ~ O
- participagdo na formacéo de biofilmes
Transportador de ferro de Salmonella sitC - aquisicéo de ferro
Receptor sideréforo relacionado ferro iroN - aquisicéo de ferro
toxina citoletal distensiva cdtB - recgnheumento do hospedeiro e invaséo
- toxina
- entrada em células ndo fagociticas
Proteina de invasdo celular sipB - morte de macrofagos
- componente da estrutura dos TTSS
- habilidade de replicacéo
Proteina efetora sseL - sobrevivéncia intracelular
- invasdo de macro6fagos
- manutencdo da composicdo e integridade da membrana
Enterotoxina de Salmonella stn - enterotoxina associada & ocorréncia de diarreia em

humanos

(COLLINSON et al., 1992; BAUMLER; HEFFRON, 1995; SWAMY et al., 1996; GUO
et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2002; KINGSLEY et al., 2003; PRAGER et al., 2003;
SKYBERG; LOGUE; NOLAN, 2006; RYTKONEN et al., 2007; PETERSON et al.,
2010; NAKANO et al., 2012 ; BARMAN et al., 2013; BORGES et al., 2013)
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Tabela 2 — Pesquisa de genes associados a viruléncia através da técnica de PCR:
sequéncia dos primers, tamanho do amplicon e controles positivos
utilizados para cada protocolos.

(continua)
. ntrol

Gene Primer pb Controle

pOSlthO
IpfA  F-CTTTCGCTGCTGAATCTGGT 950 S. Enteritidis
p R - CAGTGTTAACAGAAACCAGT ATCC 13076
fA  F-GGCGGAAGCTTGAATTCGTACTGTACTCCAGTCAAGTGGGG 350 S. Enteritidis
ag R - GGGAAAGGTTGAATTCAGGACGCTACTTGTG ATCC 13076
fA  F-GATACTGCTGAACGTAGAAGG 488 S. Enteritidis
se R - GCGTAAATCAGCATCTGCAGTAGC ATCC 13076
inyA - GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 284 S. Enteritidis
R - TCATCGCACCGTCAAAGGAACC ATCC 13076
hilA  F-CTGCCGCAGTGTTAAGGATA 497 S. Enteritidis
I R - CTGTCGCCTTAATCGCATGT ATCC 13076
F - GTTATGGACGGAACGACATCGG S. Enteritidis
avrA R ATTCTGCTTCCCGCCGCC 385 ATCC 13076
£ F-ACACACTTTCACCGAGGAAGCG 398 S. Enteritidis
SOPE R .GGATGCCTTCTGATGTTGACTGG ATCC 13076
iyl F-CAGAATGCGAATCCTTCGCAC 763 S. Enteritidis
SIv R - GTATGCGAACAAGCGTAACAC ATCC 13076
spyC  F - CBGAAATACCATCTACAAATA 669 S. Enteritidis
p R - CCCAAACCCATACTTACTCTG ATCC 13076
orgA - CAGCGCTGGGGATTACCGTTITG 955 S. Enteritidis
g R - TTTTTGGCAATGCATCAGGGAACA ATCC 13076
rqH  F- GCCCGAGCAGCCTGAGAAGTTAGAAA 756 S. Enteritidis
Prgh R _TGAAATGAGCGCCCCTTGAGCCAGTC ATCC 13076
spaN - AAAAGCCGTGGAATCCGTTAGTGAAGT 504 S. Enteritidis
p R - CAGCGCTGGGGATTACCGTTTTG ATCC 13076
tolC - TACCCAGGCGCAAAAAGAGGCTATC 161 S. Enteritidis
R - CCGCGTTATCCAGGTTGTTGC ATCC 13076
sipB  F- GGACGCCGCCCGGGAAAAACTCTC 875 S. Enteritidis
p R - ACACTCCCGTCGCCGCCTTCACAA ATCC 13076
sitC - CAGTATATGCTCAACGCGATGTGGGTCTCC 768 S. Enteritidis
R - CGGGGCGAAAATAAAGGCTGTGATGAAC ATCC 13076
aqC  F-COCCTTTTCCGTGGGGTATGC 454 S. Enteritidis
PagL R . GAAGCCGTTTATTTTTGTAGAGGAGATGTT ATCC 13076
msgA  F- GCCAGGCGCACGCGAAATCATCC 189 S. Enteritidis
g R - GCGACCAGCCACATATCAGCCTCTTCAAAC ATCC 13076
ip  F-CCAGGGGTCGTTAGTGTATTGCGTGAGATG 550 S. Enteritidis
Sp R - CGCGTAACAAAGAACCCGTAGTGATGGATT ATCC 13076
opB  F- COGACCGGCCAGCAACAAAACAAGAAGAAG 920 S. Enteritidis
Sop R - TAGTGATGCCCGTTATGCGTGAGTGTATT ATCC 13076
iroN  F - CCGCGTTATCCAGGTTGTTGC 1205 S. Enteritidis
R - ACTGGCACGGCTCGCTGTCGCTCTAT ATCC 13076
IofC  F-GCCCCGCCTGAAGCCTGTGTTGE 641 S. Enteritidis
p R - AGGTCGCCGCTGTTTGAGGTTGGATA ATCC 13076
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Tabela 2 — Pesquisa de genes associados a viruléncia através da técnica de PCR:
sequéncia dos primers, tamanho do amplicon e controles positivos

