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RESUMO

Salmonella spp. é uma bactéria entérica, responsavel por graves doencas de
origem alimentar e um dos principais agentes envolvidos em surtos no mundo todo. A
contaminacdo ocorre, principalmente pelo consumo de carne de frango e ovos, uma vez
que esses animais podem ser portadores de varios sorovares patogénicos para 0 homem.
O objetivo do estudo foi avaliar o potencial patogénico de 40 cepas de Salmonella spp.,
isoladas de esteiras de um abatedouro de aves, por testes fenotipicos de adeséo, invaséo
e producdo de biofilme e analise genotipica da presenca de varios genes relacionados
com fatores de viruléncia, além de verificar sua persisténcia no ambiente e sua
susceptibilidade a antimicrobianos por disco-difusdo. Foi observada resisténcia a
tetraciclina (17,5%) ampicilina (10%), cefotaxima (7,5%), cotrimoxazol (5%) e
cloranfenicol (2,5%). Todas as cepas apresentaram 0S genes invA, sipB, sipD, ssaR,
sifA, sitC, iroN, tolC, flgK, fljB e flgL. Os genes sopB e sipA estavam presentes em
92,5% dos isolados, enquanto sopD e spvB foram observados em 90% e 32,5% das
cepas, respectivamente. Todos os isolados aderiram e invadiram células HelLa, com
indice de invasdo variando de 1,4 a 73,8%. Com relacdo a producdo de biofilme, 31
(77,5%) cepas foram capazes de produzir biofilme em microplacas de poliestireno. Pela
técnica de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), detectou-se a persisténcia de
clones no ambiente por até 18 semanas, entre as 20 amostradas. N&o foi possivel o
estabelecimento de uma correlacdo entre as taxas de adesdo e invasdao e a
presenca/auséncia dos genes codificadores de proteinas efetoras envolvidas nesses
processos. Além disso, a capacidade dessas cepas em produzir biofilme e com isso,
persistirem no ambiente e se dispersarem pelas superficies de contato na planta de
processamento, favorece a contaminagdo de alimentos de boa qualidade, fato agravado
pelo potencial patogénico desses isolados demonstrados pela capacidade de adesdo e

invasdo e pela resisténcia a varios antimicrobianos.

Palavras- chave: Biofilme, Genes de viruléncia, Invasdo, PFGE, Susceptibilidade a
antimicrobianos
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ABSTRACT

Salmonella spp. is an enteric bacterium responsible for serious foodborne disease,
being one of the main agents involved in outbreaks worldwide. Contamination occurs
mainly by poultry and egg consumption once these animals carry some pathogenic
serotypes for the human being. Our aim was to evaluate the pathogenic potential of 40
strains of Salmonella spp., isolated from poultry slaughterhouse mats, by adhesion and
invasion phenotypic tests, and biofilm production, and genotypic analysis to identify
genes related to virulence factors, besides we verified its environment persistence and
its antimicrobial susceptibility by disc-diffusion. We observed resistance to tetracycline
(17.5%), ampicillin  (10%), cefotaxime (7.5%), cotrimoxazole (5%) and
chloramphenicol (2.5%). All strains possessed invA, sipB, sipD, ssaR, sifA, sitC, iroN,
tolC, flgK, fljB and flgL genes. The genes sopB and sipA was present in 92.5% of the
isolates, while sopD and spvB were observed in 90% and 32.5% of the strains,
respectively. All strains adhered and invaded HeLa cells, with invasion index varying
from 1.4 to 73.8%. Regarding to biofilm production, 31 (77.5%) strains were able to
produce biofilm on polystyrene microplates. The Pulsed-field gel electrophoresis
technique (PFGE) detected the existence of clones in the environment for up to 18
weeks, among de 20 sampled. It was not possible to establish a correlation between
adhesion and invasion rates and the presence/absence of effector protein coding genes
involved in these processes. In addition, the ability of these strains to produce biofilm
and thus persist in the environment and disperse through contact surfaces in the
processing plant, favors the contamination of good quality food, a fact aggravated by
the pathogenic potential of these isolates demonstrated by the adhesion capacity and

invasion and resistance to various antimicrobials.

Keywords: Antimicrobial susceptibility, Biofilm, Invasion, PFGE, Virulence genes
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1. INTRODUCAO

Salmonella spp. € um dos micro-organismos mais envolvidos em doencas de
origem alimentar e sua presenca em carcacas e produtos derivados de frangos representa
um sério risco a saude publica.

O mecanismo de patogenicidade de Salmonella spp. € multifatorial, complexo e
varios fatores de viruléncia sdo necessarios para a colonizacao, invasao, sobrevivéncia e
multiplicacdo intracelular no hospedeiro. A caracterizagcdo genotipica e fenotipica
possibilita a compreensdo do potencial dessas bactérias em causar infecgdo,

contribuindo também para a rastreabilidade da mesma.

1.1.  Caracteristicas gerais de Salmonella spp.

As bactérias do género Salmonella pertencem a familia Enterobacteriaceae, séo
bacilos Gram negativos, ndo formadores de esporos, anaerobios facultativos, capazes de
utilizar o citrato como Unica fonte de carbono e produzir gas a partir da glicose (exceto
Salmonella Typhi). Produzem acido sulfidrico a partir da reducédo do enxofre por acédo
da enzima cisteina desulfidrase e, em sua maioria, sdo méveis por flagelos peritriquios,
exceto os sorovares Salmonella Pullorum e S. Gallinarum (Trabulsi e Alterthum, 2015).
Essas bactérias estdo amplamente distribuidas na natureza e podem estar presentes em
varias espécies animais, especialmente nas aves e nos suinos, sendo patogénica para
humanos e outros animais (Holt et al., 1994; Hensel, 2004).

A classificacdo do género Salmonella, a partir da identificagdo de antigenos, teve
inicio em 1926, pelos trabalhos desenvolvidos por White e, posteriormente, por
Kauffman, em 1930, em estudos que deram origem ao Esquema de Kauffman e White,
bastante empregado nos dias atuais e que propde a divisdo do grupo em sorogrupos e
sorovares, com base na presenca dos antigenos O (somatico), H (flagelar) e Vi
(capsular) (Bell e Kyriakides, 2002; De Jong et al., 2012).

Os antigenos O sdo designados através de numeros ardbicos e caracterizam 0s
sorogrupos de Salmonella spp., Segundo Gorzynski (1997), o polissacarideo do
lipopolissacarideo (LPS) € o principal antigeno de superficie dessas bactérias e sua
especificidade antigénica deve-se a unidades repetidas de acucares (tri, tetra ou
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pentassacarideos). O antigeno capsular estd sempre presente no sorovar S. Typhi e,
ocasionalmente, em S. Dublin (Ryan et al., 2017).

J& os antigenos flagelares (H) podem ocorrer nas fases 1 e 2 e sdo designados
por letras minusculas. Como essa variedade € maior do que a quantidade de letras do
alfabeto, a letra z é utilizada com indicadores numéricos (z1, z2, z3). A diferenciacédo
entre as fases 1 e 2 ocorre quando uma célula de Salmonella spp. possuidora de um
determinado antigeno flagelar se multiplica e d& origem a um clone que expressa outro
antigeno flagelar. Os antigenos de fase 1 (ou especifica) caracterizam alguns sorovares e
os de fase 2, sdo comuns a varios sorovares. Essa informacéo constitui um dos atributos
utilizados para classificar Salmonella spp. (Campos, 2005).

Segundo Guibourdenche et al. (2010), o género Salmonella consiste de duas
espeécies, Salmonella bongori e Salmonella enterica, sendo esta ultima dividida em seis
subespécies: S. enterica subespécie enterica, S. enterica subespécie salamae, S. enterica
subespécie arizonae, S. enterica subespécie diarizonae, S. enterica subespécie
houtenae, S. enterica subespécie indica. Os sorovares pertencentes a S. enterica subsp.
enterica sao designados por um nome geralmente relacionado com o local geografico do
seu primeiro isolamento, que é escrito em letras romanas normais (ndo em italico) e a
primeira letra em maiusculo. Sorovares pertencentes as outras subespécies e a espécie S.
bongori sdo designados por seus antigenos, seguidos do nome da subespécie.
Atualmente, sdo descritos 2.659 sorovares (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014).

A subespécie enterica é considerada a mais importante, uma vez que a grande
maioria dos sorovares isolados de humanos pertence a esse grupo. Do ponto de vista
epidemiol6gico, embora os casos de salmoneloses possam ser causados por diversos
sorovares, S. Enteritidis e S. Typhimurium sdo reconhecidos como o0s principais
responsaveis por causar essa infeccdo em humanos (Moore et al., 2007; Pang et al.,
2007; Kottwitz et al., 2010; Fardsanei et al., 2017; Reyes et al., 2017).

S. Typhi e S. Paratyphi sdo sorovares especificos dos seres humanos. S. Typhi é
0 agente causador da febre tifoide, uma infeccdo sistémica caracterizada por febre alta,
dor de cabeca, dor abdominal, nduseas e anorexia. O paciente ainda pode tornar-se um
portador desse patdgeno e continuar disseminando a infeccdo. J& S. Paratyphi é a
responsavel pela febre entérica, cujos sintomas clinicos sdo mais brandos quando
comparados aos da febre tifoide podendo evoluir para septicemia. As salmonelas néo
tiféides, como S. Enteritidis e S. Typhimurium, podem causar gastrenterite auto-

limitada em humanos, bovinos, suinos e aves, bem como bacteremia e infeccéo
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sistémica em hospedeiros imunossuprimidos (Coburn et al., 2007; De Jong et al., 2012;
LaRock et al., 2015).

1.2. Salmonelose

A salmonelose é a doenca de origem alimentar mais frequente no mundo
(Bollaerts et al., 2008; Feasey et al., 2012; Fardsanei et al., 2017) e de acordo com o
sorovar envolvido, a concentracdo do indculo, os fatores de viruléncia expressos pelo
agente e o estado imunoldgico do hospedeiro, Salmonella spp. pode ocasionar desde
uma infeccdo gastrentestinal branda até septicemia ou morte (Coburn et al., 2007;
Verbrugghe et al., 2016; Bierschenk et al., 2017). Os sintomas caracterizam-se por dor
abdominal, diarreia, calafrios, febre, vémito, desidratacdo e dores de cabeca, sendo que
o0 periodo de incubacgédo pode variar de 5 a 72 horas, frequentemente ocorrendo entre 12
e 36 horas. A recuperacdo ocorre de 1 a 7 dias ap6s o aparecimento dos sintomas
(Bollaerts et al., 2008; Salem et al., 2017).

No Brasil, entre 2007 a 2016, foram notificados 6.632 surtos de doenca de
origem alimentar com 118.104 pessoas doentes, 17.186 hospitalizaces e 109 obitos.
Embora ndo tenha ocorrido a identificacdo do agente etiol6gico em 4.662 dos casos,
Salmonella foi o micro-organismo mais comumente isolado, com 497 casos (BRASIL,
2017). Nos Estados Unidos, estima-se que a cada ano ocorra, aproximadamente, 1
milhdo de casos de salmonelose por salmonelas ndo-tifoide, com 19.336 pessoas
hospitalizadas e 378 6bitos (CDC, 2011).

