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RESUMO

A salmonelose € uma das doengas de origem alimentar mais frequentes no mundo,
causando diferentes sintomas, de acordo com o hospedeiro. Salmonella spp. € um dos principais
micro-organismos patogénicos que contaminam frangos e seus derivados, representando um
grande risco a saude publica, tanto pelos seus fatores de viruléncia como pela multirresisténcia
aos antimicrobianos. Assim, o objetivo desse trabalho foi caracterizar o potencial patogénico
de Salmonella spp. isoladas de frangos obtidos no varejo, através da andlise do perfil de
viruléncia e resisténcia bacteriana aos antimicrobianos e sanitizantes utilizados na industria e
comeércio varejista. Foram analisadas 56 isolados de Salmonella spp., com a identificacéo de 13
sorovares diferentes, sendo S. Enteritidis (42,8%) o mais frequente. Todos os isolados
apresentaram os genes de viruléncia invA, sipB, sipD, sopB, ssaR, sifA, sitC, iroN, tolC, flgK,
fljB e flgL. Os genes sopD e spvB estavam ausentes em cinco (8,9%) e 21 (37,5%) isolados,
respectivamente. Foi observada a producdo de biofilme em 27 (48,2%) isolados, sendo 13
(48,1%) cepas classificadas como fraca produtoras, 12 (44,4%) como moderadas e 2 (7,4%)
foram classificadas como fortes produtoras. Nenhum isolado apresentou a enzima -lactamase
de espectro estendido (ESBL), porém detectou-se a presenca de dos genes blacmy-2 € blanom em
4 (7,1%) e 42 (75%) dos isolados, respectivamente. Em relacdo a acdo dos sanitizantes, 90%
dos isolados foram eliminados na concentracdo de 0,23% de acido peracético e de 0,44% de
hipoclorito de sédio, de acordo com a concentracéo bactericida minima observada (CBMagox),
tanto antes quanto apds o processo de sonicacdo. Os isolados de Salmonella Enteritidis e S.
Typhimurium foram os mais prevalentes, sendo também os principais produtores de biofilme,
0 que pode auxiliar na persisténcia desses patdgenos no ambiente de venda, contaminando
carnes de boa procedéncia, se no processo de desinfeccdo ndo forem respeitados o tempo de
exposicao e a concentracao adequada do produto. Essa contaminacao se torna mais importante
pela grande prevaléncia dos genes gque codificam fatores de viruléncia e pela multirresisténcia

a antimicrobianos.

Palavras-chave: biofilme, genes de viruléncia, resisténcia a antimicrobianos, salmonelose e

sanitizantes.
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ABSTRACT

Salmonellosis is one of the most common foodborne diseases in the world, causing different
symptoms, according to the host. Salmonella spp. is one of the main pathogenic microorganisms
that contaminate chickens and their derivatives, representing a great risk to public health, both
for their virulence factors and for the multiresistance of antimicrobials. Thus, the objective of
this work was to characterize the pathogenic potential of Salmonella spp. isolated from
chickens, by analyzing the virulence profile and bacterial resistance to the antimicrobials and
sanitizers used in the industry. We analyzed 56 strains of Salmonella spp., with S. Enteritidis
(42.8%) being the most frequent. All isolates showed the virulence genes invA, sipB, sipD,
sopB, ssaR, sifA, sitC, iroN, tolC, flgK, fljB and flgL. The sopD and spvB genes were absent
in five (8.9%) and 21 (37.5%) isolates, respectively. Biofilm production was observed in 27
(48.2%) isolates, where 13 (48.1%) strains were classified as weak produced, 12 (44.4%) as
moderate and 2 (7.4%) were classified as strong producers. No single isolate presented the
extended-spectrum B-lactamase enzyme (ESBL), but detected a presence of the blacmy-2 and
blanom genes in 4 (7.1%) and 42 (75%) isolates, respectively. Regarding the action of the
sanitizers, 90% of the isolates were eliminated in the concentration of 0.23% of peracetic acid
and 0.44% of sodium hypochlorite, both before and after the sonication process. The isolates
of Salmonella Enteritidis and S. Typhimurium were the most prevalent, being also the main
producers of biofilm, which may help in the persistence of these pathogens in the sales
environment, contaminating meats of good origin, if the exposure time and the appropriate
concentration of the product are not observed in the disinfection process. This contamination
becomes more important because of the high prevalence of genes encoding virulence factors

and multidrug resistance to antimicrobials.

Keywords: Antimicrobial resistance, biofilm, disinfectants, Salmonellosis e virulence genes.
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1. INTRODUCAO

A sociedade estda em constantes transformacdes e cada vez mais consciente da
importancia de uma dieta saudavel para a manutencdo de uma boa satde, causando um impacto
consideravel no comportamento do consumidor, com preferéncias por alimentos de alta
qualidade, faceis de preparar, seguros, com menos aditivos e uma vida longa de prateleira.

Os riscos de contaminagédo dos alimentos aumentaram com o passar dos anos, podendo
tornar-se um perigo a saude publica, além de gerar prejuizos econémicos. Essa contaminagédo
pode ser de origem quimica, fisica ou microbioldgica, ocorrendo em qualquer fase da cadeia
produtiva. Os contaminantes microbiologicos de natureza patogénica apresentam como
principais reservatorios, os animais de producdo, tais como aves, porcos, gados, entre outros
(Heredia e Garcia, 2018).

A carne de frango é mundialmente consumida, pela quantidade de proteinas e baixo teor
de gordura, apresentando importancia gastronémica e nutricional. Além disso, o custo é
relativamente baixo, o que a torna popular e eleva o seu consumo frente as outras fontes
proteicas. O aumento do consumo de carnes na Ultima década foi impulsionado, principalmente,
pelo setor avicola, que representou dois tercos de toda a carne consumida ao redor do mundo,
com o consumo médio de 43,25 kg/hab (ABPA, 2015). A producdo brasileira de carne de frango
em 2016 foi de, aproximadamente, 13 milhdes de toneladas, tornando o pais o segundo maior
produtor do mundo. Ademais, o Brasil ocupa a posi¢cdo de maior exportador mundial, sendo os
cortes de frango (54%) os principais produtos comercializados (ABPA, 2017). Portanto, é de
extrema relevancia a utilizacdo de boas praticas de manejo e armazenamento, a fim de se evitar
a contaminacéo e a proliferacdo de micro-organismos patogénicos, os quais podem desencadear
uma infeccéo.

Salmonella spp. € um dos patdgenos mais envolvidos na contaminacédo de carnes de aves
e em surtos de doencas de origem alimentar, uma vez que a sua presenca em carcacas de frango

e produtos derivados representam um grande impacto no setor avicola e para 0s consumidores.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas gerais de Salmonella spp.

As bactérias do género Salmonella sdo bacilos Gram negativos, ndo formadores de
esporos, anaerdbios facultativos, alguns sorovares produzem acido sulfidrico a partir da reducéo
do enxofre, pela acdo da enzima cisteina desulfidrase, aléem de serem capazes de utilizar o citrato
como Unica fonte carbono e produzir gas pela fermentacdo da glicose (exceto Salmonella
Typhi). Essas bactérias sdo ubiquitarias, ou seja, estdo amplamente distribuidas na natureza e,
em sua grande maioria, s&o moveis e apresentam flagelos peritriquios, com excecdo dos
biovares S. Pullorum e S. Gallinarum (Trabulsi & Alterthum, 2015).

A temperatura 6tima de crescimento varia de 35 a 43°C, com a maxima de 49,5°C.
Portanto, é de extrema importancia manter os alimentos quentes acima dessa temperatura, sendo
63°C a temperatura recomendada pelas principais agéncias reguladoras. Pode-se inibir o
crescimento de Salmonella pela refrigeracdo, mantendo o alimento em temperaturas abaixo de
5°C, porém ressalta-se que esse processo ndao promove a eliminacdo do patégeno (ICMSF,
1996).

H& diversos fatores intrinsecos relacionados aos alimentos que influenciam o
crescimento de Salmonella. A atividade de &gua (aw) ideal para o desenvolvimento de
Salmonella € de 0,99, sendo seu valor minimo igual a 0,94. Sua sobrevivéncia em alimentos
com baixa aw pode chegar a mais de um ano em alimentos como chocolate, pimenta e gelatina.
Em relacdo ao pH, o valor 6timo para o crescimento esta entre 7 e 7,5, com valor minimo de
3,8 e maximo de 9,5 (ICMSF, 1996).

Salmonella spp. pertence a familia Enterobacteriaceae e sdo classificadas pela
identificacdo de antigenos, segundo o Esquema de Kauffman e White, criado em 1930. Essa
classificacdo ainda é amplamente empregada nos dias atuais, com divisdo em sorogrupos e
sorovares, segundo a presenca dos antigenos O (somatico), H (flagelar) e Vi (capsular) (De
Jong et al., 2012; Kurtz et al., 2017).

De acordo com a classificacdo de Guibourdenche et al. (2010), o género Salmonella é
divido em duas espécies, Salmonella bongori e Salmonella enterica, sendo esta tltima agrupada
em seis subespécies: S. enterica subespécie enterica, S. enterica subespécie salamae, S.
enterica subespécie arizonae, S. enterica subespécie diarizonae, S. enterica subespécie
houtenae e S. enterica subespécie indica. Algumas subespécies apresentam sorovares
especificos, nomeado segundo o local geografico do seu primeiro isolamento, como 0s
pertencentes a S. enterica subsp. enterica ou quanto aos seus antigenos, como em outras
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subespécies e na espécie S. bongori. A nomenclatura dos sorovares € escrita em letras romanas
normais (sem italico), sendo a primeira letra em maidsculo. Segundo esta categorizacao, séo
reconhecidos 2.659 sorovares de Salmonella, sendo S. enterica subespécie enterica considerada
a mais importante, uma vez que mais de 99% dos sorovares isolados em humanos e animais
pertencem a ela (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014; Hassan et al., 2016).

Dentre os sorovares de S. enterica subs. enterica, S. Enteritidis e S. Typhimurium s&o
comumente reconhecidos como os principais responsaveis por infec¢des em humanos, embora,
do ponto de vista epidemioldgico, os casos de salmoneloses possam ser provocados por outros
sorovares (Fardsanei et al., 2017; Reyes et al., 2017; Trimoulinard et al., 2017). S. Typhi e S.
Paratyphi sdo outros sorovares especificos dos seres humanos, 0s quais sdo 0s agentes
causadores da febre tifoide e da febre entérica, respectivamente. A primeira promove uma
infeccdo sistémica caracterizada por febre alta, dor de cabeca, dor abdominal, nduseas e
anorexia. Ja a segunda, apresenta sinais clinicos mais brandos que podem evoluir para
septicemia (De Jong et al., 2012; LaRock et al., 2015). Outro sorovar importante € S.
Gallinarum, divido em biovar Gallinarum e biovar Pullorum. Ambos s&o exclusivos de espécies
aviarias, poréem apresentam patogenicidade e epidemiologia diferentes. O biovar Gallinarum,
conhecido como tifo aviario, muito comum em aves adultas, promove uma doenca sistémica,
enquanto o biovar Pullorum causa um nivel elevado de mortalidade em aves recém-nascida
(Barrow e Freitas Neto, 2011; Batista et al., 2015).

2.2. Salmonelose

As doencas de origem alimentar (DOA) representam grande preocupacao a saude
mundial, sendo consideradas doencas gastrintestinais resultantes do consumo de alimentos
contaminados por agentes microbianos ou por suas toxinas. Além das diversas complicacdes a
salde, afetam diretamente toda a cadeia de producdo, desde o produtor, estabelecimentos de
vendas e industrias, o que implica em uma perda massiva da produtividade e um subsequente
declinio econémico (Bugarel et al., 2017; Hassan et al., 2017; Rahman e Othman, 2017).