utilizados para cada protocolos.

(concluséo)

. Controle
Gene Primer pb -
pOSlthO
itA  F-TTTGCCGAACGCGCCCCCACACG 449 S. Enteritidis
Sl R - GTTGCCTTTTCTTGCGCTTTCCACCCATCT ATCC 13076
cdtB  F-ACAACTGTCGCATCTCGCCCCGTCATT 268 S. Senftenberg
R - CAATTTGCGTGGGTTCTGTAGGTGCGAGT (CDPA/ UFRGS)
ofA  F-GCOCCGCTCAGCCGAACCAG 157 S. Enteritidis
p R - GCAGCAGAAGCCCAGGAAACAGTG ATCC 13076
B F-CTATCAGCCCCGCACGGAGAGCAGTTTTTA 717 S. Enteritidis
Spv R - GGAGGAGGCGGTGGCGGTGGCATCATA ATCC 13076
F - TTCCGCGACAACCGACCTTTCTAA S. Enteritidis
ssel  R- TTCTTGAACCAGACCTTGCGTTGC 169 ATCC 13076
F- TTGTGTCGCTATCACTGG CAACC S. Enteritidis
stn R - ATTCGTAACCCGCTCTCGTCC 619

ATCC 13076
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Tabela 3 — Pesquisa de genes associados a viruléncia através da técnica de PCR:
concentragdes dos reagentes do mix, condigdes e numeros de ciclos do

termociclador.