A dose minima infectante (DMI) para o homem ¢ incerta, pois 0 nimero de
micro-organismos necessarios para a producdo de sintomas pode ser maior que 10
células, dependendo do sorovar envolvido. Em consequéncia, no Brasil é exigida a
auséncia de Salmonella em 25¢g do produto final (Notermans e Hoogenboom-Verdegaal,
1992; BRASIL, 2001).

De acordo com a Associacdo Brasileira dos Produtores e Exportadores de
Frangos (ABEF), o Brasil é o segundo produtor mundial de carne de frango, atras
apenas dos Estados Unidos, e o maior exportador. Otimizando os fatores produtivos,
com o aumento da preocupacdo com a qualidade final do produto, conquista-se cada vez
mais mercados (ABEF, 2017).

Devido ao crescimento da industria avicola, a salmonelose recebeu destaque por

causar perdas econdmicas em todas as fases de criagdo. A contaminacdo das aves pode
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ocorrer por transmissdo vertical (via ovo) ou no seu ambiente de criagdo. ApoOs 0
contato com 0 micro-organismo, as aves tornam-se portadoras intestinais e eliminam a
bactéria nas fezes promovendo a contaminagdo no abatedouro e comprometendo toda a
linha de producdo (Andreatti Filho et al., 2001; Andreatti Filho et al., 2011; Marietto-
Gongcalves e Andreatti Filho, 2012).

Samonella enterica subespécie enterica pode causar trés tipos de salmonelose
aviaria. Baseado em suas diferentes propriedades bioquimicas o sorovar S. Gallinarum
foi dividido em biovar Gallinarum e biovar Pullorum. Embora apresentem
caracteristicas similares como, antigenos somaticos idénticos, exclusividade em
espécies aviarias e auséncia de flagelos, as doencas causadas por esses patdgenos
apresentam diferentes patogenicidades e epidemiologia (Barrow e Freitas Neto, 2011;
Batista et al., 2015). O biovar S. Pullorum causa a doenca do pullorum, sendo
responsavel pelo elevado indice de morbidade e mortalidade em aves recém-nascida.
Nas aves jovens, € possivel ocorrer regressdao da doenga, tornando-as portadoras
assintomaticas apds o quadro de infeccdo. A doenga causada pelo biovar S. Gallinarum
é conhecida como tifo aviario, uma doenca sistémica severa, sendo mais comum em
aves adultas, mas animais de todas as idades podem ser susceptiveis (Barrow e Freitas
Neto, 2011; Batista et al., 2015; Xie et al., 2017). Ja as infec¢des paratiféides podem ser
causadas por qualquer sorovar de Salmonella. S. Heidelberg, S. Kentucky, S. Enteritidis,
S. Typhimurium, S. Montevideo, S. Infantis, S. Schwarzengrund, S. Hadar, S.
Mbandaka, S. Thompson e S. Senftenberg tém recebido destaque como sorovares
predominantes em aves (Antunes et al., 2016; Paul et al., 2017).

A ocorréncia e a quantidade de Salmonella presente na carne variam de acordo
com as condicdes de manejo durante a criacdo e com os cuidados higiénicos nas
operacdes de abate dos animais e posterior manipulacdo das carcacas. Apesar dos
avancos tecnoldgicos, a carne de frango ainda é passivel de contaminacdo bacteriana,
especialmente por micro-organismos do género Salmonella, que se encontram no trato
intestinal podendo contaminar as carcacas e outros produtos, caso o processo de abate
ndo seja realizado com os cuidados higiénicos adequados. Em um levantamento em
diferentes paises, Silva et al. (2004) observaram que de 30 a 50% das carcacas de
frangos congelados ou refrigerados estavam contaminados por Salmonella. No Brasil,
ha relatos de contaminacdo por Salmonella em frangos e seus derivados variando de
13,3 2 86,7% (Carvalho e Cortez, 2005; Cardoso et al., 2015).
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A salmonelose na avicultura pode causar grandes perdas econémicas devido a
mortalidade e redugdo na producao de ovos, além de ser um problema de saude publica.
Sendo assim, sua prevencao tornou-se uma realidade preocupante para toda a avicultura,
tendo em vista que a principal via de contaminacao humana é pelo consumo de produtos

avicolas contaminados (Salem et al., 2017).

1.3.  Fatores de viruléncia e mecanismos de patogenicidade em humanos

Para uma melhor compreensdo da atuacdo desses genes de viruléncia no
mecanismo de patogenicidade é necessario conhecer as etapas que fazem parte do
processo infeccioso e para isso, os modelos baseados em linhagens celulares sdo
frequentemente usados em ensaios de adesdo e invasdo como indicadores do potencial
patogénico das bactérias (Mellor et al., 2009).

A patogénese da Salmonella inclui a adesdo a superficie das células do epitélio
intestinal do hospedeiro e a invaséo e sobrevivéncia no interior dessas células (Ochoa e
Rodrigues, 2005; Gagnon et al., 2013). De maneira geral, as salmonelas penetram no
organismo por via oral, pela ingestdo de alimentos ou dgua contaminados e sobrevivem
ao ambiente &cido do estbmago, as altas concentracBes de sais biliares, ao aumento da
osmolaridade, as alteragdes na disponibilidade de nutrientes e ions, a reducdo da tensao
de oxigénio e a competicdo com a microbiota intestinal do hospedeiro. Esse micro-
organismo desenvolveu mecanismos que modulam a expressdo fenotipica e genotipica
em funcdo das mudancgas do ambiente em que se encontra, permitindo sua sobrevivéncia
e multiplicacdo (LaRock et al., 2015; Trabulsi e Alterthum, 2015; Chakroun et al.,
2018).

Ao alcancarem o intestino humano, na por¢cdo do ileo terminal e cdlon,
provocam alteracdes inflamatdrias no epitélio intestinal, incluindo a infiltracdo de
neutrdfilos e fluidos no lumen intestinal, resultando em diarreia. Salmonella é capaz de
induzir a expressdo e a regulacdo de varias citocinas pro-inflamatérias no epitélio
intestinal humano, que desempenham um importante papel no inicio da resposta
inflamatdria, como a interleucina-8 (IL-8), que é a principal citocina pré-inflamatoria,
responsavel por ativar neutrofilos durante a resposta imune, sendo secretada pelas
células epiteliais intestinais em resposta a entrada bacteriana. Pode-se ainda citar a
interleucina-6 (IL-6), que também é secretada por células epiteliais e possui maltiplas

fungdes bioldgicas tal como a regulagdo da hematopoiese, inflamacdo e imunidade. A
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diferenciacdo de células B e macrofagos tambem esta envolvida na resposta de fase
aguda (Ghosal et al., 2015; Chakroun et al., 2017). Salmonella pode ser fagocitada no
l[imen intestinal facilitando a invasdo da mucosa intestinal. Porém, a bactéria
geralmente induz a sua propria fagocitose por células epiteliais e atravessa a barreira
epitelial através de células M das microvilosidades intestinais (LaRock et al., 2015;
Trabulsi e Alterthum, 2015). Segundo Hensel (2004), esse patdgeno endocitado é capaz
de se proliferar no interior de células infectadas do hospedeiro dentro de um
compartimento conhecido como “vactiolo contendo Salmonella” (SCV). Além disso,
dentro das células, as bactérias garantem uma fonte de nutrientes e ficam protegidas da
acdo de antibidticos (Alva-Murillo et al., 2011).

Essa viruléncia expressada pelas salmonelas é multifatorial e complexa,
incluindo presenca de fimbrias, flagelos, proteinas efetoras, habilidade de penetrar e
replicar nas células epiteliais, resisténcia a acdo do complemento e producdo de
endotoxinas (Rodrigues, 2005). Alguns desses fatores sdo chamados de “classicos” e
podem estar localizados em elementos genéticos méveis, como transposons, plasmideos
e bacteriofagos ou fazem parte de regides especificas do cromossomo da bactéria, nas
Ilhas de Patogenicidade (IP) (van Asten e van Dijk, 2005; De Jong et al., 2012).

Em muitas bactérias entéricas, a viruléncia pode ser conferida por uma Unica
regido do genoma, como o plasmideo de viruléncia em Shigella flexneri. Porém, a
capacidade de vida intracelular facultativa de Salmonella exige um grande numero de
genes distribuidos em seu cromossomo (Skyberg et al., 2006). A maioria dos genes
relacionados a viruléncia em Salmonella encontra-se nas llhas de Patogenicidade de
Salmonella (SPIs) e em um plasmideo associado a viruléncia (pSTV). O operon spv
localizado em uma regido altamente conservada no pSTV tem o papel de potencializar a
disseminacéo sistémica do patégeno, além de auxiliar na sua replicacdo em locais extra-
intestinais (Fardsanei et al., 2017).

As llhas de Patogenicidade de Salmonella (SPI) sdo grandes regides do
cromossomo (10 a mais de 100 Kb) que codificam vérios fatores de viruléncia e, até o
momento, foram descritas 17 SPIs, sendo que algumas sdo conservadas para 0 género
enguanto outras sdo especificas de determinados sorovares (Vieira, 2009; Oliveira et al.,
2013). Segundo Bessa (2006), esses genes foram adquiridos de outros géneros
bacterianos através da transferéncia horizontal, aumentando a patogenicidade da

Salmonella spp. durante sua evolugéo.
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As SPI-1 e SPI-2 s&o as mais estudadas e ambas codificam o Sistema de
Secrecdo Tipo Il (T3SS) que forma um canal na membrana da célula hospedeira,
permitindo que proteinas efetoras do citoplasma bacteriano sejam secretadas no interior
dessas células (Coburn et al., 2007). Essas proteinas induzem a invasdo das células
epiteliais através de modificacbes no citoesqueleto de actina, permitindo a
internalizacéo e a proliferacdo do patogeno (Vieira, 2009; Trabulsi e Alterthum, 2015).

Na SPI-1 estdo localizados 0s genes necessarios para invasdo de células ndo
fagociticas e os envolvidos na secrecdo do T3SS. Embora inicialmente caracterizada
como uma ilha de invasdo, alguns genes ai localizados possuem funcdes adicionais
relacionadas a ativacdo de vias imunes inatas (Coburn et al., 2007), bem como o
envolvimento do cluster do gene sit, na captura de ferro (Fortes et al., 2012).

O operon inv (invasibility), presente na SPI-1, é composto de sete genes
invVABCDEFG. O gene invA € o primeiro no operon, desempenhando funcao importante
na invasdo de células epiteliais (Turki et al., 2012, Oliveira et al., 2013).

O gene sipA codifica a proteina SipA, que provoca 0 rearranjo na actina da
parede da célula alvo, formando poros que permitem a translocacdo das proteinas.
SipBCD possuem um papel na translocacdo de outras proteinas efetoras. Entretanto, o
gene sipB € responsavel pela inducdo de apoptose em macréfagos, pela ativacdo da
caspase-1 e SipC também exerce um papel no agrupamento da actina (Hansen-Wester e
Hensel , 2001; Campioni et al, 2012; Oliveira et al., 2013).