Dentre as DOAs, a salmonelose é a mais frequente, com mais de 93 milhGes de casos
anualmente, em todo o0 mundo (Majowicz et al., 2010). Salmonella spp. pode ocasionar desde
uma infeccdo gastrintestinal branda até septicemia ou morte, dependendo do estado
imunolégico do hospedeiro, do sorovar envolvido, da concentracdo do indculo e dos genes de
viruléncia expressos pelo agente (CDC, 2007; Verbrugghe, 2016). A salmonelose apresenta
alguns sintomas bem caracteristicos, como nauseas, vomito, febre, calafrios, dor abdominal,
desidratacéo, dores de cabeca, acompanhada de diarreia. O periodo de incubacao varia com a
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intensidade da doenca, entre cinco e 72 horas, frequentemente ocorrendo apds 12 horas. Apés
0 aparecimento dos primeiros sintomas, inicia-se 0 processo de recuperagao dentro de um a sete
dias (Salem et al., 2017; Rahman et al., 2017). A dose minima infectante para os humanos varia
de 10° a 108 células, porém levando em consideracio pacientes imunossuprimidos, observou-
se doses menores que 10°, dependendo do sorovar envolvido (Kothary e Babu, 2001; BRASIL,
2011; Cosby et al., 2015).

O aumento da populacdo e a urbanizacdo de muitas cidades, além de mudancas nas
tendéncias de consumo (dieta com mais proteinas), acarretou na expansao de consumo de
produtos de origem animal. Os animais de producdo, como frangos, suinos e bovinos, sao
considerados os principais reservatorios de patdgenos veiculados por alimentos. A alta
demanda de tais produtos promove a producdo intensiva de animais e processamento
inadequado das carcacas, aumentando o risco de contaminacdo por patdégenos em qualquer
etapa da cadeia produtiva (Trimoulinard et al., 2017; Henley et al., 2018; Heredia e Garcia,
2018).

As aves sdo a principal via de disseminacao de Salmonella spp., visto que os frangos de
corte estdo comumente contaminados por esse patdgeno e ndo apresentam sintomatologia
clinica. Sua presenca no trato intestinal, na superficie da pele e entre as penas das aves pode
causar a contaminacédo da carcaga durante o abate e o processamento (Duarte et al., 2009; Park
etal., 2017). Outra questdo importante é a contaminacgdo cruzada da carne de frango com fezes,
agua, instrumentos e manipulacdo dos trabalhadores, em todo o processo de evisceracao e
especialmente em ambientes de varejo pouco higienizados (Saeed et al., 2013; Hassan et al.,
2016; Henley et al., 2018; Rahman et al., 2018).

Salmonella enterica € frequentemente isolada de frangos de corte e alguns sorovares
estdo amplamente associados a surtos de origem alimentar dentro do cenario global, em
especial, S. Typhimurium e S. Enteritidis (Mohammed, 2017; Rahman et al., 2017; Eguale,
2018). Diversos relatos mostraram que S. Typhimurium é prevalentemente isolada de aves de
corte, enquanto S. Enteritidis encontra-se com maior frequéncia em aves de postura,
contaminando os ovos (Foley et al., 2008; Boore et al., 2015; Wajid et al., 2018). Deve ser
ressaltado que nos Gltimos anos, devido a implementacdo de medidas de controle e vacinacdo
(Foleyetal., 2011; Campos et al., 2017) outros sorovares multirresistentes tem sido encontrados
mais frequentemente como S. Heidelberg, S. Kentucky, S. Montevideo, S. Infantis, S.
Schwarzengrund, S. Hadar, S. Mbandaka, S. Thompson e S. Senftenberg (Antunes et al., 2016;
Paul et al., 2017).

De acordo com levantamentos realizados no Brasil, a contaminagéo por esse patégeno
em aves e produtos derivados variaram de 13 a 87% (Cardoso et al., 2015), ressaltando-se que
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ndo é exigida a auséncia de Salmonella em 25 gramas desse tipo de alimento, pela RCD N°12
(BRASIL, 2001). Aparentemente, essa porcentagem vem aumentando com o passar dos anos,
pois Silva e colaboradores (2004) observaram contaminacdo de carcagas entre 30 a 50%.
Portanto, tendo em vista essa realidade preocupante, as propriedades avicolas e 0s
estabelecimentos de venda estdo tentando adotar melhores medidas de controle e manejo, a fim

de evitar futuros transtornos (Eguale, 2018; Heredia et al., 2018).

2.3. Fatores de viruléncia de Salmonella spp.

Salmonella spp. é um dos principais patégenos causadores de infec¢bes de origem
alimentar pela presenca de diversos fatores de viruléncia, os quais auxiliam o patdgeno a aderir
e invadir as células dos hospedeiros, desencadeando todo o processo infeccioso (Campioni et
al., 2012; Fardsanei et al., 2017). A patogenicidade das salmonelas é extremamente complexa
e multifatorial, abrangendo fimbrias, flagelos, proteinas efetoras, lipopolissacarideos (LPS),
antigenos de superficie, producdo de endotoxinas, entre outros (De Jong et al., 2012; Fardsanei
etal., 2018).

A maioria desses fatores estdo localizados em elementos genéticos moveis, como
plasmideos, transposons e bacteriéfagos ou podem estar presentes em regides especificas do
cromossomo bacteriano, conhecidas como llhas de Patogenicidade de Salmonella (SPI). Essas
SPIs sdo grandes clusters genéticos (10 a mais de 100 kb) que carreiam um ou mais genes de
viruléncia. Tal fato sustenta a ideia da aquisicdo dessas SPIs através da transferéncia horizontal
de genes, 0 que acarreta no aumento da patogenicidade de Salmonella spp. ao longo da evolugéo
(Fluit et al., 2005; Bessa et al., 2006; Nieto et al., 2016; Fardsanei et al., 2017).

Até o presente momento, foram descritas 17 SPIs, algumas conservadas no género e
outras, especificas de determinados sorovares. As SPI-1 e SPI-2 sdo as mais comumente
estudadas, pois todo o processo de invasdo de Salmonella spp. ocorre especificamente nessas
ilhas, além de ambas codificarem o Sistema de Secrecdo Tipo Il (T3SS), que atua no sistema
flagelar e funciona como um canal na membrana da célula hospedeira, translocando proteinas
efetoras secretadas no citoplasma bacteriano para o interior destas, conforme a Figura 1 (Coburn
etal., 2007; Haraga et al.; 2008; llyas et al., 2018). Uma vez no interior da célula, essas proteinas
promovem uma série de reagdes, por fosforilacdes ou transferéncias de residuos, levando a
modificacOes do citoesqueleto e da membrana celular, bem como & desconex&o das juncdes das
células epiteliais do hospedeiro, permitindo a invasdo e proliferacdo de Salmonella spp. (Kurtz
et al. 2017; Herrero-Fresno et al., 2018; Ridge et al., 2018).
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Figura 1. Esquema do sistema de secrecdo tipo Il (T3SS). (A) T3SS apresenta dois anéis que atravessam a
membrana e o canal (agulha) surgindo da superficie da bactéria. (B) Proteinas translocadoras formam um poro na
membrana da célula alvo e as efetoras sdo transportadas para o citosol da célula alvo. (C) Microscopia eletrdnica
da superficie da bactéria com os canais (agulhas) do T3SS (TROISFONTAINES & CORNELIS, 2005).

A SPI-1 é ailha melhor caracterizada e trata-se de um segmento de 35-40 kb que contém
ao menos 31 genes especializados em duas principais funcdes: codificar produtos para T3SS e
proteinas efetoras junto, com suas chaperonas. Tais genes sao especificos para o processo de
invasdo celular, propriedade importante de Salmonella enterica (Dos Santos et al., 2018).
Contudo, alguns genes ai localizados possuem fun¢des adicionais relacionadas a ativacao de
vias imunes inatas, bem como na codificacdo de um sistema de captura de ferro, como o gene
sitC (Coburn et al., 2007; Fortes et al., 2012). O operon inv € composto por sete genes
invVABCDEFG, porém o invA parece desempenhar funcdo mais importante na invasdo das
células epiteliais (Turki et al., 2012). As bactérias fenotipicamente identificadas como
Salmonella spp., mas que ndo possuem esse gene, ndo sao consideradas como tal, pois 0 mesmo
parece ser conservado em todos os sorovares de Salmonella spp., sendo utilizado como gene-
alvo pelo método de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), para confirmacao desse género
(Whang et al., 2009; Moura et al., 2014). H& um subgrupo composto por uma série de proteinas
efetoras, também codificadas pelo SPI-1, que modificam vias de transducdo de sinais,
resultando na reorganizacao do citoesqueleto de actina na célula do hospedeiro. Essas proteinas,
SptP, SopE e SopEZ2, intervém na funcdo da familia de proteinas celulares GTPases do
hospedeiro (Cdc42, Rac-1 e Rho), as quais regulam a formacéo de filamentos de actina e
controlam a dinamica do citoesqueleto. Ademais, as proteinas Rho GTPases séo capazes de
ativar o fator nuclear kappa B (NF-kB) e promover a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias,

como a IL-1b e IL-23 (LaRock et al., 2015; llyas et al., 2017).
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Outras proteinas efetoras desse grupo, SopA, SopB e SopD, estdo relacionadas aos
sintomas de diarreias. A proteina SopB é uma fosfatase de inositolfosfato que promove a perda
de eletrolitos e a secrecdo de fluidos das células epiteliais para o limen intestinal, exercendo
também a funcdo de estimular respostas inflamatdrias, como a SopE (Hu et al., 2017; llyas et
al., 2017; Zhang et al., 2018). Nesse mesmo cenario, assim como essas proteinas efetoras, a
SipA e SipC também colaboram no processo inflamatoério ao desestabilizarem as juncGes de
oclusdo e estimular a migracao transepitelial de neutréfilos para o lumen intestinal (LaRock et
al., 2015).

A proteina SipA, pertencente ao grupo SipABCD, é uma das principais proteinas
responsaveis pela indugdo do rearranjo do citoesqueleto das células epiteliais, através de
modifica¢fes na actina, o que facilita a entrada de bactérias na célula hospedeira. Da mesma
forma, o SipC promove essa reorganizacao e, juntamente com SipB, participa na translocagéo
de moléculas efetoras do T3SS da SPI-1 (T3SS-1) para o hospedeiro. O papel de SipB ainda
ndo esta totalmente elucidado, mas ja foi descrito sua capacidade em induzir a apoptose de
macrofagos a partir da ativacdo de caspases-1. Além disso, SipA e SipC promovem a ativagdo
de uma cascata de transducédo de sinal que leva a migracdo de leucécitos polimorfonucleares
(Schmidt &Hensel, 2004; Campioni et al., 2012; Dos Santos et al., 2018).

A SPI-2 esta relacionada a capacidade de Salmonella em sobreviver no interior de
células fagociticas e se replicar dentro de compartimentos conhecido como “vactiolos contendo
Salmonella” (SCV), que permitem a proliferacdo da bactéria no interior das células eucarioticas
infectadas (Hur et al., 2011; Nieto et al., 2016; Kurtz et al., 2017). Essa ilha esta presente apenas
na espécie S. enterica, ao contrario da SPI-1 que ocorre em ambas as espécies, S. enterica e S.
bongori (Hansen-Wester e Hensel, 2001; Fortes et al., 2012). A SPI-2 é dividida em dois
segmentos, uma por¢do maior de 25,3 kb e outra, de 14,5 kb (Fortes et al., 2012; Dos Santos et
al., 2018). O operon ssa sintetiza as proteinas que integram o T3SS na SPI-2 (T3SS-2) (Fortes
et al., 2012), regido onde esta localizado um dos principais genes, 0 ssaR que juntamente com
o sifA, sdo responsaveis pela replicacdo bacteriana intracelular e disseminacdo sistémica em
humanos, permitindo a sua sobrevivéncia dentro da célula (Hur et al., 2011). Além disso, a
proteina efetora codificada pelo gene sifA (SifA) mantém a integridade da membrana fagocitica
do SCV durante a proliferacdo intracelular (Almeida et al., 2013; Dos Santos et al., 2018).