(continua)
Gene Concentragédo dos reagentes Condlg_oes do Ciclos
termociclador
IpfA 2,5uL Tampdo 10x, 2,5uL dNTPs (2,5mM), 94°C - 1seg.
sefA  1uL cada primer (20pmol), 2U Taq Polimerase, 56°C - 1seg. 35
2uL MgClz (4mM), SpuL DNA 74°C - 21seg.
2,5uL Tampdo 10x, 2uL dNTPs (2,5mM), 1pL 94°C - 1seg.
agfA cada primer (20pmol), 1U Taq Polimerase, 55°C - 1seg. 35
1,25uL MgCl: (2,5mM), 2uL DNA 74°C - 21seg.
2,5uL Tampdo 10x, 2uL dNTPs (2,5mM), 1pL 94°C - 1seg.
invA cada primer (20pmol), 1U Taq Polimerase, 55°C - 1seg. 35
1,25uL MgCl; (2,5mM), 2uL DNA 74°C - 1seg.
avrA  2,5uL Tampéo 10X, 2uL dNTPs (2,5mM), 1uL  94°C - 1 min 30seg.
hilA cada primer (20 pmol), 1U Taqg Polimerase, 63°C - 1min. 30
1puL MgCl; (2mM), 3pL de DNA 72°C - 1min.
2,5uL Tampdo 10x, 2uL dNTPs (2,5mM), 1uL 94° C - 1min.
sopE  cada primer (20pmol), 1U Taq Polimerase, 1pL 55° C - 1min. 30
MgClz (2mM), 2uL DNA 72° C - 1min.
2,5uL Tampdo 10X, 2uL dNTPs (2,5mM), 1uL 94°C - 30seg.
sivH cada primer (20pmol), 1U Taq Polimerase, 1L 56°C - 45seg. 30
MgClz (2mM), 2uL DNA 72°C - 45seg.
2,5uL Tampdo 10X, 3uL dNTPs (2,5mM), 93°C - 1min.
spvC 3,5uL cada primer (20 pmol), 1U Taq 42°C - 1min. 30
Polimerase, 1uL MgClz (2mM), 2uL de DNA 72°C - 2min.
94°C - 30seg.
2,5uL Tampdo 10X, 2uL dNTPs (2,5mM), 1uL 62°C - 15seg.
sseL.  cada primer (20pmol), 1,25uL MgCl: (2,5mM), 58°C - 15seg. 35
1U Taqg Polimerase, 2uL de DNA 72°C - 1min.
2,5uL Tampdo 10X, 0,5uL dNTPs (10mM), 94°C - 30seg.
iroN  0,05pL cada primer (100pmol), 3uL MgCl. 66,5°C - 30seg. 25
(6mM), 0,75U Taqg Polimerase, 2,5uL de DNA 72°C - 2min.
msgA
cdtB 2,5uL Tamp&o 10X, 0,5uL dNTPs (10mM), 94°C - 30seg.
pagC 0,05puL cada primer (100pmol), 3uL MgCl. 66,5°C - 30seg. 25
SpIiA (6mM), 0,75U Taq Polimerase, 2,5uL de DNA 72°C - 2min.

spvB
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Tabela 3 — Pesquisa de genes associados a viruléncia através da técnica de PCR:
concentragOes dos reagentes do mix, condi¢es e numeros de ciclos do

termociclador.
(conclusdo)

Gene ConcentracOes dos reagentes do mix Condlg_oes do N“mero
termociclador de ciclos
sitC
IpfC 2,5uL Tampdo 10X, 0,5uL dNTPs (10mM), 94°C - 30seg.
SifA 0,05uL cada primer (100pmol), 3uL MgCl, 66,5°C - 30seg. 25
sopB  (6mM), 0,75U Taq Polimerase, 2,5uL de DNA 72°C - 2min.
pefA
sipB N o
orgH 2,5uL Tampdo 10X, 0,5uL dNTPs (10mM), 94°C - 30seg.
0,05pL cada primer (100pmol), 3uL MgCl. 66,5°C - 30seg. 25

Z‘?gﬁ (6mM), 0,75U Taq Polimerase, 2,50l de DNA  72°C - 2 min.

tolC

2,5uL Tampdo 10X, 2uL dNTPs (2,5mM), 1uL 94°C - 1min.
stn  cada primer (20pmol), 1,25uL MgCl; (2,5mM), 59°C - 1min. 25
1U Taq Polimerase, 2,5uL de DNA 72°C - 1min.

Legenda: segundos (seg.), minutos (min.).
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Artigo 1 publicado: “Detection of virulence-associated genes in Salmonella Enteritidis isolates

from chicken in South of Brazil.”

(Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 33, n. 12, p.1416-1422, Dez. 2013)

Pesq. Vet. Bras. 33(12):1416-1422, dezembro 2013

Detection of virulence-associated genes in Salmonella
Enteritidis isolates from chicken in South of Brazil*

Karen A. Borges®®, Thales Q. Furian®, Anderlise Borsoi®, Hamilton L.S. Moraes?,
Carlos T.P. Salle? e Vladimir P. Nascimento®

ABSTRACT.- Borges K.A,, Furian T.Q., Borsoi A, Moraes H.L.S,, Salle C.T.P. & Nascimento V.P.
2013. Detection of virulence-associated genes in Salmonella Enteritidis isolates from
chicken in Southern Brazil. Pesquisa Veterindria Brasileira 33(12):1416-1422. Centro de
Diagnéstico e Pesquisa em Patologia Avidria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Fe-
deral do Rio Grande do Sul, Avenida Bento Gongalves 8824, Porto Alegre, RS 91540-000,
Brazil. E-mail: karen.borges@ufrgs.br

Salmonella spp. are considered the main agents of foodborne disease and Salmonella
Enteritidis is one of the most frequently isolated serovars worldwide. The virulence of Sal-
monella spp. and their interaction with the host are complex processes involving virulence
factors to overcome host defenses. The purpose of this study was to detect virulence genes
in S. Enteritidis isolates from poultry in the South of Brazil. PCR-based assays were deve-
loped in order to detect nine genes (IpfA, agfA, sefA, invA, hilA, avrA, sopE, sivH and spvC)
associated with the virulence in eighty-four isolates of S. Enteritidis isolated from poultry.
The invA, hilA, sivH, sefA and avrA genes were present in 100% of the isolates; Ipf4 and sopE
were present in 99%; agfA was present in 96%; and the spvC gene was present in 92%. It
was possible to characterize the isolates with four different genetic profiles (P1, P2, P3 and
P4), as it follows: P1, positive for all genes; P2, negative only for spvC; P3, negative for agfA;
and P4, negative for IpfA, spvC and sopE. The most prevalent profile was P1, which was pre-
sentin 88% of the isolates. Although all isolates belong to the same serovar, it was possible
to observe variations in the presence of these virulence-associated genes between different
isolates. The characterization of the mechanisms of virulence circulating in the population
of Salmonella Enteritidis is important for a better understanding of its biology and patho-
genicity. The frequency of these genes and the establishment of genetic profiles can be used
to determine patterns of virulence. These patterns, associated with in vivo studies, may
help develop tools to predict the ability of virulence of different strains.

INDEX TERMS: Salmonella Enteritidis, PCR, virulence profile, poultry.

RESUMO.- [Detec¢ao de genes associados a viruléncia
em cepas de Salmonella Enteritidis isoladas de frangos
na regido sul do Brasil.] Salmonella spp. estdo entre os
principais agentes causadores de doencas transmitidas por
alimentos, e o sorovar Salmonella Enteritidis é o mais fre-
quentemente isolado no mundo. A viruléncia de Salmonella
spp. e asua intera¢do com o hospedeiro sdo processos com-

*Received on June 27, 2013.

Accepted for publication on October 26, 2013.

?Centro de Diagndstico e Py em P, Avidria (CDPA), Facul-
dade de Veteriniria, Universidade Federal do Rlo Grande do Sul (UFRGS),
Av. Bento Gongalves 8824, Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil. *Corres-
ponding author: karen.borges@ufrgs.br