A SPI-1, juntamente com genes adicionais localizados externamente, codificam
as proteinas SptP, SopE e SopE2, que interferem com a funcéo de proteinas celulares de
uma familia de pequenas GTPases do hospedeiro (Cdc42, Rac-1 e Rho) que regulam a
formacdo de filamentos de F-actina e a dindmica do citoesqueleto, além disso a
interacdo dessas proteinas com Rho GTPases das células epiteliais ativa o fator nuclear
kappa 8 (NF-kR), podendo levar a liberagéo de citocinas pré-inflamatdrias (LaRock et
al., 2015; llyas et al., 2017).

As proteinas efetoras SopA, SopB e SopD estdo relacionadas com o0s sintomas
de diarreia. A proteina SopB, uma fosfatase de inositolfosfato, estimula a perda de
eletrolitos e a secregdo de fluidos das células epiteliais para o limen intestinal (Hansen-
Wester e Hensel, 2001; Wood et al., 2004) e, assim como SopE, também exerce um
papel na promocao de respostas inflamatdrias (Hu et al., 2017a; llyas et al., 2017).

A maioria das proteinas efetoras secretadas pela SPI-1 (SopA, SopB, SopE,

SopE2, SipA e SipC) colaboram com o estabelecimento do processo inflamatorio por
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intermédio da producdo de IL-8 através da ativacdo da cascata de fosforilacdo das
proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK) e NF-kB, causando a
desestabilizacdo das zonulas ocludens e a migracdo de neutréfilos para o lumen
intestinal (LaRok et al., 2015).

A SPI-2 estd ligada a capacidade da Salmonella em sobreviver nas células
fagociticas e replicar-se dentro dos SCV nas células eucaridticas (Fortes et al., 2012;
Trabulsi e Alterthum, 2015). Também esta envolvida na indugdo da enterocolite e na
doenca sistémica (Coburn et al., 2007). Ao contrario da SPI-1, que esta presente em
ambas as espécies S. enterica e S. bongori, a SPI-2 sé foi detectada em S. enterica,
sugerindo que seja uma aquisicao recente (Hansen-Wester e Hensel, 2001; Fortes et al.,
2012). Os genes ssaR e sifA permitem a sobrevivéncia e replicagdo bacteriana dentro
das células hospedeiras. A proteina efetora SifA € responsavel por manter a integridade
da membrana fagocitica da SCV durante a proliferacdo intracelular (Almeida et al.,
2013; Campioni et al., 2012; Fortes et al., 2012).

H& poucas informacBGes sobre as demais SPIs. Sabe-se que a SPI-3 esta
envolvida na adeséo inicial e na sobrevivéncia durante a disseminacao sistémica e que 0
principal fator de viruléncia codificado por ela é um sistema de transporte de alta
afinidade com Magnésio (MgCB). Ja os genes da SPI-4 sdo necessarios para a fase
intestinal da doenca e para codificacdo de adesinas ndo fimbriais, o que pode contribuir
para a persisténcia em longo prazo (Fortes et al., 2012; Trabulsi e Alterthum, 2015).

A SPI-5 codifica proteinas efetoras para os T3SS codificados por SPI-1 e SPI-2
e media a inflamacdo e secrecdo de cloro, caracterizando a fase enteropatogénica, além
de codificar o gene sopB. SPI-7 é especifica dos sorovares S. Typhi, S. Dublin e S.
Paratyphi. E nessa ilha que o antigeno Vi é codificado e é também onde se encontra o
fago sopE que codifica a proteina efetora SopE do T3SS da SPI-1 (Schmidt e Hensel,
2004; Fortes et al., 2012).

As demais SPIs estdo relacionadas com a codificacdo de fimbrias, resisténcia a
varias bacteriocinas, producdo de toxinas e sobrevivéncia da bactéria no interior do
macrofago, contribuindo para a infecgdo sistémica (Oliveira et al., 2013; Ilyas et al.,
2017).

Os genes flgK, fljB e flgL codificam proteinas associadas aos flagelos. Ja o spvB
pode aumentar a taxa de crescimento nas células hospedeiras e afetar a interacdo da

Salmonella com o sistema imune do hospedeiro (Campioni et al., 2012; Almeida et al.,
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2013). Os genes sitC e iroN estdo envolvidos na aquisicdo de ferro e o tolC, no
reconhecimento e invasao da célula hospedeira (Mezal et al., 2013).

Os biofilmes também s&o considerados um fator de viruléncia, uma vez que eles
protegem 0s micro-organismos envolvidos na sua matriz, aumentando a resisténcia a
acao de antimicrobianos e sanitizantes e permitindo a sua propagacdo no ambiente. A
maior parte da atividade bacteriana na natureza ocorre, ndo com as ceélulas
individualizadas crescendo de maneira planctdnica, em suspensdo, mas com as bactérias
organizadas em comunidades de diferentes graus de complexidade, associadas a
diversas superficies, geralmente compondo um biofilme. Esses biofilmes séo
constituidos por células aderidas a uma superficie inerte (abidtica) ou viva (bidtica),
embebidas numa matriz de exopolissacarideos (EPS), constituidas principalmente por
polissacarideos e proteinas. Modificacdes dos componentes das EPSs podem interferir
na formacdo do biofilme e na viruléncia dos patdgenos associados a ele (Zhao et al.,
2017).

Os biofilmes sdo encontrados em diversas superficies, como alimentos,
equipamentos de processamento de alimentos, tubulacbes de agua e industriais,
ventilacdo, dispositivos médicos e tecidos vivos (Zhao et al., 2017). A associacdo dos
organismos em biofilmes constitui uma forma de protecdo ao seu desenvolvimento,
fomentando relacBes simbiéticas e permitindo a sobrevivéncia em ambientes hostis.
Dessa forma, constituem um aspecto fundamental da ecologia e biologia bacteriana
(Wong e O'toole, 2011).

A formacdo de biofilmes pode ser influenciada por fatores ambientais, como
acucares ou proteases presentes no meio de crescimento, concentracdes de ferro, calcio,
manganés, oxigénio e carbono, temperatura, pH e osmolaridade (Melchior et al., 2009;
Zhao et al., 2017).

Existem diferentes teorias para a formacdo de um biofilme, sendo que a
primeira foi proposta por Marshall et al. (1971), onde o processo ocorreria em duas
etapas. Na primeira etapa, a adesao dos micro-organismos a superficie seria reversivel,
pois 0s mesmos estariam ligados fracamente a superficie, mantidos por interaces
fisico-quimicas ndo especificas. Na segunda etapa, a adesao se tornaria irreversivel, pois
0 tempo de contato seria maior, com producdo de uma matriz extracelular de natureza
polissacaridica e/ou proteica.

A teoria mais recente e aceita para a formagao de biofilmes é caracterizada por

um processo sequencial de adeséo bacteriana, formagdo de micro-colénias e secrecdo de
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substancias que formam a matriz, essencialmente constituida de EPS, mas que também
poderia conter proteinas de superficie responsaveis pela adesdo bacteriana, seguido pelo
desenvolvimento precoce da arquitetura do biofilme e sua maturacdo (Stoodley et al.,
2002; Cue et al., 2012; Joo e Otto, 2012; Zhao et al., 2017). Apos a estabilizacdo do
biofilme, algumas bactérias podem se desprender da camada mais externa e aderir ao
ambiente circundante, permitindo que o biofilme se espalhe e se estabeleca ao longo da
superficie (Hall-Stoodley e Stoodley, 2005; Lasa, 2006; Zhao et al., 2017), conforme
Figura 1.

Maturagéo Disperséo

<> Fatores de adesdo
Proteases e Nucleases

Figura 1. Processo sequencial da formacdo de biofilme. 1. Adesdo inicial; 2. Formacdo de micro-
coldnias; 3. Produgdo de EPS; 4. Maturacéo; 5. Dispersdo de células plancténicas (Zhao et al., 2017).

Tanto o desprendimento de células ou agregados celulares da estrutura do
biofilme como o desenvolvimento primario e a maturacdo sdo dependentes da densidade
populacional e modulacdo da expressdo génica, controlados por moléculas
sinalizadoras, no processo denominado quorum sensing (Waters e Bassler, 2005; Zhao
etal., 2017).

Os biofilmes tém importante papel na sobrevivéncia de Salmonella sob
condi¢cGes ambientais desfavoraveis, gracas as fimbrias agregativas e a producdo de
celulose que formam a matriz extracelular (Gerstel e Rémling, 2003; Wang et al.,
2013). Fimbrias bacterianas e celulose estdo entre os principais componentes do
biofilme de Salmonella (Oliveira et al., 2014). As fimbrias desempenham um papel
importante na adesdo de Salmonella spp. a superficie da célula alvo e ja foram

identificados pelo menos 20 operons distintos no genoma de Salmonella spp.
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relacionados com a producdo de fimbrias (Collighan e Woodward, 2001). Ja a celulose
desempenha um papel estrutural conferindo protecdo mecénica, quimica e bioldgica
contra 0 meio em que esta inserido o biofilme ou facilitando o processo de adesdo
celular (Solano et al., 2002).

Ha ainda diversos genes e proteinas envolvidos na fixacdo bacteriana,
motilidade, deteccdo e resposta a disponibilidade de oxigénio, regulacdo génica global,
transporte e resposta ao estresse, que séo diferentemente expressos em biofilmes quando
comparados as células plancténicas (Hamilton et al., 2009). O gene csgD regula outros
genes envolvidos na formacédo de biofilme por Salmonella spp. (Gibson et al., 2006).
Foi demonstrado que esse gene controla positivamente a regulagdo das fimbrias e a
ativacdo da producdo de celulose da matriz extracelular em S. Typhimurium, resultando
na formacdo de uma matriz extracelular espessa (Zogaj et al., 2000; Gerstel e Rémling,
2003). Esse gene estimula indiretamente a producdo de celulose, atraves da ativacéo da
transcricdo do gene adrA, que por sua vez, estimula a producdo de uma proteina
homonima, que afeta positivamente a atividade enzimatica da maquinaria biosintética
da celulose. A co-expressdo dos dois componentes da matriz extracelular dos biofilmes
de Salmonella spp. leva a formacdo de uma rede altamente hidrofébica com células

compactadas, alinhadas formando uma matriz rigida (Zogaj et al., 2000).

1.4. Resisténcia a antibacterianos

A gastrenterite causada por Salmonella, na maioria dos casos é auto-limitada e
sem a necessidade de antibioticoterapia. Porém, em alguns casos especiais, como
pacientes imunodeprimidos, a infeccdo pode progredir para uma doenca sistémica,
como bacteremia, meningite e endocardite, sendo necessario o uso de antimicrobianos
(Fardsanei et al., 2016). Entretanto, 0 aumento de sorovares resistentes a tais farmacos,
incluindo resisténcia a quinolonas, fluorogquinolonas e a cefalosporina de terceira
geracdo, tornou-se um grande motivo de preocupacdo por representar um problema de
salde publica (Hur et al., 2012; Utrarachkij et al., 2016; EI-Tayeb et al., 2017).