Existem poucas informagdes sobre as demais SPIs. A SPI-3 apresenta seis unidades de
transcrigdo e as proteinas codificadas por seus genes desempenham papéis bem distintos. Por
exemplo, a codificacdo de proteinas que auxiliam na sobrevivéncia do patdégeno dentro de
macrofagos, através do transporte de magnésio (Mg?*). Por outro lado, ha proteinas efetoras
que contribuem na colonizacdo intestinal, sendo necessarias para persisténcia bacteriana no
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intestino durante uma infec¢do. A SPI-4 carreia um Unico operon, responsavel praticamente
pelas mesmas fungdes que a SPI-3, diferindo apenas na codificacdo de adesinas ndo fimbriais,
importantes no processo de adesao do epitélio intestinal (Fortes et al., 2012; Dos Santos et al.,
2018). A SPI-5 atua em diferentes etapas no processo de infeccdo por Salmonella e estdo
diretamente ligados a sua enteropatogenicidade, embora nao participem do processo de invasdo
sistémica. Tal ilha codifica proteinas efetoras como a SopB, para o T3SS, secretado pelas SPI-
1 e 2, além de mediar a inflamac&o e secrecdo de cloro.

Ja a SPI-7 € um locus especifico para os sorovares S. Typhi, S. Dublin e S. Paratyphi,
que codifica um importante fator de viruléncia, o antigeno Vi e também é onde se encontra o
fago sopE, encarregado de codificar a proteina efetora SopE do T3SS-1 (Schmidt e Hensel,
2004; llyas et al., 2017; Dos Santos et al., 2018). As demais SPIs sdo responsaveis pela
codificacdo de fimbrias, producdo de toxinas, resisténcia a bacteriocinas e sobrevivéncia
bacteriana no interior de macréfagos, fatores que auxiliam na infeccéo sistémica (llyas et al.,
2017).

Ha outros genes de viruléncia presentes em outras regides do genoma bacteriano, como
os genes flgL, flgK e fljB que estdo associados a sintese de flagelo (Almeida et al., 2013). J& 0s
genes sitC e iroN estdo envolvidos na obtencéo de ferro e o tolC, no reconhecimento e invasdo
da célula hospedeira (Mezal et al., 2013). Os genes em regides plasmidiais geralmente estdo
relacionados com a sobrevivéncia e crescimento das bactérias, habilitando-as a persistir nas
células. O operon spv esta associado a severidade das enterites e persisténcia em sitios extra-
intestinais. A proteina SpvB, codifica pelo gene spvB, € capaz de aumentar a taxa de
crescimento e sobrevivéncia dentro da célula do hospedeiro, bem como afetar o sistema imune
ao promover a apoptose de macréfagos (Hur et al., 2011; Almeida et al., 2013; Dos Santos et
al., 2018).

O biofilme é outro fator de viruléncia de extrema importancia que permite a proliferacao
e persisténcia da bactéria no ambiente. A maioria das bactérias podem se apresentar como
células planctdnicas, importantes para proliferacdo e propaga¢do do micro-organismo em novos
locais ou se tornarem sesseis, quando imobilizadas em biofilmes, que promovem a persisténcia
das bactérias no ambiente (Garcia-Gonzalo e Pagan, 2015; Almeida et al., 2017; Merino et al.,
2018; Lamas et al., 2018a).

Salmonella possui a capacidade de aderir a varias superficies, bidticas ou nao
(Steenackers et al., 2012; Yin et al., 2018). A adesdo em superficies abidticas € muito comum,
como no caso de equipamentos de processamento de alimentos, tubulag¢fes industriais, de agua
e ventilagdo, dispositivos médicos, bem como locais de armazenamento de produtos
alimenticios. Ja em relacéo as superficies bioticas, Salmonella pode se aderir a tecidos vivos,
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especificamente, as células epiteliais intestinais (Steenackers et al., 2012; Zhao et al., 2017). A
formagdo de biofilme pode ser influenciada por diversos fatores ambientais como a
temperatura, pH, dessecacdo, concentracdo de nutrientes (ferro, calcio, oxigénio e manganés) e
osmolaridade, uma vez que sdo elementos bem dinamicos e que variam bastante no ambiente
(Chuah et al., 2017; Lamas et al., 2018a; Yin et al., 2018).

O biofilme é uma estrutura complexa formada por um aglomerado de células bacterianas
organizadas em comunidades, as quais se aderem umas as outras e a um substrato, sendo
embebidas por uma matriz constituida por substancias poliméricas extracelulares (EPS),
compostas por uma ampla variedade de moléculas organicas, como polissacarideos, proteinas,
lipideos, acidos nucleicos, entre outras. Acredita-se que essas EPS preservam a arquitetura e as
funcdes do biofilme, mantendo as bactérias juntas e, consequentemente, protegendo-as de
condicdes adversas do ambiente (Garcia-Gonzalo e Pagan, 2015; Gonzale-Machado et al.,
2018).

Ha& diversas teorias a respeito da formacdo do biofilme e a mais aceita atualmente é
caracterizada por um processo divido em cinco principais etapas. Inicialmente, ocorre a adesdo
bacteriana a um substrato, seguido da formacdo de micro-col6nias e producdo de substancias
formadoras da matriz, o que promove o desenvolvimento da arquitetura do biofilme e,
consequentemente, sua maturacdo (Figura 2). Apos se estabilizar, o biofilme inicia a fase de
dispersdo, em que algumas células bacterianas se desprendem das camadas mais externas, com
0 proposito de se aderirem ao ambiente circundante, permitindo a proliferacéo e persisténcia da
bactéria ao longo da superficie (Cue et al., 2012; Joo e Otto, 2012; Zhao et al., 2017).
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Figura 2. Processo sequencial da formacdo de biofilme. 1. Adesdo inicial; 2. Formacdo de micro-colénias; 3.
Producéo de EPS; 4. Maturacdo; 5. Disperséo de células planctonicas (Zhao et al., 2017).

20



A capacidade de Salmonella spp. em sobreviver em ambientes desfavoraveis esta
intimamente relacionada com alguns componentes importantes da matriz extracelular do
biofilme, as fimbrias agregativas, a celulose e os flagelos (Steenackers et al., 2012; Lamas et
al., 2018a; Lamas et al., 2018b; Merino et al., 2018). As fimbrias desempenham um papel
importante no processo inicial do biofilme, em que Salmonella spp. adere irreversivelmente a
superficie alvo (Collighan e Woodward, 2001). Ja a celulose e o flagelo possuem um papel mais
estrutural, que facilita o processo de adesdo ou confere protecdo quimica e mecéanica ao meio
em que esta inserido (Solano et al., 2002).

A formacéo de biofilme em Salmonella spp. é complexa, com genes envolvidos na
fixacdo bacteriana, motilidade, deteccdo e resposta a disponibilidade de nutrientes, regulacdes
génicas e resposta ao estresse (Hamilton et al., 2009; Lamas et al., 2018a). O gene csgD é um
grande regulador do biofilme, responsavel pela producédo de fimbrias e regulacdo da sintese de
componentes da matriz extracelular, especificamente de celulose. A sintese de celulose é
modulada pelo gene adrA, que por sua vez, estimula a producdo de uma proteina que afeta
positivamente a atividade enzimética na biossintese de celulose (Zogaj et al., 2000; Wang et
al., 2015; Lamas et al., 2018b).

2.4. Resisténcia a antimicrobianos

A manifestacdo de infeccdes de origem alimentar por Salmonella, na maioria dos casos
é auto-limitada e ndo ha necessidade de antibioticoterapia. Entretanto, em pacientes com
alguma imunodeficiéncia, as infec¢cbes podem progredir para bacteremia, meningite e
endocardite, etc., sendo necessario o uso de antimicrobianos (Fardsanei et al., 2016). Para o
tratamento de infecgdes causadas por Salmonella spp., os antimicrobianos comumente
utilizados sdo fluoroquinolonas, quinolonas, cefalosporinas, ampicilina, cloranfenicol,
trimetoprim-sulfametoxazol, entre outros (Gupta et al., 2003; Bae et al., 2015; Antunes et al.,
2016).

Atualmente, os isolados de Salmonella spp. apresentam resisténcia a diversos
antibidticos, o que causa grande preocupacdo, pois esses medicamentos sdo cruciais para o
sucesso do tratamento de infec¢Bes invasivas em humanos e em animais de producdo. Essa
resisténcia estd associada, principalmente, com as classes mais antigas de antibioticos, como
cloranfenicol, trimetoprim-sulfametoxazol e alguns B-lactamicos (ampicilina e cefalosporinas
de 12 geracdo) (Hur et al., 2012; Antunes et al., 2016). Entretanto, a resisténcia bacteriana vem
aumentando ao longo dos anos, incluindo novas classes de antimicrobianos, como as

fluoroquinolonas e quinolonas, cefalosporinas de 32 e 42 geracdo (El-Tayeb et al., 2017; Qiao
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etal., 2017). Esta adversidade pode estar vinculada a transferéncia horizontal de genes entre as
bactérias (Bae et al., 2015; Barilli et al., 2018).

Em S. enterica, a resisténcia antimicrobiana é atribuida a varios mecanismos, como o
bloqueio da capacidade de ades@o do antibidtico a celula bacteriana, ativacdo de bombas de
efluxo de antimicrobianos, devido as alteraces na permeabilidade da membrana ou parede
celular, além da degradagdo enzimatica e alteracdo de sitios de ligacdo dos antibidticos na
bactéria (Rossi e Andreazzi, 2005; El-Tayeb et al., 2017).

Além da prescrigdo rotineira de antibioticos para o tratamento de infec¢bes humanas,
no setor de producdo animal, ha também o uso recorrente desses agentes. O uso inadequado de
antimicrobianos pode selecionar bactérias resistentes, uma vez que sdo administrados de
maneira incorreta durante o tratamento de infec¢gbes ou como promotores de crescimento,
pratica ainda em uso em alguns paises, como Canada, China, Australia, Ucrania e Brasil (Mir
et al., 2015; Antunes et al., 2016; El-Tayeb et al., 2017; Hamid et al., 2019). As aves, em
especial frangos de corte, podem abrigar linhagens resistentes, sendo um veiculo de
disseminacdo desses patdgenos para os seres humanos. Desta forma, a implementacdo de
medidas adequadas de controle quanto ao consumo de antimicrobianos, encontra-se em grande
destaque (Abakpa et al., 2015).

2.4.1. p-lactamicos

Os farmacos antibacterianos B-lactamicos sdo prescritos em larga escala em todo o
mundo e com base na sua estrutura quimica, composta por um anel B-lactdmico, sdo
classificados em seis grupos principais: penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas,
carbapenémicos, monobactamicos e inibidores de B-lactamases, como o &cido clavulanico,
sulbactam e tazobactam. A resisténcia a essa classe de antibidticos se deve a producdo de
enzimas B-lactamases, que hidrolisam e inativam a acdo do anel B-lactamico (Cizman et al.,
2003; Finch et al., 2012). Até o momento, mais de 500 B-lactamases ja foram descritas e uma
ampla variedade delas sdo encontradas entre os sorovares de Salmonella (Hasman et al., 2005;
Rahman et al., 2018). A classificacdo das p-lactamases mais aceita é de Bush e Jacoby (2010),
que dividiram essas enzimas em trés grupos: grupo 1 (classe C): cefalosporinases; grupo 2
(classes A e D): serina-pB-lactamases (amplo espectro e resistentes ao inibidor) e grupo 3 (classe

B): metalo-p-lactamases.
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2.4.1.1. B-lactamases de espectro estendido (ESBL)

Bactérias conhecidas como produtoras de B-lactamases de espectro estendido (ESBL)
apresentam amplo espectro de resisténcia aos PB-lactdmicos, sendo capazes de hidrolisar
oximino-cefalosporina (cefalosporinas de 32 e 42 geragdo) e monobactans (Rahman et al. 2018).
Algumas salmonelas possuem esse perfil de resisténcia, pois sobrevivem a acdo de
cefalosporinas e até mesmo de carbapenémicos (Qiao et al., 2018; Tippelskirch et al., 2018).