I Tuluti Universidade do Parand, Rua Sydnel Antdnio Rangel 238, Curiti-
ba, PR 82010-330, Brazil

plexos que envolvem fatores de viruléncia para sobreviver
as defesas do hospedeiro. O objetivo deste estudo foi detec-
tar genes de viruléncia em cepas de S. Enteritidis isoladas
a partir de fontes avicolas no sul do Brasil. Ensaios de PCR
foram desenvolvidos para a detecgdo de nove genes (IpfA,
agfA, sef, invA, hilA, avrA, sopE, sivH e spv() associados a
viruléncia em oitenta e quatro amostras de S. Enteritidis.
Os genes invA, hilA, sivH, sefA e avrA estavam presentes em
100% dos isolados; IpfA e sopE estavam presentes em 99%;
agfA em 96%; e o gene spvC estava presente em 92%. Foi
possivel caracterizar os isolados em quatro perfis genéti-
cos distintos (P1, P2, P3 e P4), sendo P1 positivo para todos
os genes; P2 negativo apenas para spv(C; P3 negativo para
agfA e P4 negativo para IpfA, spvC e sopE. O perfil de maior
frequéncia foi P1, presente em 88% dos isolados. Apesar de

1416
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“Biofilm production, antimicrobial resistance and virulence-associated genes among Salmonella

enterica serovars”

(Artigo 2: a ser submetido)

ABSTRACT: Salmonella spp. is one of the most common agents of foodborne disease in several countries,
including Brazil, one of the world’s most important poultry producers. Salmonellosis outbreaks are often
associated with poultry and poultry products. The aim of this study was the phenotypic and the genotypic
characterization of Salmonella from four different serovars: S. Enteritidis, S. Hadar, S. Heidelberg and S.
Typhimurium. A total of 221 Salmonella enterica strains of serovars Enteritidis (n=150), Heidelberg
(n=49), Hadar (n=14) and Typhimurium (n=8) were selected from our laboratory stock collection. The
bacteria were isolated from avian sources and from salmonellosis outbreaks in the south region of Brazil.
Biofilm production in plastic microtitre-plates was evaluated by crystal violet staining method at 37°C for
24 hours. Strains were classified as no biofilm producers, weak biofilm producers, moderate biofilm
producers or strong biofilm producers. Antimicrobial susceptibility testing to ten antimicrobial agents
(amoxicillin, ceftiofur, ciprofloxacin, spectinomycin, enfloxacin, gentamicin, tetracycline, sulfafurazole,
sulfamethoxazole-trimethoprim and chloramphenicol) was performed by the disk diffusion method,
according to CLSI guidelines. Strains were classified as sensitive, intermediate (reduced susceptibility) or
resistant. Strains that presented resistance to three or more classes of antimicrobials were considered
multidrug resistant. Polymerase chain reaction amplification was conducted for the detection of 27
virulence-associated genes. Statistical analysis showed a significant difference between S. Heidelberg and
S. Enteritidis, and between S. Heidelberg and S. Anatum in biofilm production ability. 72% of S. Enteritidis
strains produced biofilm (37.8% were classified as moderate or strong producers). All strains of S.
Typhimurium were able to produce biofilm, but almost 88% were classified as weak producers. 57.1% of
S. Heidelberg strains produced biofilm (51% were classified as weak producers). 85.7% of S. Hadar strains
were biofilm producers, but only one were classified as strong producer. The highest antimicrobial
resistance rates for S. Enteritidis were to sulfafurazole (74.8%), ciprofloxacin (41.1%) and enrofloxacin
(17.2%). For S. Typhimurium, the highest rates were to sulfafurazole (100%), tetracycline (87.5%),
ciprofloxacin (62.5%), spectinomycin (62.5%), trimethoprim + sulfafurazole (37.5%) and chloramphenicol
(25%). All strains of serovar S. Hadar were resistant to tetracycline and sulfafurazol, and 7.1% were
resistant to ciprofloxacin. The strains of S. Heidelberg were resistant to sulfafurazol (95.9%), ciprofloxacin
(22.4%) and enrofloxacin (20.4%). According to the parameters adopt to classify multidrug resistant strains,
8.7% of S. Enteritidis, 4.1% of S. Heidelberg, 87.5% of S. Typhimurium and 7.1% of S. Hadar were
considered multidrug resistant. It was observed a positive association between the serovar and the presence
of eight virulence genes. sefA, spvB, spvC and pefA were associated with S. Enteritidis, IpfA and IpfC with
S. Enteritidis, S. Heidelberg and S. Hadar. The gene sopE was associated with S. Enteritidis and S.
Heidelberg, and iroN with S. Typhimurium, S. Heidelberg and S. Hadar. The presence of cdtB is negatively
associated with the four analyzed serotypes. Our findings provide baseline information on the phenotypic
and the genotypic characterization of Salmonella serovars, and provide support to hypothesis that the

potential to acquire virulence genes and antimicrobial resistance may varies among serotypes.