Alguns antimicrobianos usados no tratamento de infecgdes em humanos séo
utilizados também como tratamento terapéutico de animais doentes e como promotores
do crescimento e seu uso indiscriminado tanto em humanos quanto em animais pode
causar resisténcia aumentada em populacdes bacterianas (Pande et al., 2015; Nulty et

al., 2016; Hu et al., 2017b; Mathole et al., 2017). Como consequéncia, 0s alimentos de
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origem animal podem abrigar patogenos resistentes aos antibioticos e atuar como um
veiculo na disseminacdo dessas cepas para 0 homem (Fardsanei et al., 2017; El-Tayeb et
al., 2017).

A resisténcia antimicrobiana em S. enterica é atribuida a varios mecanismos
como a alteracdo da permeabilidade de membrana ou da parede celular, expulsdo ativa
do antibidtico para o exterior da célula, degradagdo enzimética de alguns agentes
antimicrobianos e alteracéo do local de a¢des de drogas (El-Tayeb et al., 2017).

Sabe-se que 0s genes de resisténcia antimicrobiana podem ser transferidos
horizontalmente entre bactérias por transducdo, conjugacdo ou transformacéo e que o
genotipo da resisténcia antimicrobiana depende de mais de um gene e a expressao pode
variar dependendo das condi¢bes (Sanchez-Maldonado et al., 2017; O’Bryan et al.,
2018). A resisténcia as penicilinas e cefalosporinas por Salmonella spp. ocorre pela
presenca da enzima B-lactamase, que atua degradando a estrutura quimica dos agentes
antimicrobianos. J& a resisténcia a quinolona foi inicialmente atribuida a mutagdes
pontuais no gene gyrA, que codifica a subunidade A da girase, cujo complexo com
DNA ¢ o principal alvo das quinolonas. A combinacdo de dois principais mecanismos
de resisténcia, multiplas mutaces de genes alvos e efluxo ativo mediado por AcrAB-
TolC, é a responsavel pela resisténcia as fluoroquinolonas (Hur et al., 2012; Kao et al.,
2017).

Poole (2005) observou que a resisténcia aos aminoglicosideos em Salmonella
estd associada as enzimas fosfotransferases, acetiltransferases e adeniltransferases de
aminoglicosideos que funcionam por fosforilagdo, acetilacdo e adenilacdo de certos
aminoglicosideos, respectivamente. A resisténcia a tetraciclina e ao cloranfenicol esta
altamente associada a aquisicdo e expressao de bombas de efluxo, que reduzem os
niveis toxicos do farmaco nas células bacterianas (Hur et al., 2012). A resisténcia ao
cloranfenicol em Salmonella também estd associada a modificagdo do alvo do
medicamento por acetiltransferases de cloranfenicol codificadas pelos genes cat
(Murray e Shaw, 1997).

O perfil de resisténcia a agentes antimicrobianos tem sido usado como um meio
de acrescentar informacdo no processo de tipificagdo de linhagens bacterianas. O
monitoramento desse dado fornece informacgdes sobre a situacdo das populacdes
bacterianas em diferentes areas geograficas e ao longo do tempo (Bessa, 2006;
Utrarachkij et al., 2016).
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Portanto, a deteccdo e 0 monitoramento de cepas de Salmonella multirresistentes
sdo importantes para a escolha adequada de antibacterianos para o tratamento da
salmonelose grave e sistémica e para avaliar o risco de propagacdo dessas linhagens
(Yang et al., 2002).

1.5. Caracterizagdo molecular por eletroforese em gel de campo pulsado
(Pulsed-Field Gel Electrophoresis, PFGE)

A identificacdo e caracterizacdo genotipica dos isolados bacterianos séo
essenciais para a vigilancia epidemiolégica e investigacdo de surtos, a fim de identificar
a fonte, implementar medidas de controle e/ou tomar a¢des para remover o alimento
contaminado do mercado (Torpdahl et al., 2005; Bopp et al., 2016; Ziebell et al., 2017).
Alguns métodos moleculares sdo empregados para relacionar a origem de varios micro-
organismos (clones). A presenca de sequéncias gendmicas conservadas e com
variabilidade podem ser acessadas pela clivagem ou amplificagdo do material genético
permitindo caracterizar segmentos de DNA de tamanho e composicdo varidveis que
podem ser interpretados em corridas eletroforéticas e sequenciamento génico (Tenover
et al., 1997; Weber et al., 1997).

O PFGE foi descrito como a técnica mais utilizada para tipagem e é usado para
proporcionar uma maior discriminacao entre 0s agentes patogénicos (Bopp et al., 2016),
sendo uma importante ferramenta para a caracterizacdo molecular de Salmonella
(Barrett et al., 2006). O PulseNet é um programa em rede que conecta os principais
laboratérios de referéncia nos Estados Unidos e disponibiliza protocolos padronizados
da técnica de PFGE para Salmonella e outros patdgenos transmitidos por alimentos
(Barco et al., 2013).

Esse método molecular de tipagem baseia-se na separacdo de fragmentos de
DNA obtidos por digestdo dos cromossomos com endonucleases de restricdo. O padréo
de bandas gerado (pulsotipo) pode ser observado visualmente, quando poucos isolados
sdo analisados ou através do BioNumerics, um softwarer especifico (Tenover et al.
1995; Barco et al., 2013). As enzimas de restricdo mais utilizadas em Salmonella
incluem Xbal, BInl ou Spel e como padrio de peso molecular “universal” na
normalizagdo de impressdes digitais de PFGE, é utilizado o DNA de S. Braenderup
H9812 (ATCC BAA - 664) restrito com Xbal (Foley et al., 2009).
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Entretanto, observou-se a partir da literatura consultada que algumas cepas de
Salmonella enterica, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Clostridium difficile
ndo sdo tipaveis devido a degradacdo do DNA pela producéo de radicais Tris reativos
durante a corrida eletroforética. Porém, a adicdo de tiourea ao tampéo de eletroforese
pareceu resolver esse problema (Liesegang e Tschédpe, 2002; Murase et al., 2004;
Goering, 2010).

Os protocolos padronizados de PFGE podem ser usados para atingir uma alta
reprodutibilidade interlaboratorial, tornando-o util no desenvolvimento, manutencdo e
compartilhamento entre bancos de dados nacionais e internacionais, como PulseNet-
USA e PulseNet-Europe. Poréem, esse método é laborioso e muitas vezes requer de 2 a 4
dias para realizacdo dos procedimentos e analise dos resultados (Foley et al., 2009).
Além disso, se um “evento" genético ndo afetar a mobilidade eletroforética do
fragmento de DNA digerido com enzima, a mudanca pode nao ser identificada como
um gendtipo alterado (Foley et al., 2007).

Considerando a importancia de Salmonella na cadeia produtiva de aves, seu
potencial patogénico para infeccdo em humanos, e a capacidade de transmissao cruzada
entre alimentos, conhecer o perfil de viruléncia, de sensibilidade e diversidade destes
patdégenos pode fornecer informacBes sobre sua disseminacdo e propor medidas de

controle.
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2. OBJETIVOS

Avaliar o potencial patogénico de Salmonella spp., previamente isoladas de
esteiras de um abatedouro de aves, por testes fenotipicos de adeséo, invasao e producéo
de biofilme e andlise genotipica da presenca de varios genes relacionados com esses
fatores de viruléncia, além de verificar sua persisténcia no ambiente e sua

susceptibilidade a antimicrobianos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.  Obtencéao das cepas de Salmonella spp.

Nesse estudo, foram utilizadas 40 cepas isoladas em um trabalho anterior, a
partir de dois tipos de esteiras, de um abatedouro de frango sob Inspecdo Federal
localizado na cidade de Itapetininga, S&o Paulo (Quadro 1). As cepas foram sorotipadas
pelo Instituto Oswaldo Cruz (FioCruz), no Rio de Janeiro.

Foram coletadas 120 amostras da superficie de cada um dos dois tipos de esteira,
(poliestireno e lona), presentes na sala de cortes do abatedouro. As amostras foram
coletadas aleatoriamente das mesmas esteiras e que transportavam o mesmo produto,
coxa e sobrecoxa. O intervalo de coleta foi estabelecido conforme o cronograma de
producdo do abatedouro, sendo a primeira realizada antes do inicio da producao (1), uma
durante as atividades da manha (I1), uma logo ap0s a parada para o almoco (I11), uma no
inicio das atividades da tarde (IV), uma durante a producdo da tarde (V) e a Gltima ap6s
o término das atividades (V). Durante a parada para o almoco (entre os momentos Il e
IV), era realizada a limpeza da sala, com a lavagem dos equipamentos e superficies com
agua quente (temperatura inferior a 60°C) e somente ap6s o término das atividades era
efetuado o procedimento completo de higienizacdo, com a lavagem e utilizagcdo de
detergentes e sanitizantes.

A coleta foi realizada com o auxilio de esponja estéril pré-hidratada em 10 mL
de 4gua peptonada tamponada. Para a padronizacdo da area de coleta, a esponja tocava a
esteira durante 10 segundos, tendo em vista a impossibilidade da parada do
equipamento durante a producdo. Logo apds a coleta, as esponjas eram acondicionadas
em sacos plasticos estéreis, onde era adicionado o volume restante de agua peptonada,
completando 100 mL e o material era acondicionado em caixa isotérmica. Para o
isolamento de Salmonella spp., a esponja foi homogeneizada em Stomacher (Seaward)
por dois minutos nos 100 mL de &gua peptonada tamponada, em um saco plastico
estéril. Apos esse periodo, 0 homogeneizado foi incubado a 35°C/24h. A seguir, 1 mL
foi transferido para um tubo de ensaio contendo 10 mL de caldo tetrationato ao qual era
adicionado um volume de 0,2 mL de iodeto de potassio a 0,1% imediatamente antes do
uso. O tubo foi incubado a 35°C/24h. Outra aliquota de 0,1 mL foi transferida para um
tubo contendo 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis e incubado a 42°C/24h. Apos este

periodo, uma algcada de cada tubo foi semeada em placas de Petri contendo Agar Xilose-
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Lisina-Desoxicolato (XLD) e placas contendo Agar Salmonella-Shigella (SS). Apos
incubacdo a 35°C/24h, as col6nias caracteristicas de Salmonella spp. foram isoladas e
repicadas para tubos de ensaio contendo Agar Triplice Agucar Ferro inclinado (TSI) e
em tubos com Agar Fenilalanina inclinado, sendo os mesmos incubados a 35°C/24h,
como forma de triagem bioquimica do agente. Cepas com resultado compativel para
Salmonella foram submetidas a testes bioquimicos complementares, empregando-se 0
sistema API-20E (Biomerieux). Apos leitura positiva no API-20E, as cepas foram

testadas frente ao soro polivalente, somatico e flagelar (Probac do Brasil).

3.2. Reacgdo em cadeia da polimerase (PCR) na pesquisa dos genes envolvidos na

viruléncia de Salmonella spp.