No setor avicola, as bactérias produtoras de ESBL apresentam-se em destaque, visto que
aves de corte sdo consideradas um importante reservatério desse grupo. A presenca de bactérias
produtoras de ESBL aparece em diferentes niveis na piramide de producédo de aves de corte,
como na superficie das carcacas e em ambientes de varejo, facilitando a transferéncia desse
grupo para 0s humanos, ao longo da cadeia alimentar (Casella et al., 2017; Schill et al., 2017).

As bactérias produtoras de ESBL além de carrearem um grande nimero de genes de
viruléncia, codificam genes importantes relacionados a sua alta capacidade de resistir aos -
lactamicos, como blactx-m, blatem e blasny (Ali et al., 2017; Barilli et al., 2018). Tais genes,
sdo plasmidiais, podendo ser transferidos horizontalmente por conjugacdo, transformacéo,
transposicéo ou transducéo, dependendo das condigdes do meio circundante (Ali et al., 2017;
Sanchez-Maldonado et al., 2017; Tippelskirch et al., 2018). As enzimas frequentemente
codificadas por esses genes pertencem as grandes familias de proteinas, como CTX-M, TEM e
SHV, ja bastante disseminadas em diversos nichos epidemiologicos (Rahman et al., 2018).

Estudos filogenéticos definiram as enzimas CTX-M em cinco grandes grupos,
baseando-se na identidade da sequéncia de aminoécidos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8,
CTX-M-9 e CTX-M-25 e conferem niveis mais elevados de resisténcia a cefotaxima do que a
ceftazidima (Bonnet et al., 2004). Foram frequentemente relatadas em bastonetes Gram-
negativos e até agora foram encontradas 172 variantes de CTX-M (Rahman et al., 2018). Apesar
da CTX-M-14 e CTX-M-15 serem as variantes mais detectadas dentre os principais micro-
organismos (Levy, 2002) vérios relatos identificaram CTX-M-1 em cortes de frango (Clemente
etal., 2013; Casella et al., 2017). A enzima TEM causa a resisténcia contra ampicilina em 90%
dos casos e atualmente possui 223 variantes (Rahman et al., 2018). Os tipos de enzimas SHV
sdo mais comuns em espécies de Klebsiella sp e ja foram descritas 193 variantes (Zhao e Hu,
2013; Rahman et al., 2018).
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2.4.1.2. B-lactamases tipo AmpC

A enzima AmpC compde um grupo de cefalosporinases capazes de hidrolisar
cefalosporinas e cefamicinas, mas ao contrario das ESBLs, nao sofrem qualquer interferéncia
dos inibidores de B-lactamases, como &cido clavulé@nico e nem de carbapenemases (Peterson,
2006; Powers, 2016; Santiago et al., 2016). Essa enzima é geralmente codificada em
cromossomos de varias enterobactérias, mas também podem ser encontradas em plasmideos,
como no caso de Salmonella. As AmpCs sdo classificadas em seis clusters baseados em sua
resisténcia aos B-lactamicos: CMY, FOX, MOX e LAT. A proteina CMY apresenta afinidade
as cefamicinas e algumas cefalosporinas e possui seis variantes, a CMY-1, CMY-8, CMY-9,
CMY-10,CMY-11e CMY-19, que sdo expressas de forma constitutiva, ou seja, sdo codificadas
independentemente da presenca do antibidtico (Jacoby, 2009; Santiago et al., 2016). Em
linhagens de Salmonella n&o tifoide e na grande maioria das enterobactérias, a enzima CMY -2
tem ampla distribuicdo, com impacto considerdvel frente a resisténcia aos f-lactdmicos
(Miriagou et al., 2004; Santiago et al., 2016).

2.4.1.3. Carbapenemases

Os carbapenémicos também pertencem a classe dos B-lactamicos e a resisténcia
bacteriana ocorre pela produgdo de enzimas carbapenemases, p-lactamases e pela perda de
porinas especificas da membrana externa da bactéria, modificando sua permeabilidade. As
carbapenemases séo divididas nas classes A, B e D, que hidrolisam o anel B-lactamico de
diferentes formas (Nordmann e Poirel, 2014) e, como as AmpCs, também ndo sdo influenciadas
pelos antibidticos inibidores de B-lactamases (Fernandez e Rodicio, 2018).

Geralmente, as carbapenemases estao associadas as bactérias comumente causadoras de
infecgBes hospitalares, entretanto o nimero de relatos de bactérias produtoras destas enzimas,
isoladas de animais de producdo, aumentou nos ultimos anos. Além de suinos e bovinos, as
aves também podem ser consideradas reservatorios dessas linhagens bacterianas,
principalmente em frangos de corte. A primeira S. enterica produtora de carbapenemases foi
reportada em 1998 nos Estados Unidos e a partir desse episodio, outros sorovares foram
encontrados em escala global, ao longo do tempo, apesar da resisténcia aos carbapenémicos
ndo ser comum em Salmonella néo tifoide (Madec et al., 2017; Dolejska e Papagiannitsis, 2018;
Fernéndez e Rodicio, 2018; Roschanski et al., 2018).
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Entre os mecanismos de resisténcia mais prevalentes esta a producéo de carbapenemase,
relatada inicialmente em K. pneumoniae (KPC). As KPCs séo B-lactamases inseridas na classe
A serina- B-lactamase, codificada pelo gene blakec e hidrolisa uma ampla variedade de
antimicrobianos B-lactamicos, como carbapenémicos, cefalosporinas, cefamicinas e penicilinas
(Munoz-Price et al., 2013; Fernandez e Rodicio, 2018). Os genes que codificam a KPC, ja foram

encontrados em Salmonella spp. isoladas de frangos (Dolejska e Papagiannitsis, 2018).

2.4.2. Colistina

As polimixinas sdo antibidticos polipeptidicos que compreendem cinco compostos
qguimicamente diferentes, os quais s&o divididos em cinco polimixinas (A-E). A polimixina B
foi a primeira a ser descoberta, produzida originalmente por Paenibacillus polymyxa (Sun et
al., 2018a). A colistina (polimixina E) possui atividade detergente e a interacdo entre o
polipeptideo catidnico do antibidtico e os lipopolissacarideos (LPS) da membrana externa da
bactéria promove modificacGes que afetam a integridade da membrana e, consequentemente, o
aumento de sua permeabilidade (Rossi e Andreazzi, 2005; Sun et al., 2009). A colistina é
utilizada como agente antimicrobiano de Gltima escolha para o tratamento de infecgdes em
humanos e animais de producdo, causadas por bactérias Gram-negativas multirresistentes, uma
vez que ainda é incomum a resisténcia bacteriana a esta droga (Kempf et al., 2013; Quesada et
al., 2018).

Recentemente, a descoberta de bactérias resistentes a colistina levantou preocupacées a
nivel global, mas essa resisténcia estaria ligada a mutacdes cromossdmicas dentro da familia
Enterobacteriaceae (Poirel et al., 2017; Lescat et al., 2018). Entretanto, um novo mecanismo de
resisténcia mediado por um plasmideo, denominado MCR-1, foi reportado em E. coli e K.
pneumoniae, isoladas de suinos na China (Liu et al., 2016). Desde entdo, o gene mcr-1 foi
observado em Enterobacter, Salmonella e Shigella, a partir de reservatérios humanos,
ambiental e animal. A proteina MCR-1, codificada pelo gene mcr-1, é uma fosfoetanolamina
transferase que adiciona um grupo fosfoetanolamina ao lipideo A, porcéo do LPS, alterando a
carga da membrana externa do micro-organismo e, consequentemente, promovendo resisténcia
as polimixinas (Doumith et al., 2016; Lescat et al., 2018). Em paralelo, outras variantes de
MCR-1 foram descobertas (MCR-2, 3, 4 e 5) a partir de um Unico isolado (Xavier et al., 2016;
Borowiak et al., 2017; Carattoli et al., 2017; Yin et al., 2017). Identificou-se pela primeira vez
MCR-2 isolada de suinos e bovinos, na Bélgica e andlises filogenéticas foram realizadas,
indicando que essa proteina é uma nova variante de MCR-1, apresentando, aproximadamente,
80% de similaridade (Poirel et al., 2017; Sun et al., 2018a).
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2.5. Sanitizacao

A sanitizacdo de equipamentos para o processamento de produtos de origem animal,
bem como dos locais de armazenamento em ambientes de varejo, representa um papel
importante no controle de micro-organismos patogénicos. A aplicacdo de sanitizantes em
concentracgdes efetivas e por tempos adequados, evita a proliferacdo e persisténcia bacteriana,
pois eliminam ou reduzem o numero de micro-organismos sem prejudicar a qualidade e
seguranca do produto (Rossoni e Gaylarde, 2000; Steininger et al., 2017). Contudo, alguns
aspectos devem ser analisados para a aplicacdo do produto, como o grau de toxidade, efeito
residual sobre os alimentos, poder corrosivo, efeito prejudicial ao meio ambiente, além do uso
autorizado pela legislacdo e os custos (Rossoni e Gaylarde, 2000; Machado et al., 2010).

Os sanitizantes geralmente sdo eficientes quando testados em micro-organismos
presentes em sua forma plancténica. Em contrapartida, em ambientes aonde ha formacéo de
biofilme, a resposta bacteriana a esses agentes sanitizantes é diferenciada, pois o biofilme cria
uma camada protetora (Puga et al., 2016; Henriques e Fraqueza, 2017). A resisténcia do
biofilme esta relacionada a fatores distintos, como a inibi¢do da difusdo do agente sanitizante
pelas substancias poliméricas extracelulares e a heterogeneidade fisioldgica causada pelos
gradientes nutricionais e de oxigénio produzidos dentro do biofilme (Mah e O’Toole, 2011;
Ifiigues-Moreno, 2018).

A desinfeccdo dentro das industrias alimenticias e ambientes de varejo, principalmente
nos locais de estocagem de carnes, é realizada por agentes sanitizantes de amplo uso, como o
hipoclorito de sédio (NaOCI) e o acido peracético (PAA) (Waghmare e Annapure, 2015;
Visvalingam e Holley, 2018). Ambos sdo usados rotineiramente, pois apresentam propriedades
antimicrobianas universais aptas em reduzir uma quantidade consideravel de micro-organismos
e desnaturar suas toxinas, garantindo a seguranca ao alimento e evitando a contaminacéo
cruzada (Frais, 2001; Singh, 2018; Walsh et al, 2018).

O &cido peracético estd comercialmente disponivel na forma de uma solugdo homogénea
de acido acético, perdxido de hidrogénio e agua e possui multiplas vantagens como a nédo
formacdo de produtos tdxicos ou compostos carcinogénicos ao reagir com proteinas, além de
possuir um alto potencial oxidante e promover baixo impacto ambiental (Luukkonen et al.,
2015; Henao et al., 2018; Sun et al., 2018b). Suas propriedades antimicrobianas baseiam-se na
oxidacdo da membrana externa da célula bacteriana devido a liberacdo de oxigénio ativo, que
oxida proteinas e enzimas, que quando reagem com outros metabdlitos oxidados, levam ao
rompimento  funcional quimiosmético da membrana citoplasmética lipoproteica,
comprometendo todo o transporte de compostos essenciais entre a bactéria e 0 meio circundante
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(Kitis, 2004; Machado et al., 2010; Eramo et al., 2017). Ademais, 0 PAA intracelular pode
oxidar vias bioguimicas bacterianas vitais, prejudicar o transporte ativo das membranas e
inativar a enzima catalase (Kitis, 2004; Yeh et al., 2018).