131

“Phenotypic and genotypic characterization of Salmonella Enteritidis isolated from poultry,

poultry meat and salmonellosis outbreaks in southern Brazil”

(Artigo 3: a ser submetido)

ABSTRACT: Salmonella spp. is one of the most common agents of foodborne diseases in several countries,
including Brazil, one of the world’s most important poultry producers. Salmonellosis outbreaks are often
associated with poultry and poultry products and S. Enteritidis is one of the most prevalent serotypes
associated with these outbreaks. The aim of this study was the phenotypic and the genotypic
characterization of Salmonella Enteritidis isolated from different sources. 150 strains isolated from broilers
(n=50), chicken meat (n=20) and food involved in salmonellosis outbreaks (n=80) in southern Brazil were
randomly selected from our stock collection. Biofilm formation on polystyrene microplates was quantified
with the crystal violet staining method at 37°C for 24 hours. Strains were classified as no biofilm producers,
weak biofilm producers, moderate biofilm producers or strong biofilm producers. Antimicrobial
susceptibility testing to ten antimicrobial agents (amoxicillin, ceftiofur, ciprofloxacin, spectinomycin,
enfloxacin, gentamicin, tetracycline, sulfafurazole, sulfamethoxazole-trimethoprim and chloramphenicol)
was performed by the disk diffusion method, according to CLSI guidelines. Strains were classified as
sensitive, intermediate (reduced susceptibility) or resistant. Strains that presented resistance to three or more
classes of antimicrobials were considered multidrug resistant. Polymerase chain reaction amplification was
conducted for the detection of 27 virulence-associated genes. PCR-ribotyping was carried out for
discrimination into different ribotypes, according to the banding patterns. 71.5% of total strains produced
biofilm, 20.7% were classified as moderate biofilm producers and 7.3% as strong biofilm producers.
Although a larger number of salmonellosis outbreaks strains have produced biofilm, there was no
significant difference in the frequency of biofilm production according to the origin of the strains. 94.3%
of the strains isolated from broilers or chicken meat and 75% of those isolated from outbreaks were resistant
to at least one antimicrobial agent. 9% of all strains were multidrug-resistant. Furthermore, it was observed
that resistance to ceftiofur, gentamicin and sulfafurazole was associated with strains of avian origin. There
was a significant association between the source of isolation and the presence of eight virulence-associated
genes. spvB, spiA, pagC, sipB, prgH, spaN, sitC and IpfC were associated with avian origin strains, while
iroN was associated with salmonellosis outbreaks strains. There was no significant association between
biofilm production and antimicrobial resistance and neither between biofilm production and the presence
of virulence genes. PCR-ribotyping analysis was able to discriminate S. Enteritidis strains into two banding
patterns (R1 and R2). Profile R2 grouped 98.7% of the strains, which suggests that there is a clonal
relationship of S. Enteritidis involved with different salmonellosis outbreaks and the same clone is
disseminated in the poultry chain. Sequencing of both ribotypes confirmed this clonal relationship. Our
results indicate that the source of isolation is not important for biofilm production ability, but it is important
for antimicrobial resistance. Some virulence-associated genes are more related to strains isolated from
poultry products than those of human origin. Finally, PCR-ribotyping and sequencing findings show that a

same clone is related to outbreaks and to poultry products in southern Brazil.