3.2.1. Extracdo de lisado bacteriano contendo DNA

A extracdo e purificacdo de DNA ocorreu segundo Arnold et al. (2004) com
modificacOes. As cepas de Salmonella foram inoculadas em caldo de infuséo de cérebro
e coragdo (BHI) a 37°C/24h. A seguir, 1 mL foi transferido para um tubo de
microcentrifuga, para centrifugacdo a 10.000g/10min. O sobrenadante foi desprezado e
o0 sedimento, ressuspendido em 1 mL de PBS (Solucdo Tampédo de Fosfato — 0,01 M,
pH 7,2). Esse passo foi repetido mais duas vezes, com tempo de centrifugacdo de 5
minutos. A seguir, o sedimento foi ressuspendido em 200 uL de agua ultrapura estéril e
incubado em banho-maria a 95°C/10min. Ocorreu nova centrifugacdo a 13.000g/5min e
0 sobrenadante foi congelado a - 20°C até 0 momento do uso para a reacdo em cadeia

pela polimerase (PCR).

3.2.2. Amplificacdo do DNA

Para as reagdes de PCR foram utilizados tubos de microcentrifuga de 0,2 mL
num volume total de 25 pL, utilizando-se GoTaq Green Master Mix, 2X (Promega),
conforme recomendacgdes do fabricante. A incubagdo foi realizada em termociclador
Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystem), empregando-se 0s parametros de
um ciclo inicial a 94°C/5min para desnaturacdo inicial, seguidos por 35 ciclos de
94°C/30s, temperaturas de anelamento/30s (Quadro 1) e 72°C/30s. A temperatura de

extensdo final foi de 72°C/4min. Em todas as reagOes realizadas foi utilizado um
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controle negativo, pela substituicdo do acido nucléico por agua ultrapura. Como
controle positivo foi utilizado uma cepa padrdo de Salmonella Typhimurium ATCC
14028 (ARNOLD et al., 2004).

3.2.3. Visualizacdo dos produtos amplificados

Os produtos das reagdes de PCR foram submetidos a eletroforese
(Electrophoresis Power Supply Model EPD 600 — Amersham-Pharmacia Biotech Inc.)
em gel de agarose 1,5% (Sigma Aldrich) em tampao de &cido borico-Tris-EDTA (TBE)
e revelados com SYBR Safe (Invitrogen). Os fragmentos de DNA foram analisados
comparativamente com marcadores de DNA de 100 bp (100 — 1.000 Base Pair Ladder —
Promega) e de DNA 1kb (250 — 10.000 Base Pair Ladder — Promega), sendo analisados
e fotografados em analisador de imagens (Alphaimager — Alpha Easy FC Software —

Alpha Inotech Corporation).
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Quadro 1: Primers e suas propriedades, utilizados na PCR para deteccdo dos genes de

viruléncia em Salmonella spp.

Gene Sequéncia Tamanho Temperatura Referéncia
(5'-3) produto (pb) anelamento

invA F TCATCGCACCGTCAAAGGAAC
invA R CACGATATTGATATTAGCCCG 284 60°C Arnold et al., 2004
sopB F | CGGACCGGCCAGCAACAAAACAAGAAGAAG
sopB R TAGTGATGCCCGTTATGCGTGAGTGTATT 220 66,5°C Skyberg et al., 2006
sopD F ACGACCATT TGCGGCG
sopD R GAGACACGCTTCTTCG 1291 56,5 Hur et al., 2011
SipA F CCAGGGGTCGTTAGTGTATTGCGTGAGATG
SipAR CGCGTAACAAAGAACCCGTAGTGATGGATT 550 66,5°C Skyberg et al., 2006
sipB F GGACGCCGCCCGGGAAAAACTCTC
sipB R ACACTCCCGTCGCCGCCTTCACAA 875 66,5°C Skyberg et al., 2006
sipD F ATGCTCCTTGCAGGAAGCTTTTG
sipDR TTAATATTCAAAATTATTCCG 1029 53°C Shah et al.,, 2011
ssaR F GTTCGGATTCATTGCTTCGG
ssaR R TCTCCAGTGACTAACCCTAACCAA 1628 50°C Hur et al., 2011
sifAF TTTGCCGAACGCGCCCCCACACG
sifAR GTTGCCTTTTCTTGCGCTTTCCACCCATCT 449 66,5°C Skyberg et al., 2006
spvB F CTATCAGCCCCGCACGGAGAGCAGTTTTTA
spvB R GGAGGAGGCGGTGGCGGTGGCATCATA 717 66,5°C Skyberg et al., 2006
sitC F CAGTATATGCTCAACGCGATGTGGGTCTCC
SitC R CGGGGCGAAAATAAAGGCTGTGATGAAC 768 66,5°C Skyberg et al., 2006
tolC F TACCCAGGCGCAAAAAGAGGCTATC
tolC R CCGCGTTATCCAGGTTGTTGC 161 66,5°C Skyberg et al., 2006
iroN F ACTGGCACGGCTCGCTGTCGCTCTAT
iroN R CGCTTTACCGCCGTTCTGCCACTGC 1205 66,5°C Skyberg et al., 2006
flgK F ATGTCCAGCTTGATTAATCAC
flgK R GCGAATATTCAATAACGCATC 1659 53°C Shah et al., 2011
fliBF ATGGCACAAGTCATTAATACAAAC
fliBR ACGCAGTAAAGAGAGGAC 1515 53°C Shah et al,, 2011
flgL F ATGCGTATCAGTACCCAGATG
flgL R CCGGTTCAACTGGAAAAGC 951 53°C Shah et al,, 2011

pb: pares de bases

3.3.  Caracterizacdo molecular por PFGE.

As cepas foram analisadas pela técnica de PFGE, segundo o protocolo padréo do

PulseNet (www.cdc.gov/pulsenet).

As cepas foram semeadas em placas de TSA e incubadas a 35°C/24 horas. Em

seguida, foram preparadas as suspensdes bacterianas em tampao de suspensédo celular
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(Tris 100 mM, EDTA 100m, pH:8,0) de modo a obter uma densidade otica de 0,8 a 1,0
em espectrofotdmetro a 610nm. Apoés esse procedimento, 200 pL da suspensao celular
foi transferida para um tubo de microcentrifuga, adicionado de 10 pL de proteinase K
(20mg/mL) e homogeneizada ao mesmo volume de agarose low melting a 1,2% em
solucdo de Tris-EDTA (Tris 10mM, EDTA 1mM, pH:8,0). A mistura foi colocada em
moldes de pléstico, que acompanham o aparelho Chef Mapper (Bio-Rad). Os plugs
foram transferidos para uma solucdo de lise (Tris 50mM, EDTA 50mM, pH8,0: 1% de
sarcosyl, 0,Img/mL de proteinase K) e as células foram mantidas nessa solucdo a
54°C/2h e em agitacdo constante de 120rpm. Apds esse periodo, os plugs de agarose
foram lavados 2 vezes por 15 minutos com agua ultrapura estéril e 4 vezes com tampéo
TE por 15 minutos e, a seguir, estocados em tampéao TE a 4°C.

A partir do plug de agarose, foi retirada uma fatia de, aproximadamente, 2mm
que foi mantida em 200 pL de tampé&o de restricdo por 10 min, seguida da digestdo a
37°C/2h, com 50 unidades da enzima de restricdo Xbal. Apds a digestdo, os plugs foram
colocados em gel de agarose low melting a 1,0% em tampao TBE (0,5x) e a corrida
ocorreu utilizando-se o Chef Mapper (Bio-Rad), com os parametros de: pulso inicial de
2,2 segundos, pulso final de 63,8 segundos, voltagem de 6V/cm e angulo de 120°, no
total de 18 horas. Além disso, para a corrida de PFGE o tampdo de eletroforese foi
suplementado com 50 uM de tioureia. Ao término da corrida, o gel foi corado com
SYBR Safe (Invitrogen) e analisado e fotografado em analisador de imagens
(Alphaimager — Alpha Easy FC Software — Alpha Inotech Corporation). As imagens
foram submetidas ao software Bionumerics (versdo 7.6), para comparacdes dos
produtos da digestdo e o agrupamento foi feito pelo método de clusterizacio UPGMA
usando o coeficiente de Dice. Os fragmentos de DNA da ATCC BAA-664 (S.
Braenderup H9812) foram usados como marcadores de peso molecular para os padrfes

de digestdo Xbal.

3.4. Teste da capacidade de adesdo e invasdo das cepas de Salmonella spp. em

cultura celular

3.4.1. Cultivo de células Hel a

As células foram mantidas em meio Eagle Modificado por Dubelcco (DMEM),

acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB). A cultura foi mantida em garrafas a
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37° C/5-7 dias, em atmosfera de 5% de CO». Para o subcultivo, as células foram
separadas utilizando-se uma solucdo de tripsina-EDTA (acido etilenodiamino tetra-
acético) e ressuspendidas em DMEM com 10% de SFB.

3.4.2. Teste adesdo das cepas de Salmonella em cultura celular

A metodologia para o teste de adesdo foi realizada de acordo com Mellor et al.
(2009), com modificacbes. O crescimento das células foi realizado como descrito
anteriormente, em microplacas de 24 pocos, até a formacdo do tapete celular. Os pocos
das placas foram lavados quatro vezes com PBS™ (suplementado com 0,1 g/L de CaCl»
e 0,2 g/L de MgCl.), removido por suc¢do a vacuo. As culturas de Salmonella, crescidas
a 37°C/24h em caldo BHI foram diluidas em DMEM até a obtencdo de uma suspensdo
bacteriana contendo, aproximadamente, 1,5 x 108 UFC/mL, conforme confirmado por
contagem em placa, ap6s incubacdo a 37°C/18h. Depois da lavagem, 1 mL da suspensao
bacteriana foi adicionado em duplicata nos pocos e a placa foi incubada a 37°C em
atmosfera com 5% de CO». Apos 2 horas, 0 sobrenadante foi removido e cada pogo foi
lavado com 1 mL de PBS*, por 4 vezes, para remover as bactérias ndo aderidas. A
seguir, as células aderidas foram destacadas da placa pela adi¢do de 500 pL de tripsina-
EDTA (0,1%/0,04%) por pogo e as placas foram incubadas a 37°C/15 minutos em
atmosfera com 5% de CO,. Apds a incubacdo, a suspensdo de cada poco foi
homogeneizada por pipetagem e o desprendimento das células foi verificado utilizando-
se um microscopio de contraste de fase invertida. A seguir, a tripsinizacdo foi
interrompida pela adigdo de 500 uL de meio Eagle, sem antibidtico. Entdo, 10 pL do
conteddo dos pocos foram semeados em placas de agar TSA pela técnica de gota em
superficie e 1 mL foi passado para um tubo contendo 9 mL de solucdo salina 0,85%
estéril, a partir do qual foram realizadas dilui¢des seriadas, das quais 10 pL foram
plagueados, pela mesma técnica. Ap6s 24 horas de incubagdo a 37°C, as unidades
formadoras de col6nias foram contadas, representando a recuperacdo das bactérias que

estavam aderidas as células.