Os desinfetantes a base de cloro, como o NaOCI, séo extensivamente usados nas
industrias de alimentos, em especial nas de processamento de aves e outros servigos do ramo
alimenticio, devido ao seu baixo custo e por apresentar um amplo espectro bactericida (Sarjit e
Dykes., 2015; Yang et al., 2016; Henriques e Fraqueza, 2017; Kohler et al., 2018). H& muitas
vantagens no uso de NaOCI, pois possui rapida acdo bactericida, baixa toxicidade quando
administrado nas concentracdes corretas, aléem da acdo desodorizante e branqueadora
(Fukuzaki, 2006). Acredita-se que a acdo bactericida do NaOCI ocorra pela inibicdo da
atividade de enzimas essenciais, causando danos & membrana e ao DNA e talvez gerando
interferéncias no transporte de membrana, embora ndo esteja totalmente elucidado. Além disso,
sugere-se que o estresse ocasionado pelo NaOCI gere moléculas oxidativas nocivas que
danificam os componentes celulares bacteriano e causem alteragdes funcionais nas células ao
reagir com proteinas vitais (Fukuzaki, 2006; Machado et al., 2010; Sarjit e Dykes, 2017).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) coordena,
supervisiona e controla as atividades relacionadas a inspecdo e controle de riscos, além de
estabelecer as normas que garantem a seguranca dos alimentos e bebidas no pais, visando o
controle sanitario e a elaboracdo de requisitos higiénico-sanitario aos servigos de alimentacéo.
Em 2004, a ANVISA aprovou o Regulamento Técnico de Boas Praticas em Servicos de
Alimentacdo (RDC n°. 216, 15 de setembro de 2004) (BRASIL, 2004), com normas sobre boas
praticas na producdo de alimentos, considerando a necessidade de constante aperfeicoamento
das acOes de controle e inspecdo sanitaria em servigos de alimentacao.

Em relacdo a desinfeccdo de equipamentos e locais de armazenamento de produtos
alimenticios, a legislacdo permite o uso de desinfetantes a base de cloro, como 0 NaOCI (RDC
n°. 14, 28 de fevereiro de 2007) para superficies que estdo em contato com alimentos,
obedecendo as respectivas restrigdes e atualizacbes (BRASIL, 2007), assim como o uso de PAA
como agente de controle de micro-organismos em industrias alimenticias (Port. n°. 122, 29 de
novembro de 1993) (BRASIL, 1993). Somente em 2004 foi permitido o uso de PAA como
coadjuvante, para o controle de micro-organismos na lavagem de alguns alimentos (RDC n°. 2,
8 de janeiro de 2004) (BRASIL, 2004). Todavia, ainda existem falhas na legislacdo, uma vez
que a concentragdo e tempo de exposicdo aos sanitizantes, permanecem sem padronizagéo.
Portanto, € necessario estabelecer estratégias para tal impasse, para a obtengdo dos resultados

desejados, sem causar qualquer efeito adverso a saide humana ou ao ambiente.
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3. OBJETIVO
O objetivo do estudo foi caracterizar o potencial patogénico de isolados de Salmonella

spp. a partir de amostras de frango, pela analise molecular do perfil de viruléncia e de resisténcia

a antimicrobianos e sanitizantes, além da pesquisa de producéo de biofilmes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencgdo das amostras

Foram estudadas 42 cepas de Salmonella spp isoladas no ano de 2003, a partir de
carcacas de frango, que pertenciam a cole¢do de culturas do Laboratdrio de Microbiologia de
alimentos, do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias de
Botucatu (IBB) — UNESP/Botucatu-SP.

Além disso, 84 peitos de frango foram analisados, obtidos em acougues e

supermercados, da cidade de Botucatu, SP.

4.2. Deteccdo da presenca de Salmonella (Andrews et al, 2001)

Todos os meios de culturas utilizados foram da marca Oxoid, exceto quando
especificados.

Para o isolamento de Salmonella, 25 gramas das amostras de frango foram
homogeneizados com 225 ml de 4gua peptonada tamponada, incubada a 35°C por 24 horas. A
seguir, uma aliquota de 100 pl foi transferida para 10 ml de caldo Rappaport Vassiliadis e outra
aliquota de um ml, para 10 ml do caldo Tetrationato, incubados a 42°C/24 horas e 35°C/24
horas, respectivamente. A seguir, cada caldo foi semeado em placas de Petri contendo o &gar
xilose-lisina-desoxicolato (XLD), o agar Salmonella-Shigella (SS) e CHROMagar Salmonella.
Apos incubacéo de 24 horas a 35°C, as coldnias caracteristicas de Salmonella foram isoladas e
repicadas em agar tripticase de soja (TSA) inclinado, sendo consideradas as cepas estoque. Os
tubos foram incubados a 35°C por 24 horas e a partir desse crescimento foram realizados testes
de triagem, com o &gar triplice acucar ferro inclinado (TSI) e agar fenilalanina inclinado,
incubados a 35°C por 18-24 horas. Apos os resultados esperados nestes 2 testes, os isolados
foram submetidos frente aos soros polivalentes somético e flagelar (Probac do Brasil).

4.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

4.3.1. Extracdo do lisado bacteriano das cepas de Salmonella

Cada cepa foi semeada em agar XLD, incubada a 35°/24 horas e uma colénia foi
transferida para um tubo de polipropileno contendo 200 uL de agua Milli-Q estéril, sendo
submetida a uma temperatura de £90°C por 10 min. Apds resfriamento em gelo, o tubo foi
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centrifugado a 10.000 rpm/1 minuto e o sobrenadante que contém o DNA das amostras foi

coletado para as futuras reagdes de PCR.

4.3.2. Pesquisa dos genes de viruléncia e confirmacdo do género Salmonella spp.

A identificacdo dos isolados como Salmonella sp foi confirmada pela presenca do gene
invA, seguido da pesquisa de outros genes relacionados a viruléncia, conforme a Tabela 1.

Para as reacdes de PCR, foram utilizados tubos de microcentrifuga de 0,2 mL em um
volume total de 15uL, composto por 7,5uL de GoTaq® Green Master Mix (Promega), 5,5uL
de &gua nuclease-free (Promega), 0,5uL de cada primer e 1L da amostra de DNA. A incubagéo
foi realizada em termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystem)
empregando-se os parametros de um ciclo inicial a 94°C durante 1 minuto para desnaturacédo
inicial, seguidos por 35 ciclos a 94°C/1 minuto, com temperaturas de anelamento especificas,
relacionadas no Quadro 1, por 30 segundos, 72°C/1 minuto e a temperatura de extenséo final
foi de 72°C por 7 minutos.

O controle positivo usado foi Salmonella Enteritidis ATCC 13076, enquanto no controle

negativo, o acido nucléico foi substituido por agua nuclease-free.
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Tabela 1. Sequéncia dos primers e suas temperaturas de anelamento utilizados para a deteccao dos

genes de viruléncia, em cepas de Salmonella spp., isoladas de carcaca de frangos.

Temperatura

Primer Sequéncia Pb d Referéncia
e anelamento
invA F: TCATCGCACCGTCAAAGGAAC - oG Arnold et al.,
R: CACGATATTGATATTAGCCCG 2004
B
sop F: CGGACCGGCCAGCAACAAAACAAGAAGAAG 720 66.5°C Skyberg et
R: TAGTGATGCCCGTTATGCGTGAGTGTATT ’ al., 2006
sopD )
F: ACGACCATT TGCGGCG 101 56.5°C Hur et al.,
R: GAGACACGCTTCTTCG ’ 2011
SipA
P F: CCAGGGGTCGTTAGTGTATTGCGTGAGATG 550 66.5°C Skyberg et
R: CGCGTAACAAAGAACCCGTAGTGATGGATT ’ al., 2006
sipB
P F: CGCGTAACAAAGAACCCGTAGTGATGGATT 675 66.5°C Skyberg et
R: ACACTCCCGTCGCCGCCTTCACAA * al., 2006
sipD F: ATGCTCCTTGCAGGAAGCTTTTG 1029 53°C Shah et al.,
R: TTAATATTCAAAATTATTCCG 2011
ssaR
F: GTTCGGATTCATTGCTTCGG 1628 50°C Hur et al.,
R: TCTCCAGTGACTAACCCTAACCAA 2011
SifA
! F: TTTGCCGAACGCGCCCCCACACG 449 66.5°C Skyberg et
R: GTTGCCTTTTCTTGCGCTTTCCACCCATCT ’ al., 2006
spvB F: CTATCAGCCCCGCACGGAGAGCAGTTTTTA 17 66.5°C Skyberg et
R: GGAGGAGGCGGTGGCGGTGGCATCATA * al., 2006
sitC
! F: CAGTATATGCTCAACGCGATGTGGGTCTCC 268 66.5°C Skyberg et
R: CGGGGCGAAAATAAAGGCTGTGATGAAC ’ al., 2006
|
tolC F: TACCCAGGCGCAAAAAGAGGCTATC 61 66.5/C Skyberg et
R: CCGCGTTATCCAGGTTGTTGC ! al., 2006
IroN F: ACTGGCACGGCTCGCTGTCGCTCTAT 1908 66.5°C Skyberg et
R: CGCTTTACCGCCGTTCTGCCACTGC ’ al., 2006
flgk
g F: ATGTCCAGCTTGATTAATCAC 1659 53°C Shah et al.,
R: GCGAATATTCAATAACGCATC 2011
flgl F: ATGCGTATCAGTACCCAGATG 051 53°C Shah et al.,
R: CCGGTTCAACTGGAAAAGC 2011
B F: ATGGCACAAGTCATTAATACAAAC 1515 53¢ Shah et al.
R: ACGCAGTAAAGAGAGGAC 2011
adrA
F: GGGCGGCGAAAGCCCTTGAT - 60°C orimer Blast
R: GCCCATCAGCGCGATCCACA
csgD F: TGCGGACTCGGTGCTGTTGT
) 123 60°C Primer Blast

R: CAGGAACACGTGGTCAGCGG

Pb: pares de base.
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4.3.3. Pesquisa dos genes de resisténcia aos antimicrobianos

Para confirmacdo da resisténcia dos isolados de Salmonella spp. as p-lactamases tipo
AmpC, carbapenemases e colistina, foi investigada a presenca dos genes blacmy-2, blakec
(serina-B-lactamase), além de mcr-1 e mcr-2, respectivamente (Tabela 2).

Os genes referentes a resisténcia as carbapenemases (blakrc e blanowm) foram pesquisados
através da técnica de PCR Multiplex, utilizando o volume total de 15 pL, diferindo apenas nas
quantidades de cada reagente, sendo 7,5uL de GoTagq® Green Master Mix (Promega), 4,1uL de
agua nuclease-free (Promega), 0,6L de cada primer e 1uL da amostrade DNA. A amplificacédo
foi realizada com o mesmo termociclador seguindo os requisitos especificos da corrida dos

genes em questao.

Tabela 2. Primers e condi¢bes das reacdes de PCR utilizadas para deteccdo de genes de

resisténcia aos antimicrobianos, em cepas de Salmonella spp., isoladas de frango.