3.4.3. Teste invasdo das cepas de Salmonella em cultura celular

Os testes de invasdo foram realizados segundo o ensaio descrito por Gagnon et

al. (2013) com algumas modificagdes. Conforme descrito para os testes de adeséo, as
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placas contendo a cultura celular foram lavadas 4 vezes com tampdo PBS* e foi
adicionado 1 mL da suspenséo de, aproximadamente, 1,5x10° UFC/mL em cada pogo.
As placas foram incubadas por 2 horas a 37°C em estufa com 5% de CO>. A seguir, as
monocamadas foram lavadas 4 vezes com 1 mL de tampdo PBS*. Apds a lavagem foi
adicionado, em cada poco, 1 mL de DMEM com 5% de SFB e 300 ug/mL de
gentamicina, para eliminar as bactérias extracelulares e a placa foi reincubada a 37°C/2h
em estufa com 5% de CO.. A seguir, 0s pocos foram lavados 4 vezes com 1 mL de
PBS™ e 10 pL da tltima lavagem foram plaqueados em agar TSA para verificar a
auséncia de bactérias no meio extracelular. A seguir, 1 mL de Triton X-100 0,1%
(vol/vol) foi adicionado aos pogos para lisar as células e liberar as bactérias que as
invadiram. Na sequéncia, 10 uL retirados diretamente dos pogos e das dilui¢Oes seriadas
foram semeados em TSA pela técnica de gota em superficie, como descrito para o teste
de adesdo. O resultado positivo foi determinado pela recuperacdo e contagem das

colonias, em relagéo ao percentual dos valores determinados no teste de adeséo.

3.5.  Producdo de biofilme em microplaca de poliestireno

A verificagdo e quantificagdo de biofilme em microplaca de poliestireno foram
realizadas de acordo com a metodologia descrita por Stepanovic et al. (2003). As cepas
de Salmonella foram incubadas em caldo BHI, a 35°C/24h. A seguir, a cultura foi
diluida a, aproximadamente, 1,5x108 UFC (0,5 na escala de MacFarland), com o auxilio
do Densicheck (Biomeriéux), usando-se 0 mesmo caldo, acrescido de 0,5% de glicose.
Uma aliquota de 300 pL foi semeada em quadruplicata, em microplaca de 96 pogos.
Apbs incubacdo de 96 horas, a placa foi lavada trés vezes, com PBS (pH 7,4), seca a
temperatura ambiente e corada com violeta cristal 1%, por 15 minutos. Apds trés
lavagens com agua destilada, para a remocdo do excesso de corante, o biofilme foi
ressuspendido em 200 pL de acido acético glacial a 33% (v/v), por 10 minutos, e sua
densidade opitca (DO) lida em um leitor de ELISA (Babsystems, MultiSkan EX) a
570nm. Os testes foram realizados em triplicata.

A partir da média das quatros repeticdes (DO) e de acordo com a relacdo entre
DO e DOc (controle negativo), as amostras foram classificadas segundo Stepanovi¢ et
al. (2000), em n&o produtor de biofilme ou produtor fraco, moderado ou forte, de acordo

com a seguinte férmula:
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DO < DOc = ndo produtor de biofilme
DOc <DO < (2 X DOc) = fraco produtor de biofilme
(2XDO0Oc) <DO < (4XDOc) = moderado produtor de biofilme
(4XDOc) < DOc = forte produtor de biofilme

3.6. Teste de sensibilidade de disco-difusdo

O teste de sensibilidade de disco-difuséo foi realizado de acordo com Bauer et
al. (1966), com interpretacdo conforme recomendacdes do CLSI (2012), utilizando
discos impregnados com ampicilina (10ug), cotrimoxazol (10ug), cloranfenicol (30ug),
ciprofloxacina (5ug), cefotaxima (30ug), gentamicina (10ug) e tetraciclina (30ug)
(Kakatkar et al., 2011; Turki et al., 2012; Campioni et al., 2012; Bolton et al., 2013).

Uma suspensdo de cada isolado, crescida em caldo BHI 35°C/6h com,
aproximadamente, 1,5 x 108 UFC/ml (escala 0,5 de McFarland) foi semeada com uma
zaragatoa na superficie da placa de Mdueller-Hinton Agar. Apds absor¢do do indculo
pelo meio de cultura, os discos impregnados com os antimicrobianos foram dispostos na
superficie da placa, incubada 35°C/24h. De acordo com o didmetro do halo formado
pelo antimicrobiano, a amostra foi classificada em sensivel, intermediéria ou resistente.
A cepa de Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada como controle (CLSI, 2012).

3.7.  Analise Estatistica
A proporcdo de amostras positivas de Salmonella obtidos dos dois tipos de

esteiras foi submetida ao teste de Regressdo Logistica adotando-se o nivel de

significancia de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1. Isolamento de Salmonella spp. a partir dos diferentes materiais das esteiras

no abatedouro.

Entre as 240 amostras coletadas aleatoriamente a partir dos dois tipos de esteiras
(lona e poliestireno), no decorrer das 20 semanas, isolou-se 40 cepas de Salmonella.
Apds analise estatistica, observou-se que houve diferenca significativa (p = 0,0048) em
relacdo a esses materiais das superficies das esteiras presentes na sala de cortes do
abatedouro mostrando que a chance de isolar Salmonella no poliestireno é 3 vezes

maior que lona.

Quadro 2. Positividade para Salmonella spp, ao longo de 20 coletas semanais, em
momentos diferentes, nos dois tipos de esteiras, em uma planta de abate de aves, no
interior do estado de S&o Paulo.

Semanas de coletas
Esteira
M | 01|02|03|04|05|06)|07|08|09)|10(11 |12 |13 |14 |15 |16 | 17| 18 |19 |20
| X
1] X
Lona 11 X X
\Y} X X X X
\Y X X
VI X
|
1 X | X X X
Poliestireno | 111 X X | X X X
\Y} X X | X X X X
\Y X X | X | X | X X | X
VI X | X | X | X | X X X

Legenda: M: Momento da coleta (em semanas); (I): antes do inicio da produgdo; (I1): durante a producéo da
manha; (I11): apds a parada para o almoco; (IV): no retorno das atividades da tarde; (V): durante a producédo

da tarde; (VI): imediatamente ap6s o término das atividades.

39



4.2.  Sorotipagem

De acordo com a sorotipagem realizada pelo Instituto Oswaldo Cruz (FioCruz,
RJ), foram isolados 11 sorovares diferentes, sendo 11 S. Heidelberg (27,5%), 7 S.
Enteritidis (17,5%) e 5. S. Ohio (12,5%), sequido de 4 S. Mbandaka (10%), 3 S. Agona
e 3 S. Typhimurium (7,5% cada), 2 S. Kentucky (5%) e uma de cada de S. Abony, S.
Bredeney, S. Saintpaul, e S. Worthington (2,5%), além de uma (2,5%) S. enterica subs.
enterica (rugosa) ndo tipavel, segundo Tabela 1.

A numeracdo das cepas relacionadas na Tabela 1 é a mesma da Tabela 2 e das

Figuras 12 a 18, com os dendogramas, resultantes da técnica de PFGE.
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Tabela 1. Sorovares de Salmonella spp. isolados durante as 20 semanas de coleta, a
partir das esteiras de lona e poliestireno, de uma planta de abate de aves, no interior do
estado de SP.

Semana/Momento  Material

N° Sorovar coleta esteira

1 S. Heidelberg 2%V Poliestireno
5 S. Heidelberg 3V Poliestireno
6 S. Heidelberg 4V Lona

7 S. Heidelberg 43111 Poliestireno
13 S. Heidelberg R Poliestireno
26 S. Heidelberg 113V Poliestireno
27 S. Heidelberg 118VI Poliestireno
30 S. Heidelberg 133V Poliestireno
32 S. Heidelberg 1541V Poliestireno
33 S. Heidelberg 158/ VI Poliestireno
36 S. Heidelberg 178V Poliestireno
8 S. Enteritidis 6%/11 Poliestireno
9 S. Enteritidis 6111 Poliestireno
10 S. Enteritidis 64V Poliestireno
15 S. Enteritidis 91 Lona

18 S. Enteritidis PIVI Lona

19 S. Enteritidis 911 Poliestireno
39 S. Enteritidis 199V Poliestireno
20 S. Ohio %1V Poliestireno
16 S. Ohio 91V Lona

23 S. Ohio 108V Poliestireno
24 S. Ohio 104/VI Poliestireno
31 S. Ohio 1541V Lona

4 S. Mbandaka 34 Poliestireno
17 S. Mbandaka ¥V Lona
35 S. Mbandaka 173 Lona

37 S. Mbandaka 173/VI Poliestireno
2 S. Agona 31 Lona

12 S. Agona 8/l Lona

40 S. Agona 2081V Poliestireno
1 S. Typhimurium 78/ Poliestireno
29 S. Typhimurium 123/V1 Poliestireno
34 S. Typhimurium 163111 Poliestireno
14 S. Kentucky 8VI Poliestireno
28 S. Kentucky 1283V Poliestireno
21 S. Abony VI Poliestireno
3 S. Bredeney 3V Lona

25 S. Saintpaul 118/1v Lona

38 S. Worthington 184V Poliestireno
22 S. enterica subsp. enterica (rugosa) 10%111 Poliestireno
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4.3. Pesquisa dos genes de viruléncia em Salmonella

Todas as 40 cepas analisadas foram positivas para 0s genes invA, sipB, sipD,
ssaR, sifA, sitC, tolC, flgK, fljB e flgL. Os genes sopB e sipA foram encontrados em 37
cepas (92,5%) e o sopD, em 36 (90%). O gene menos frequente foi o spvB, presente em
apenas 13 isolados (32,5%). Essa distribuicdo e frequéncia podem ser melhor

observadas na Figura 2.

Genes de Viruléncia
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Figura 2: Distribuicdo dos genes de viruléncia, em cepas de Salmonella spp., isoladas de esteiras de um
abatedouro de aves.

Pelas Figuras 3 a 10, podem-se observar os resultados da PCR, em relacdo a

presenca dos genes relacionados a viruléncia.
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do (a) gene invA (284 pb). Pocos 1 e 21: 100 pb
DNA ladder; pogo 2: ATCC 14028; pogos 3-39: amostras; poco 20: controle negativo. (b) gene sopB
(220 pb). Poco 1: 100 pb DNA ladder; pogo 2: ATCC 14028; pocos 3-43: amostras; poco 44: controle
negativo.
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do (a) gene sopD (1291 pb). Pocos 1 e 27: 100 pb
DNA ladder; pogo 2: ATCC 14028; pogos 3-44: amostras; poco 26: controle negativo. (b) gene sipA (550
pb). Pogos 1 e 27: 100 pb DNA ladder; poco 2: ATCC 14028; pocos 3-44: amostras; poco 26: controle
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do (a) gene sipB (875 pb). Pocos 1 e 27: 100 pb
DNA ladder; pogo 2: ATCC 14028; pogos 3-44: amostras; pogo 26: controle negativo. (b) gene sipD
(1029 pb). Pogos 1 e 27: 1 kb DNA ladder; pogco 2: ATCC 14028; pocos 3-44: amostras; poco 26:

controle negativo.
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Figura 6. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do (a) gene ssaR (1628 pb). Pogos 1 e 27: 1 kb
DNA ladder; poco 2: ATCC 14028; pogos 3-44: amostras; pogo 26: controle negativo. (b) gene sifA (449
pb). Pogos 1 e 31: 100 pb DNA ladder; poco 2: ATCC 14028; pocos 3-44: amostras; poco 26: controle
negativo.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do (a) gene spvB (717 pb). Pogos 1 e 27: 100 pb
DNA ladder; poco 2: ATCC 14028; pogos 3-43: amostras; pogo 44: controle negativo. (b) gene sitC (768
pb). Pogos 1 e 27: 100 pb DNA ladder; poco 2: ATCC 14028; pocos 3-43: amostras; poco 44: controle

negativo.
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do (a) gene iroN (1205 pb). Pogos 1 e 31: 1 kb
DNA ladder; poco 2: ATCC 14028; pogos 3-44: amostras; poco 30: controle negativo. (b) gene tolC (161
pb). Pogos 1 e 27: 100 pb DNA ladder; poco 2: ATCC 14028; pocos 3-43: amostras; poco 44: controle
negativo.
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose para detecgdo do (a) gene flgK (1659 pb). Pocos 1 e 27: 1 kb
DNA ladder; pogo 2: ATCC 14028; pocos 3-44: amostras; poco 26: controle negativo. (b) gene fljB (1515
pb). Pocos 1 e 27: 1 kb DNA ladder; poco 2: ATCC 14028; pocos 3-44: amostras; po¢o 26: controle
negativo.
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose para detecgédo do gene flgL (951 pb). Pogos 1 e 27: 1 kb DNA
ladder; pogo 2: ATCC 14028; pocos 3-44: amostras; poco 26: controle negativo.

4.4.  Adesao e invasdo das cepas de Salmonella spp. em células HeLa

Os valores encontrados para os testes de adesdo e invasdo, das cepas de
Salmonella em células HeL a estdo apresentados na Tabela 2. Todas as cepas aderiram e
invadiram células HeLa, com indice de invaséo variando de 1,4 a 73,8%.
4.5.  Producdo de biofilme em microplaca de poliestireno

Entre as 40 cepas analisadas, 31 (77,5%) foram consideradas produtoras de

biofilme, das quais 15 (37,5%) foram classificadas como fracas produtoras de biofilme,
12 (30%) moderadas e 4 (10%) fortes produtoras.
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Tabela 2. Caracterizacao genotipica e fenotipica de alguns fatores de viruléncia das 40 cepas de Salmonella spp., isoladas de esteiras de um abatedouro de ave.
Genotipo Fenotipo
Cepa B gk flgK  invA sipA  sipB  sipD  tolC  sopB sopD ssaR  sifA spvB sitC iroN Adesdo Invasdo Indice Produgio
(x10°UFCs) (x10°UFCs) invasio biofilme

1 Heidelberg + + + + + + + + - + + + - + + 1,5 0,046 3,1% +
2 Agona + - + - + + - + + + + + - + +: 1,1 0,62 56,4% +
3 Bredeney + + + + + + + + + + + + - + + L7 0,13 7,6% +
4 Mbandaka + + + + + + + + + + + + - + + 0,36 0,008 2,2% +
5 Heidelberg + + + + + + + + + + + + + + + 2,97 0,25 8,4% +
6 Heidelberg + + + + + + + + + + + + - + + 1,75 0,12 6,9% +
7 Heidelberg + + + + + + + + + - + + - + + 1,8 0,11 6,1% +
8 Enteritidis + . + + - - + - + - 4 + + + - 0,7 0,034 4.9% “
9 Enteritidis + + + + + + + + + + + + + + + 0,24 0,12 50% +
10 Enteritidis + + + + + + + - + + + + + + + 1,4 0,9 64,3% +
11 Typhimurium + + + + + + + + + + + + - + + 0,82 0,06 7.3% +
12 Agona + £ + + + + + + + + + + + + + 1,0 0,09 9% +
13 Heidelberg * + + +: o+ + + + + oF: st > + * * 0,62 0,6 9,7% +
14 Kentucky + + + + + + + + + + + + - + + 0,45 0,01 2,2% +
15 Enteritidis + + + + + + + + + + + + + + + 0,21 0,01 4,8% +
16 Ohio + + + + + + + - + + + 4 = + + 0,46 0,015 3,3% +
17 Mbandaka + + o h + + + + + * + + + + + + 0,47 0,1 21,3% +
18 Enteritidis + + + + + + + + + + + + + + + 0,38 0,09 23,7% +
19 Enteritidis + * + & + * + + + + + e =+ it + 13 0,24 18,5% +
20 Ohio + + + + + + + + + + + + - + + 0,22 0,01 4,5% +
21 Abony + + + + - + + + + + + + + + + 0,38 0,02 5,3% +
enterica subsp. + + + + + + + + + - + + - + + 0,4 0,24 60% +

22 enterica (rugosa)
23 Ohio + + + + + + + - + + + + - + + 0,5 0,04 8% -
24 Ohio + + + + - + + + + + + + - + + 0,78 0,15 19,2% +
25 Saintpaul + + + + + + + + + - + + - + + 0,21 0,06 28,6% +
26 Heidelberg + + + + + + + - + + + + = + + 1,01 0,07 6,9% +
27 Heidelberg + + + + + + + + + - + + - + + 0,28 0,05 17,8% +
28 Kentucky + * + + + + * C + + + + - + + 0,38 0,01 2,6% -
29 Typhimurium + + + + + + + + + + + + - + + 0,35 0,005 1,4% s
30 Heidelberg + + + + + + + + + + = 4= - * + 1,06 0,05 4,7% e
31 Ohio + + + * + + + + + + + + - + + 0,9 0,05 5,5% E
32 Heidelberg + + + + + + + + - + + + - + + 0,15 0,013 8,7% +
33 Heidelberg + + + + + + + + s - + + - + s 0,72 0,05 6,9% +
34 Typhimurium + + + + + + + + + + + + + + + 0,42 0,31 73,8% +
35 Mbandaka * + & <+ * + + + i + + + - * ¥ 0,9 0,03 3,3% -
36 Heidelberg + + + + + + + + + + + + - + + 0,6 0,27 45% &
37 Mbandaka * + + + + + + + + - + + - + + 0,49 0,34 69,4% E
38 Worthington + + + + - + + + + + + + - + + 0,33 0,1 30,3% E
39 Enteritidis + + + + + + + - + + + + - + + 0,59 0,4 67,8% +
40 Agona + + - + + + + + + - + + + + + 0,42 0,28 66,7% +

Legenda: UFC: Unidades Formadoras de Col6nias; (%): porcentagem; DO: densidade Optica
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4.6. Teste de sensibilidade de disco-difusdo

Foram testados 7 antibioticos para definir o padrdo de sensibilidade das cepas.
Os resultados apresentaram que 13 (32,5%) isolados foram resistentes a, pelo menos,
um antibiotico, 5 (12,5%) se enquadraram como intermediarias e 28 (70%) foram

sensiveis, conforme Tabela 3.

Tabela 3. Resultados dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos de Salmonella
spp., isoladas de esteiras de um abatedouro de aves.
Salmonella spp.(n=40)

Antibidtico Sensibilidade Intermediério Resisténcia
N (%) N (%) N (%)
Ampicilina 36 (90) 0 4 (10)
Cotrimoxazol 38 (95) 0 2 (5)
Cloranfenicol 35 (87,5) 4 (10) 1(2,5)
Ciprofloxacina 40 (100) 0 0
Cefotaxima 37 (92,2) 0 3(7,5)
Gentamicina 40 (100) 0 0
Tetraciclina 32 (80) 1(2,5) 7 (17,5)

4.7. Tipagem molecular por PFGE

A tipagem molecular pela técnica de PFGE foi realizada entre os isolados
pertencentes ao mesmo sorovar. Pela Figura 11, observa-se o perfil eletroforético do
PFGE, dos 11 isolados de Salmonella Heidelberg e apds a transferéncia da imagem para
o software Bionumerics (versdo 7.6) (Figura 12), pode-se notar 7 perfis de restricdo
diferentes (H1, H2, H3, H4, H5, H6 e H7) com similaridade variando de 57,6% a 100%,
sendo que 4 cepas apresentaram o mesmo perfil (H1), pertencendo a um mesmo clone e
que foram isoladas entre a segunda e a 172 semana de coleta, demonstrando uma

persisténcia no ambiente de 16 semanas.
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Figura 11. Padroes de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) para DNA genémico
digerido com Xbal das cepas de Salmonella Heidelberg obtidas de esteiras de um abatedouro de
aves. Pocos 1, 8 e 14: S. Braenderup H9812.
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Figura 12. Dendrograma dos padrdes de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) de cepas de
Salmonella Heidelberg obtidas de esteiras de um abatedouro de aves. Método de clusterizacdo UPGMA,
similaridade baseada no coeficiente de Dice (%). Tolerancia e otimizagdo definidas a 1,5%. (Os
guadrados pretos indicam a presenga do gene e os brancos, a auséncia. Cluster = nomenclatura do
padro).

Entre as 7 cepas pertencentes ao sorovar S. Enteritidis (Figura 13), foi possivel
observar a existéncia de 4 perfis de restricdo (E1, E2, E3 e E4) os quais compartilhavam

53



89,2% de similaridade. O cluster em que os isolados apresentaram 100% de
similaridade entre si revelou a persisténcia no ambiente de cepas coletadas entre a 6% e
192 semana. E interessante notar que, apesar de terem sido detectados 4 clones

diferentes, o perfil genético entre os genes pesquisados € muito semelhante.
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Figura 13. Dendrograma dos padrdes de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) de cepas de
Salmonella Enteritidis obtidas de esteiras de um abatedouro de aves. Método de clusterizagdo
UPGMA, similaridade baseada no coeficiente de Dice (%). Tolerancia e otimizacdo definidas a

1,5%. (Os quadrados pretos indicam a presenca do gene e os brancos, a auséncia. Cluster =
nomenclatura do padrao).

Com relacdo ao sorovar S. Ohio (Figura 14) todas as 5 cepas avaliadas foram
classificadas com o mesmo perfil (O1), ja os 4 isolados de S. Mbandaka (Figura 15)
geraram 4 perfis de restricdo (M1, M2, M3 e M4) sem nenhum clone relacionado entre
si, pois tiveram somente 47,4% de similaridade, assim como os 3 isolados do sorovar S.
Typhimurium (Figura 16) que apresentaram 3 perfis (T1, T2 e T3), 0s quais
compartilhavam 65,5% de similaridade.
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Figura 14. Dendrograma dos padr@es de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) de cepas de
Salmonella Ohio obtidas de esteiras de um abatedouro de aves. Método de clusterizacdo UPGMA,
similaridade baseada no coeficiente de Dice (%). Tolerancia e otimizacdo definidas a 1,5%. (Os
quadrados pretos indicam a presenca do gene e 0s brancos, a auséncia. Cluster = nomenclatura do
padrdo).
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Figura 15. Dendrograma dos padrdes de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) de cepas de
Salmonella Mbandaka obtidas de esteiras de um abatedouro de aves. Método de clusterizagcdo
UPGMA, similaridade baseada no coeficiente de Dice (%). Tolerancia e otimizacdo definidas a
1,5%. (Os quadrados pretos indicam a presenca do gene e os brancos, a auséncia. Cluster =
nomenclatura do padréo).
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Figura 16. Dendrograma dos padroes de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) de cepas de
Salmonella Typhimurium obtidas de esteiras de um abatedouro de aves. Método de clusterizacdo
UPGMA, similaridade baseada no coeficiente de Dice (%). Tolerancia e otimizagdo definidas a
1,5%. (Os quadrados pretos indicam a presenca do gene e os brancos, a auséncia. Cluster =
nomenclatura do padrao).