T t N
Gene Sequéncia (5°-3°) Pb emperatura Referéncias
anelamento
CMY2 _ F: ATGATGAAAAAATCGTTATGC ) Koeck et al.
R: TTGCAGCTTTTCAAGAATGCGC 1143 58°C (1997)
KPC F: CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG . .
R: CTTGTCATCCTTGTTAGGCG 0 4°C Poirel etal. (2011)
mer-1 F: GGTCAGTCCGTTTGTTC . .
R: CTTGGTCGGTCTGTA 309 60°C Liu et al. (2016)
mer-2 F: ATGACATCACATCACTCTTGG . e Liassine et al.
R: TTACTGGATAAATGCCGCGC (2016)

Pb: pares de bases

4.3.4. Visualizacdo dos genes amplificados

Os produtos das reacoes de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
em tampdo de acido Bérico-Tris-EDTA (TBE) e revelados com Sybr Safe (Invitrogen). Os
produtos foram analisados comparativamente com marcadores de DNA de 100bp e 1kp e
fotografados em analisador de imagens (Alphaimager — Alpha esasy FC Software —

Alphalnotech Corporation).
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4.4. Sorotipagem das cepas de Salmonella

As cepas de Salmonella spp que apresentaram o gene invA foram sorotipadas pelo
Instituto Adolfo Lutz (IAL), em Sao Paulo.

4.5. Producéo de biofilme em microplaca de poliestireno

A verificacdo e quantificacdo de biofilme em microplaca de poliestireno foi realizada
de acordo com a metodologia descrita por Stepanovic et al. (2003). As cepas de Salmonella
foram incubadas em caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI) a 35°C/24 horas. A seguir, a
cultura foi diluida, aproximadamente, a 108 UFC/ml (0,5 na escala de MacFarland), utilizando-
se BHI + 0,5% de glicose. Aliquotas de 200 pL dessa diluicdo foram distribuidas, em
quadruplicata, em placas de poliestireno de 96 pocos e incubadas a 35°C/96 horas. Apds essa
etapa, os pogos foram lavados trés vezes com solugdo tampdo (PBS, pH 7,4), para remocéao das
células ndo fixadas, a placa foi seca a temperatura ambiente e coradas com cristal violeta a 1%,
por 15 minutos. Apds trés lavagens com agua destilada, para a remocéo do corante, a placa foi
seca a temperatura ambiente e o biofilme formado foi ressuspendido em 200uL de acido acético
glacial a 33% por 10 minutos. A quantificacdo foi realizada em um leitor de ELISA
(Babsystems, MultiSkan EX), em um comprimento de onda de 570nm.

O BHI néo inoculado foi utilizado como branco, para corrigir o valor de absorbancia. A
partir da média das quatros repeticdes (DO) e de acordo com a relacdo entre DO e DOc (controle
negativo), os isolados foram classificados em ndo produtores de biofilme ou produtor fraco,

moderado ou forte, de acordo com Stepanovic et al. (2003):

DO < DOc = nao produtor de biofilme
DOc <DO < (2 X DOc) = fraco produtor de biofilme
(2XDOc) <DO < (4XDOc) = moderado produtor de biofilme
(4XDOc) < DO = forte produtor de biofilme

4.6. Produtoras de p-lactamase de Amplo Espectro (ESBL)

Para a pesquisa de Salmonella spp. produtora de ESBL, foi utilizada a técnica de disco-
difusdo (Jarlier et al., 1988) conforme critérios recomendados pelo Clinical and Laboratory
Stanards Institute (CLSI, 2015). Na triagem, os isolados de Salmonella spp. foram cultivados

em agar BHI a 35°C/6 horas, diluidas em solucéo fisioldgica (0,9% NaCl) para a escala de 0,5

33



de MacFarland (108 UFC/mI) e semeadas em agar Mueller-Hinton (MH, Oxoid) com auxilio
de swab esterilizado. Os antibidticos (Cefar) ceftriaxona (CRO, 30ug), cefotaxima (CTX,
30uQ), ceftazidima (CAZ, 30ug) e aztreonam (ATM, 30ug) foram adicionados a placa de MH
semeada e incubados a 35°C + 2°C por 18 horas para a determinacéo dos diametros do halo de
inibicdo. As cepas com halo menor ou igual ao preconizado (CRO < 25mm, CTX < 27mm,
CAZ <22mm e ATM < 27mm) foram selecionadas para o teste confirmatdrio que consiste na
mesma técnica descrita acima coma adi¢do do disco de amoxicilina-&cido clavulanico (AMC,
30ug) a uma distancia de 20mm dos discos de antibidticos, como inibidor de beta-lactamases.
A presenca de halos distorcidos ou uma “zona fantasma” caracterizam a cepa como positiva

para producédo de ESBL.

4.7. Concentracdo bactericida minima do acido peracético e hipoclorito de sodio

Foi determinada a concentragdo bactericida minima (CBM) dos sanitizantes hipoclorito
de sddio e acido peracético para os isolados em estudo, sendo 13 isolados, escolhidos de forma
aleatdria, foram incubados em BHI a 35°C/18 horas e, em seguida, diluidos até 10° UFC/m,
padronizados inicialmente, pela escala 0,5 de MacFarland. A metodologia adotada foi a
microdiluicdo em microplacas de 96 pocos com meio de cultura BHI e a obtencdo das
respectivas concentracfes bactericida minima de cada linhagem testada. As concentragdes
utilizadas nos ensaios foram preparadas a partir de uma solucéo inicial a 20.000 ppm (parte por
milhdo) (2%) de cada sanitizante. Todas as concentracdes subsequentes foram diluidas em BHI
na proporcdo 1:1. Apds o periodo de acdo de 15 minutos dos sanitizantes em temperatura
ambiente, todas as dilui¢cGes foram plaqueadas em agar TSA e apos incubacgdo a 35°C/ 24 horas,
realizou a leitura das placas a fim de verificar se houve ou ndo o crescimento de coldnias nas
respectivas dilui¢bes, sendo considerada a CBM aquela em que ndo havia mais crescimento.
Os ensaios foram realizados em triplicata, bem como os controles positivos e negativos.

A leitura do CBM foi feita através da observacdo de presenca ou auséncia de
crescimento bacteriano para cada linhagem e foi estabelecido um valor final que abrangesse

90% dos isolados avaliados.

4.8. Teste de susceptibilidade ao hipoclorito de sodio e acido peracetico na presenca de

biofilme

As cepas produtoras de biofilme foram submetidas ao teste de susceptibilidade aos
sanitizantes hipoclorito de sodio e acido peracético. Para a realizacdo do teste, as concentragoes
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de hipoclorito de sodio e acido peracetico utilizados foram baseadas na CBM determinada no
item 4.7.

A produgdo de biofilme ocorreu como descrito no item 4.5., pelas cepas consideradas
positivas em teste prévio, por 96 horas. Apos esse periodo, os pocos foram lavados quatro vezes
com PBS estéril e cada um foi inoculado com 200uL de cada sanitizante por 15 minutos, sendo
uma placa referente ao NaOCI e outra ao &cido peracético. Posteriormente, por meio da técnica
de gotejamento (10ul), parte do conteudo de cada poco foi plaqueado em placas de TSA, para
confirmar a eficiéncia dos sanitizantes, pela auséncia de crescimento. Os pogos foram lavados,
para a retirada dos sanitizantes e depois, preenchidos com PBS estéril e a microplaca foi levada
ao sonicador (Hielscher; UP100H), sendo realizados cinco ciclos de cinco segundos, na
amplitude de 30%, para a quebra do biofilme e o conteddo dos pocos foi plaqueado em TSA.
A protecdo ocasionada pelo biofilme seria considerada eficiente se ndo houvesse o crescimento
de coldnias nas placas antes da sonicacao (demonstrando a eficiéncia do desinfetante em células
plancténicas) com a presenca de colbnias apds esse processo. Como controle, dois pogos foram
inoculados com PBS no lugar dos sanitizantes. Os testes serdo realizados em triplicata.
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5. RESULTADOS
5.1. Isolados de Salmonella sp.
Os 42 isolados de Salmonella spp. que estavam estocados foram ressemeados para

verificagdo da pureza e reconfirmagéo da identificagdo. Para isso, foram utilizados os meios de

cultura XLD, SS e CHROMagar Salmonella, como observado na Figura 3.

Figura 3. Placas com col6nias caracteristicas de Salmonella spp. em diferentes meios de cultura. (A) agar
xilose-lisina-desoxicolato (XLD); (B) agar Salmonella-Shigella (SS); (C) CHROMagar Salmonella (CR).

Além disso, foram analisadas 84 amostras de carcagas de frango e 14 (16,7%) foram
positivas para Salmonella spp, totalizando 56 cepas de Salmonella spp. no presente estudo.

5.2. Sorotipagem das cepas de Salmonella

De acordo com a sorotipagem realizada pelo Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo)
observou-se 13 sorovares diferentes, entre as 56 cepas estudadas, sendo cinco sorovares
referentes aos isolados deste ano e oito sorovares pertencentes a colegdo de culturas.

Das 42 Salmonella spp isoladas em 2003, 24 cepas pertenciam ao sorovar Enteritidis
(57,1%), cinco S. Ohio (11,9%), quatro S. enterica subs. enterica 6,7:K:- (9,5%), duas S. Agona
(4,8%), duas S. Infantis (4,8%) e uma de cada de S. Tennesse, S. Bredeney, S. Orion e S.
Brandenburg (2,4%). Além de uma (2,4%) S. enterica subs. enterica (rugosa) ndo tipavel. Ja
referente as 14 cepas isoladas no ano de 2018, oito eram sorovar Typhimurium (57,1%), duas
S. Infantis (14,3%), uma de cada de S. Schwarzengrund, S. Heidelberg e S. 1.4,5,12:i:- (7,1%),

bem como uma (7,1%) S. enterica subs. enterica (rugosa) ndo tipavel.
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5.3. Caracterizacdo molecular dos isolados de Salmonella spp.

O género Salmonella foi confirmado pela reagdo de PCR, pela pesquisa do gene invA
(Figura 4). Dentre as 56 cepas de Salmonella isoladas, todas (100%) apresentaram positividade

para esse gene.

S S S— G —— — S —— — ——

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose para deteccao do gene invA (284 pb); poco
1: DNA ladder 100 pb; poco 2: controle positivo; pogo 3: controle negativo; po¢os

4-20: amostras.

Ap06s a confirmacgdo do género, os genes de viruléncia adrA, csgD, sopB, sopD, sipA,
sipB, sipD, ssaR, sifA, spvB, sitC, iroN, tolC, flgK, flgL e fljB foram pesquisados, estando
todos presentes na maioria dos isolados. Excepcionalmente, ndo foram observados os genes
sopD em 8,1% e spvB em 37,5% dos isolados, tais genes sdo responsaveis por promover 0s
sintomas de diarreia e aumentar a taxa de crescimento e sobrevivéncia bacteriana,

respectivamente (Figura 5).

Genes de Viruéncia
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Figura 5. Distribui¢do dos genes de viruléncia, em cepas de Salmonella spp., isoladas de frango.
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Pelas Figuras 6 a 21, pode-se observar os resultados da PCR, em relacdo a presenca dos

genes relacionados a viruléncia.

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose para detec¢do do gene adrA (92 pb);
pogo 1: DNA ladder 100 pb; pogo 2: controle positivo; pogo 3: controle

negativo; pocos 4-30: amostras.

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene csgD (123
pb); poco 1: DNA ladder 100 pb; poco 2: controle positivo; poco 3: controle
negativo; pogos 4-30: amostras.

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene sopB (220

pb); pogo 1: DNA ladder 1 kb; pogo 2: controle positivo; pogo 3: controle
negativo; pogos 4-17: amostras.
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene sipA (550 pb);
poc¢o 1: DNA ladder 100 pb; poco 2: controle positivo; poco 3: controle negativo;

pocos 4-17: amostras.

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene sipB (875 pb);
po¢o 1: DNA ladder 1 kb; poco 2: controle positivo; pogo 3: controle negativo;

pocos 4-30: amostras.
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose para detecgdo do gene sipD (1029 pb);
poco 1: DNA ladder 1 kb; pogo 2: controle positivo; pogo 3: controle negativo;

pocos 4-30: amostras.
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Figura 12. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene sifA (449 pb);
poco 1: DNA ladder 100 pb; pogo 2: controle positivo; poco 3: controle negativo;
pocos 4-20: amostras.
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose para detecgdo do gene sitC (768 pb);
pogo 1: DNA ladder 1 kb; pogo 2-16: amostras.

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene ssaR (1628
pb); poco 1: DNA ladder 1 kb; pogo 2: controle positivo; poco 3: controle
negativo; pocos 4-17: amostras.

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene iroN (1205
pb); poco 1: DNA ladder 1 kb; poco 2: controle positivo; pogo 3: controle
negativo; pogos 4-17: amostras.

Figura 16. Eletroforese em gel de agarose para detec¢do do gene tolC (161 pb);
pogo 1: DNA ladder 100 pb; pogo 2: controle positivo; pogo 3: controle

negativo; pogos 4-17: amostras.
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Figura 17. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene flgL (951
pb); poco 1: DNA ladder 1 kb; poco 2: controle positivo; po¢o 3: controle

negativo; pocos 4-30: amostras.
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Figura 18. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene flgK
(1656 pb); poco 1: DNA ladder 1 kb; pogo 2: controle positivo; pogo 3:

controle negativo; pogos 4-17: amostras.
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Figura 19. Eletroforese em gel de agarose para detec¢do do gene fljB (1515
pb); poco 1: DNA ladder 1 kb; poco 2: controle positivo; pogo 3: controle

negativo; po¢os 4-30: amostras.
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Figura 20. Eletroforese em gel de agarose para detec¢do do gene sopD
(1291 pb); poco 1: DNA ladder 1 kb; poco 2: controle positivo; pogo 3:

controle negativo; pogos 4-30: amostras.
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Figura 21. Eletroforese em gel de agarose para detec¢do do gene spvB (717
pb); poco 1: DNA ladder 1 kb; poco 2: controle positivo; po¢o 3: controle

negativo; pocos 4-14: amostras.

5.4. Producéo de biofilme em microplaca de poliestireno

A capacidade dos isolados de Salmonella spp. de formar biofilme em microplaca de
poliestireno foi observada em apenas 27 (48,2%) isolados. Em relacdo a intensidade de
producdo de biofilme, seguindo os padrbes de Stepanovic et al. (2003), 13 (48,1%) cepas foram
classificadas como fraca produtoras, 12 (44,4%) como moderadas e 2 (7,4%) foram

classificadas como fortes produtoras (Tabela 3).

Tabela 3. Classificacdo da intensidade de producéo de biofilme, pelos sorovares de Salmonella

spp., isolados de carcacas de frango.

Biofilme
Sorovar N Fraco Moderado Forte
N (%) N (%0) N (%0)
S. Enteritidis 10 6 (60) 4 (40) -
S. Typhimurium 4 2 (50) 2 (50) -
S. enterica sub enterica 6,7:K:- 3 - 2 (66,7) 1(33,3)
S. Ohio 3 - 2 (66,7) 1(33,3)
S. Agona 2 - 2 (100) -
S. Infantis 1 1 (100) - -
S. Tennessee 1 1 (100) - -
S. Bredeney 1 1 (100) - -
S. 1.4,5,12:i:- 1 1 (100) - -
S. enterica sub enterica (rugosa) 1 1 (100) - -

N: nimero de isolados.
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5.5. Resisténcia bacteriana a antimicrobianos

No teste de triagem para a producdo de ESBL (Figura 22A e 22B), 17 (30,4%)
apresentaram resisténcia a pelo menos um antibiotico, sendo que seis (10,7%) mostraram
resisténcia a ceftazidima, 14 (25%) a cefotaxima, cinco (8,9%) a ceftriaxona e 13 (23,2%) ao
aztreonam (Tabela 4). No teste confirmatorio com a adi¢cdo do disco de amoxicilina-acido
clavulanico, nenhuma Salmonella spp. apresentou a “zona fantasma” ou distor¢do do halo,

constatando-se a ndo producdo de ESBL dos isolados.

Tabela 4. Perfil de susceptibilidade aos antibioticos usados na triagem fenotipica de producéo
de B-lactamase de espectro estendido (ESBL) em Salmonella spp. isoladas de frangos.

Antibidtico Resisténcia N° (%) Sensibilidade N° (%)
Ceftriaxona (CRO) 5 (8,9%) 51 (91,1%)
Ceftazidima (CAZ) 6 (10,7%) 50 (89,3%)
Aztreonam (ATM) 13 (23,2%) 43 (76,8%)
Cefotaxima (CTX) 14 (25%) 42 (75%)

Entretanto, foi possivel observar multirresisténcia, isto é resisténcia a pelo menos 3
antibidticos (Mateva et al., 2017) em seis (10,7%) isolados. Quatro (7,1%) deles (trés S
Typhimurium e uma S. Heidelberg) apresentaram resisténcia aos quatro antibiéticos de triagem
testados, além da amoxicilina-&cido clavulanico (Figura 22C).
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Figura 22. Teste disco-difusdo dos antibidticos ceftriaxona, cefotaxima, ceftazidima e aztreonam em
Salmonella spp. isoladas de frango. (A) Halos menores do que os preconizados para cada antibi6tico,
sugerindo resisténcia aos antibioticos testados. (B) Halos maiores do que o preconizado para cada
antibiotico, sugerindo susceptibilidade aos antibiéticos. (C) Halo demonstrando resisténcia também a
amoxicilina-acido clavulanico, mas sem a formag&o do halo fantasma (ou distorcido).

Na pesquisa de genes que conferem resisténcia aos antimicrobianos, para os isolados
de Salmonella spp. que possuem B-lactamases tipo AmpC, observou-se a presenga do gene

blacmy-2 em quatro (7,14%) cepas (Figura 23).

-

-

Figura 23. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene cmy-2 (1143pb);
poco 1: DNA ladder 1 kb; poco 2-30: amostras.
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Os genes pesquisados referentes a resisténcia as colistinas (mcr-1 e mcr-2) e a

carbapenemase (blakec), ndo foram encontrados em nenhum dos isolados.

5.6. Teste de susceptibilidade aos sanitizantes frente ao biofilme

Através da técnica de microdiluicdo (NCCLS, 1997), foi possivel determinar a CBM
para os dois tipos de sanitizantes. A fim de abranger todos os sorovares, um valor bactericida
minimo foi estabelecido para atingir 90% dos isolados, baseando-se no método da concentracao
inibitéria minima 90% (ClMgg). Para o acido peracético, a CBMgg foi de 2297 ppm (0,23%),
enquanto para o NaOCI foi de 4458 ppm (0,44%), conforme mostrado na Figura 24.

Figura 24. Concentragdo bactericida minima (CBM) em Salmonella spp. isolados de frango, para

verificar a agdo de sanitizantes em 15 minutos. (A) CBM para o &cido peracético; (B) CBM para o
NaOClI.

No teste de susceptibilidade frente ao biofilme, todas as cepas apresentaram o
mesmo resultado, ndo havendo crescimento bacteriano, tanto antes quanto apos a

sonicagao.
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6. DISCUSSAO

Salmonella spp. continua sendo um dos principais patdégenos envolvidos em DOA em
todo o mundo, devido a colonizacdo de frangos sem sinais clinicos detectaveis, seguida da
contaminacdo aos produtos e subsequente acesso aos humanos (Cosby et al., 2015). Neste
estudo, observou-se a presenga de oito sorovares diferentes isolados de frango na década
passada e cinco sorovares isolados atualmente, de um total de 42 e 14 linhagens,
respectivamente. Os sorovares S. Enteritidis e S. Typhimurium isolados nos respectivos anos
de 2003 e 2018 foram os mais prevalentes, ambos aparecendo em 57,1% da amostragem. Deve
ser ressaltado que nos isolados mais recentes, o sorovar S. Enteritidis ndo foi observado.
Diversos estudos demonstraram a alta ocorréncia destes sorovares, como no Paquistdo, onde
isolaram apenas S. Typhimurium (59,4%) e S. Enteritidis (40,6%) de carnes de aves (Khan et
l., 2019). Salem et al. (2017), no Egito, encontraram em grande parte de seus isolados S.
Typhimurium e S. Enteritidis, correspondendo a 24,3% e 17,9%, respectivamente. Na China,
Ni et al. (2018) também observaram esses dois sorovares como 0s mais prevalentes em isolados
de frangos de corte, onde 38,9% dos isolados eram S. Enteritidis e 24,4% S. Typhimurium. A
alta frequéncia desses sorovares também foi encontrada no Brasil, pois Garcia e colaboradores
(2017) observaram a presenca de S. Enteritidis em 51,2% dos isolados e S. Typhimurium em
8,1%.

S. Enteritidis e S. Typhimurium sdo um dos principais sorovares causadores de
gastroenterites humana (Kawasaki, 2012; LaRock et al., 2015). Em 2013, o Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) notificou a presenca de Salmonella spp. em 26% dos surtos de
doencas causadas por alimentos contaminados por bactérias, sendo S. Enteritidis, S.
Typhimurium, S. Heidelberg, S. Newport e S. Javiana, 0s principais sorovares envolvidos.
Ademais, S. Enteritidis predominou em carcacas de aves em outros paises, principalmente no
Brasil nos anos 2000, onde relatou-se a prevaléncia desse sorovar em mais de 80% dos isolados
(Kanashiro et al., 2005). Entretanto em outras localidades, como em paises europeus, ainda é
observada, predominantemente, a contaminacdo por este sorovar, como na Bélgica (31%),
Reino Unido (24%) e Espanha (12%) (Duarte et al., 2009), sendo tal micro-organismo relatado
em diversos surtos de doenca veiculadas por carnes de frango nos ultimos anos (EFSA e ECDC,
2018).

Contudo, apesar do foco estar voltado a estes sorovares por anos, atualmente, outros
sorovares estdo envolvidos em infecgfes humanas e animais, como S. Infantis, S. Ohio, S.
Agona, S. Heidelberg, além da variante de S. Typhimurium 1.4,[5],12:i:-, como verificado
também neste estudo (Hassan et al., 2015; Antunes et al., 2016; Shippy et al., 2018; Wajid et
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al., 2018). No Brasil, uma pesquisa realizada em 2015 mostrou essa heterogeneidade de
sorovares, onde foi isolado de amostras de frangos, S. Minnesota, S. Infantis, S. Heidelberg, S.
Senftenberg e S. Mbandak, principalmente (Voss-Rech et al., 2015). Essa variedade de
sorovares pode estar relacionado a implementacdo de medidas de controle e vacinacdo contra
0s sorovares mais predominantes em paises como o Brasil (Foley et al., 2011).

. Nas Ultimas décadas, relatos a respeito da incidéncia de resisténcia antimicrobiana em
isolados transmitidos por alimento aumentaram significativamente. A multirresisténcia de
diversas bactérias despertou um alerta mundial, pois limita as op¢fes de tratamento para as
infeccdes, além de facilitar a transferéncia de fatores de resisténcia entre 0s outros micro-
organismos patogénicos (lglesias et al., 2017; Fardsanei et al., 2018). Embora os casos de
salmonelose comum ndo necessitem do uso de antibi6ticos, a terapia com antibacterianos deve
ser aplicada em casos mais graves (Procura et al., 2017). Neste contexto, o uso irregular de
antibioticos tanto em humanos como em aves, selecionou isolados de Salmonella resistentes a
diversos antimicrobianos usados constantemente nas praticas hospitalares e veterinarias. A
maior preocupagdo se deve ao aumento da resisténcia aos -lactamicos em geral, visto que
diversos patogenos codificam B-lactamases que hidrolisam a maioria desses antimicrobianos,
principalmente, os de espectro estendido (ESBL), como cefalosporinas de 32 e 42 geracdo (Bush
e Jacoby, 2010; Kao et al., 2017).

No atual estudo observou-se que os isolados de Salmonella ndo foram produtores de
ESBL, porém 17 (30,3%) isolados apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano.
Outros autores também encontraram baixas taxas, como Clemente e colaboradores (2013), que
investigaram a susceptibilidade aos antimicrobianos em 275 isolados de S. enterica
multirresistentes e apenas duas (0,73%) foram produtoras de ESBL. Também observaram baixa
resisténcia a cefotaxima (0,7%), resultados inferiores aos encontrados no presente estudo. Uma
investigacao realizada em industrias de frango de corte na Italia, revelou que das 324 S. Infantis
isoladas, apenas 2 (0,62%) foram capazes de produzir ESBL (Carfora et al., 2018). Em
contrapartida, um trabalho realizado no nordeste da Argélia a partir de amostras de aves,
mostrou que 26,6% dos isolados de Salmonella produziram ESBL, (Djeffal et al., 2017). As
altas taxas de suscetibilidade presente em alguns paises podem ser atribuidas a
regulamentacdes, programas de controle, além de vigilancia e monitoramento do uso de
medicamentos veterinarios em produtos de origem animal (Cunha-Neto et al., 2018).

O gene blacwmy-2 que codifica a resisténcia a p-lactamase AmpC, foi detectado em quatro
(7,14%) linhagens de Salmonella spp., sendo estas multirresistentes e isoladas no ano de 2018.
Campos e colaboradores (2017), em uma pesquisa realizada com 31 cepas de Salmonella spp.
isoladas de carnes de frango importadas do Brasil para o Japdo, encontraram o gene blacmy-2
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em seis (19,3%) isolados. A CMY-2 é frequentemente reportada em salmonelas isoladas de
paises americanos (Fitch et al., 2016) e diversas pesquisas executadas no Brasil, demonstraram
a presenca desse gene em taxas mais elevadas que o presente estudo, como Giuriatti et al.
(2017), que observaram a presencga do gene blacwmy-2, a partir de amostras de frangos, em 38,9%
dos isolados de Salmonella spp. No ano seguinte, outro estudo realizado no Brasil com carnes
de frango observou perfil similar, onde 20% das salmonelas isoladas apresentaram tal gene
(Moura et al., 2018).

Esses resultados corroboram com o fato de que a producdo de ESBL, bem como das
demais enzimas B-lactamicas, podem variar com a regido de isolamento e o tamanho da
amostragem (Chaudhary e Aggarwal, 2004; Pathak et al., 2017), além de serem comumente
relatadas em casos de cepas multirresistentes (Huang et al., 2013; Fernandez et al., 2018).
Apesar da baixa taxa de multirresisténcia no estudo em questao, destaca-se o fato de tal cepas
serem isoladas recentemente, o que sugere um aumento na selecdo de linhagens resistentes ao
longo dos anos.

Os genes de viruléncia invA, sipA, sipB, sipD, sopB, sopD, spvB, ssaR, sifA, sitC, iroN,
tolC, flgK, fljB e flgL codificam proteinas associadas ao processo de adesdo, invasao e
sobrevivéncia da bactéria dentro das células do hospedeiro. Dos 15 genes testados, 13 foram
encontrados em todas as linhagens analisadas, demostrando o alto potencial patogénico dessas
cepas. Entretanto, o gene spvB estava presente em 35 (62,5%) isolados e 0 sopD em 51 (91,1%).

Hur et al. (2011) analisaram 46 S. Enteritidis isolados de frangos de corte na Coréia e
verificaram que mais de 93% deles abrigavam os genes de viruléncia invA, hilA, sipA, sopD,
SOpPE2, ssrA, ssaR, sopB, sopA e spvC. Resultados similares foram obtidos por Campioni et al.
(2012) em coletas feitas na cidade de S&o Paulo, que ao estudarem 128 isolados de S. Enteritidis,
guando observaram que 97,6% deles apresentaram todos os genes de viruléncia investigados
(invA, sipA, sipD, sopB, sopD, sopE2, ssaR, sifA, spvB, prot6E, flgK, fljB e flgL), sendo que
somente um isolado foi negativo para o gene sipA. Em Sao Paulo, Almeida et al. (2013)
estudaram 35 S. Infantis isoladas de fezes humanas e alimentos variados e constataram que
todas as cepas carregavam os genes flgK, fljB, flgL, invA, sopB e sifA. Nenhuma das cepas em
questdo apresentaram o gene spvB e apenas uma nao possuia o gene sopD. Além destes estudos,
Aravena et al. (2019) analisaram a presenca de seis genes de viruléncia (invA, sifA, pefA, agfA,
IpfA and, stkD) em isolados de S. Heidelberg, a partir de amostras clinicas e ambientais e 100%
carreavam todos os genes pesquisados, com exce¢do do pefA, que ndo detectado em nenhum
dos isolados.

Esses resultados sugerem ndo haver nenhuma diferenca na presenca dos genes de
viruléncia de Salmonella spp., isoladas de materiais clinicos, ambientais ou de origem
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alimentar. Além disso, a elevada presenca desses genes de viruléncia, deve-se a facilidade da
transmissédo horizontal (Chu et al., 2018), demonstrando o grande potencial patogénico desses
isolados em causar infecgdes humanas independentemente da época de isolamento.

Outro fator de viruléncia de extrema importancia é a formacéo de biofilme, conhecido
por permitir o crescimento e sobrevivéncia dos micro-organismos nele envolvidos. Devido a
sua matriz extracelular polimérica, o biofilme protege a bactéria contra acdo de agentes
bactericidas, utilizados frequentemente para a limpeza de equipamentos de processamento. A
intensidade de formacdo de biofilme das bactérias pode variar significativamente entre os
diferentes sorovares e isolados, devido a disponibilidade de nutrientes, propriedades das
superficies e as tensdes ambientais geradas em testes laboratoriais, proporcionando
comportamentos distintos e apresentando-se como forte, moderado, fraco ou néo produtores de
biofilme (Srey et al., 2013; Chylkova et al., 2017; Kumar et al., 2018). Assim, somente a
presenca dos genes csgD e adrA, reguladores estruturais do biofilme, pode néo refletir a sua
real expresséo (Borges et al., 2018).

A capacidade dos isolados de Salmonella em formar biofilme em microplaca de
poliestireno foi observada em 48,2% dos isolados, apesar dos genes csgD e adrA estarem
presentes em todas as linhagens. O estudo de Oliveira et al. (2014) mostrou-se que todas as 174
Salmonella isolados de frango apresentavam o0s genes csgD e adrA, mas 98,3% produziram
biofilme a 35°C e nenhuma das cepas foi classificada como forte produtora. Ziech et al. (2016)
apresentaram valores similares, onde os 98 isolados de Salmonella codificavam os genes csgD
e adrA, mas somente um (1%) isolado foi classificado como forte produtor, enquanto 69
(70,4%) cepas foram consideradas fracas produtoras e 28 (28,6%), moderadas. Borges et al.
(2018) observaram que 66% dos seus isolados de Salmonella, sorovares S. Enteritidis e S.
Typhimurium, foram capazes de formar biofilme em superficie de poliestireno, sendo a maioria
(40,9%) fracas produtoras. Shi et al. (2018) isolaram 40 cepas de Salmonella a partir de aves
doentes e 27 (67,5%) foram produtores de biofilme.

Com o passar dos anos, a producdo de alimentos se expandiu, aumentando a
complexidade de sua producdo, devido a volumes maiores, operacdes frequentemente
mecanizadas, alimentos mais elaborados, além do tempo e distancia entre a producdo e o
consumidor (Langsrud et al., 2003), onde a seguranca desses produtos causa constantes
preocupacfes aos consumidores, a indastria de alimentos e aos 0rgdos reguladores. Assim,
diferentes diretrizes estdo sendo propostas para limitar e controlar a ocorréncia de patdgenos
em alimentos. O uso de sanitizantes como sistema de controle nos processos de limpeza e
desinfeccdo em ambientes de produgéo e venda é uma das alternativas para manter a qualidade
dos alimentos. Esse processo deve remover 0s contaminantes microbianos que se acumulam
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nas superficies durante a producdo, evitando a transferéncia de micro-organismos por toda a
cadeia produtiva (Falcé et al., 2019; Moretro e Langsrud, 2018).

Atualmente, os sanitizantes mais comumente utilizados no cenério alimenticio séo a
base de cloro, como 0 NaOCl, e acidos, como o PAA (Singh et al., 2018). Nesses ambientes, a
eficacia do processo de sanitizacdo depende de inimeras variantes, como a temperatura do
ambiente, tempo de exposicao e concentracdo dos sanitizantes, além do tipo de material na qual
ocorrera o processo de desinfeccdo. No presente estudo, detectou-se a CBM necessaria para 0s
isolados de Salmonella spp., que correspondeu a 0,44% para NaOCl e 0,23% ao PAA.
Conseguinte, mediante o teste de susceptibilidade a tais sanitizantes, frente ao biofilme, foi
possivel observar a auséncia de crescimento de todos os isolados antes e apds o processo de
sonicagdo. Esses resultados demonstraram que os desinfetantes foram efetivos nas
concentragOes testadas (CBMaow) € que 0s biofilmes ndo protegeram as células bacterianas,
possivelmente porque a maioria delas foram classificadas como fracas ou moderadas produtoras
de biofilme. E, embora dois isolados tenham sido classificados como fortes produtores,
aparentemente, a espessura do biofilme produzido néo foi suficiente para proteger as células do
desinfetante.

Ziech et al. (2016) testaram o PAA a 0,2% por 15 minutos, concentragdo muito proxima
a usada no presente trabalho e mesmo tempo, em biofilmes de Salmonella spp., isoladas de uma
planta de processamento de aves e também detectaram um significativo decréscimo da
populacdo (5,71 log UFC/cm?). Utilizando concentracdes bem menores de NaOCI (0,004%;
0,005% e 0,006%), por 10 minutos, Sarjit et al. (2017) observaram uma reducdo das células
bacterianas de 2.93, 2.96 e 4.1 log UFC/cm? respectivamente, de Salmonella Enteritidis ATCC
13076, mesmo na presenca de biofilme. Em 2108, Ifiguez-Moreno et al. também analisaram o
comportamento do biofilme de Salmonella spp. isoladas de industrias de carnes, frente ao
NaOCI (0,02%) e ao PAA (0,35%) por 15 minutos e observaram a auséncia de crescimento

bacteriano perante a ambos sanitizantes.
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7. CONCLUSAO

A heterogeneidade de sorovares de Salmonella spp. presentes em carcagas de frango
isolados ao longo dos anos demonstrou a grande facilidade de disseminacdo desta bactéria, a
qual carreia genes codificadores de importantes fatores de viruléncia. A associacdo de tais
fatores a multirresisténcia aos antimicrobianos de Gltima geracdo observada ao decorrer do
tempo, como demonstrado no presente estudo, é extremamente preocupante a saude publica,

principalmente para os consumidores imunodeprimidos.

Os isolados produtores de biofilme apresentaram-se, em sua grande maioria, como
fracos ou moderados produtores, o que auxiliou na total efetividade da acdo dos desinfetantes,
frente as bactérias. Portanto, respeitando-se o tempo de exposi¢do e a concentracdo adequada
desses produtos, ocorrera a eliminacdo dos patdgenos, evitando a sua persisténcia no ambiente
e a contaminacéo de carnes de boa procedéncia.
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