Nas 3 cepas de S. Agona (Figura 17) pode-se observar a existéncia de 2
diferentes perfis (Al e A2), sendo 2 cepas com o perfil A1 e uma com o perfil A2,
compartilhando 81,0% de similaridade. Adotando-se um indice de similaridade de 80%,
segundo Kitchel et al. (2009), podemos observar que os isolados obtidos na terceira e
vigésima semanas fazem parte do mesmo clone, demonstrando a presenca dessa bactéria
no ambiente por 18 semanas. Por fim, as 2 cepas avaliadas de S. Kentucky (Figura 18)

geraram 2 perfis (K1 e K2) com 96,6% de similaridade.
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Figura 17. Dendrograma dos padr@es de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) de cepas de

Salmonella Agona obtidas de esteiras de um abatedouro de aves. Método de clusterizagio UPGMA,

similaridade baseada no coeficiente de Dice (%). Tolerancia e otimizacdo definidas a 1,5%. (Os

quadrados pretos indicam a presenca do gene e os brancos, a auséncia. Cluster = nomenclatura do
padrao).
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Figura 18. Dendograma dos padrdes de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) de cepas de
Salmonella Kentucky obtidas de esteiras de um abatedouro de aves. Método de clusterizagdo
UPGMA, similaridade baseada no coeficiente de Dice (%). Tolerancia e otimizacdo definidas a

1,5%. (Os quadrados pretos indicam a presenca do gene e 0s brancos, a auséncia. Cluster =
nomenclatura do padréo).
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5. DISCUSSAO

As aves de capoeira sdo consideradas reservatorios de Salmonella spp. e seus
produtos sdo tidos como a principal fonte de infeccdo humana, pelo manuseio e
consumo de carnes e ovos contaminados. Quando uma ave é exposta & Salmonella, todo
o rebanho pode ser rapidamente colonizado. A maioria dos animais adultos colonizados
sdo portadores, o que facilita a disseminacdo dessa bactéria na cadeia alimentar e sua
eventual transmissdo para os seres humanos (Tozzo et al., 2018). Um total de 40
isolados foi obtido durante as 20 semanas de coletas, a partir de dois tipos de esteira,
numa planta de abate de aves, sendo S. Heidelberg, S. Enteritidis e S. Ohio os sorovares
mais prevalentes. A gastrenterite humana é causada por diferentes sorovares de S.
enterica, sendo S. Enteritidis e S. Typhimurium, 0s sorovares mais comumente
envolvidos (Litrup et al., 2010; Kawasaki, 2012; LaRock et al., 2015). Em 2013, nos
Estados Unidos, Salmonella spp. foi responsavel por 26% dos surtos de doengas
causadas por alimentos contaminados por bactérias, sendo S. Enteritidis, S.
Typhimurium, S. Heidelberg, S. Newport e S. Javiana os principais sorovares (CDC,
2013).

Atualmente, observa-se uma inversdo nessa prevaléncia. Por anos, S. Enteritidis
ganhou destaque como principal agente causador de gastrenterites, porém com a
implementacdo de medidas de controle e vacinacdo, sua frequéncia tem diminuido
substancialmente e, em contrapartida, tem aumentado a frequéncia de sorovares
anteriormente ndo tdo comuns e multirresistentes a antimicrobianos como S. Heidelberg
e S. Kentucky (Foley et al., 2011; Campos et al., 2017). Essa tendéncia foi observada
também a partir dos resultados do presente estudo, que teve S. Heidelberg como sorovar
predominante.

S. Heidelberg é um dos sorovares mais comumente isolados de aves de capoeira
e encontra-se entre 0s cinco sorovares mais importantes associados & salmonelose
humana (Foley et al., 2011). Esse sorovar tem sido relatado como uma das causas mais
comuns de salmonelose nos Estados Unidos e no Canada, embora seja citado com
menor frequéncia na América do Sul e na Europa. Foi possivel perceber um aumento da
resisténcia as cefalosporinas de espectro estendido em isolados humanos e agro-
alimentares desse sorovar em paises da América do Norte. Este perfil de resisténcia esta
associado principalmente a disseminacdo do plasmideo blacwmy-2, que codifica a enzima
AmpC B-lactamase (Cejas et al., 2014).
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Nas Ultimas décadas, tem sido relado um aumento da incidéncia de resisténcia
antimicrobiana em cepas transmitidas por alimentos. A resisténcia a multiplos agentes
antimicrobianos tornou-se uma preocupacdo crescente, pois limita as opg¢des de
tratamento para doencas invasivas, além de favorecer a transferéncia de fatores de
resisténcia para outros micro-organismos patogénicos (Iglesias et al., 2017; Kao et al.,
2017). O uso indiscriminado de antibioticos tanto em humanos como na area veterinaria
propiciou o surgimento de cepas de Salmonella resistentes aos antibioticos de uso
comum, como a ampicilina, estreptomicina, sulfonamidas, trimetoprim e tetraciclina
(Singh e Mustapha, 2013), bem como o aumento da resisténcia as cefalosporinas de
espectro expandido e as quinolonas, farmacos mais comumente usados no tratamento da
salmonelose (Kao et al., 2017).

Embora os casos de salmonelose humana sejam auto-limitantes e ndo necessitem
do uso de antibacterianos, a terapia com antibidticos pode ser aplicada em casos mais
graves, como em doencas extra-intestinais ou em pacientes imunocomprometidos. Neste
contexto, os sorovares de Salmonella multirresistentes sdo considerados motivo de
preocupacdo ja que podem comprometer o tratamento efetivo da doenca, com o
agravamento do quadro, prorrogando o periodo de hospitalizacdo ou levando a morte
(Singh e Mustapha, 2013; Procura et al., 2017).

Pela Tabela 3, observa-se resisténcia a tetraciclina (17,5%), ampicilina (10%),
cefotaxima (7,5%), cotrimoxazol (5%) e cloranfenicol (2,5%) dos sorovares de
Salmonella, além de 4 isolados com resisténcia intermediaria ao cloranfenicol e apenas
um isolado a tetraciclina. Todos os sorovares foram sensiveis a ciprofloxacina e a
gentamicina. Favier et al. (2013) ao analisarem a prevaléncia de Salmonella spp. em
alimentos de origem animal vendidos no varejo, na Argentina, encontraram sorovares
resistentes a ampicilina e tetraclina e, em contrapartida, todos os isolados foram
sensiveis a ciprofloxacina, cloranfenicol, cotrimoxazol, gentamicina e cefotaxima.
Iglesias et al. (2017), ao abordarem a ocorréncia de Listeria monocytogenes e
Salmonella spp. em carcacas de bovinos nos abatedouros no sul do Brasil, encontraram
sorovares de Salmonella resistentes a ampicilina, cefoxitina, cefalotina, cotrimoxazol,
estreptomicina e tetraciclina.

Varios autores observaram diferentes perfis de susceptibilidade antimicrobiana
dependendo dos sorovares de Salmonella estudados (Clemente et al., 2014; Maka et al.,
2014; El-Tayeb et al., 2017; Kao et al., 2017; Zhu et al.; 2017). No presente trabalho,

54,5% dos sorovares de S. Heidelberg foram resistentes a, pelo menos, um dos
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antibioticos testados, além de susceptibilidade reduzida a cefotaxima, cloranfenicol e
tetraciclina em alguns sorovares como S. Agona, S. Albony, S. Bredeney, S. Enteritidis,
S. Mbandaka e S. Saintpaul.

Os resultados apresentados fornecem dados Uteis sobre a susceptibilidade
antimicrobiana dos diferentes sorovares de Salmonella e destacam a alta diversidade de
multirresisténcia aos antibidticos em questdo. Este é um importante aspecto relacionado
as doencas transmitidas por alimentos que, somada aos diferentes fatores de viruléncia e
mecanismos de patogenicidade das bactérias, dificultam o controle dessas doencas
(Iglesias et al., 2017).

Os genes de viruléncia, invA, sipA, sipB, sipD, sopB, sopD, spvB, ssaR, sifA,
tolC, flgK, fljB e flgL investigados nesse estudo codificam proteinas ligadas ao processo
de adesdo, invasdo, sobrevivéncia e replicacdo no interior das células, além dos genes
sitC e iroN que estdo envolvidos na aquisicao de ferro. Dos 15 genes testados, 11 foram
encontrados em todos sorovares analisados, demonstrando o alto potencial patogénico
dessas cepas. Os genes sipA e sopB estavam ausentes em 3 isolados enquanto spvB
esteve presente em menor frequéncia quando comparado aos demais.

Campioni et al. (2012), ao analisarem 128 isolados de S. Enteritidis, verificaram
que 97,6% deles abrigavam todos os genes de viruléncia investigados (invA, sipA, sipD,
sopB, sopD, sopE2, ssaR, sifA, spvB, prot6E, flgK, fljB e flgL), sendo que apenas uma
cepa foi negativa para o gene sipA. Resultados similares foram obtidos por Almeida et
al. (2013) que, ao estudarem 35 isolados de S. Infantis isoladas de fezes humanas e itens
alimentares de casos esporadicos ocorridos na cidade de Sdo Paulo, constataram que
todas as cepas carregavam os genes flgK, fljB, flgL, invA, sopB e sifA. Apenas 2
isolados foram negativos para 0s genes SipA e sipD e 2 para o gene ssaR. Nenhuma das
cepas em questdo apresentaram o gene spvB. Mezal et al. (2013) detectaram 100% de
positividade para 11 dos 17 genes de viruléncia testados em uma amostra de 50 isolados
de S. Javiana obtidas de amostras ambientais, alimentares e clinicas. O gene spvB néo
foi encontrado em nenhuma das cepas. Mezal et al. (2014) estudaram 60 cepas de S.
Enteritdis, isoladas de aves domésticas e de amostras clinicas, e todas foram positivas
para 12 ou mais dos 17 genes de viruléncia (spvB, spiA, pagC, msgA, invA, sipB, prgH,
spaN, orgA, tolC, iroN, sitC, IpfC, sifA, sopB, pefA e cdtB).

Esses resultados sugerem ndo haver nenhuma diferenca na presenca dos genes
de viruléncia nos isolados clinicos, ambientais ou de origem alimentar, mostrando o

grande potencial desses isolados em causar infec¢Ges humanas.
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Para 0s micro-organismos patogénicos colonizarem e se estabelecerem em
organismos multicelulares frequentemente associam-se as células eucaridticas do
hospedeiro para ndo competirem com as bactérias comensais e/ou para driblarem o
sistema imunoldgico do hospedeiro (Hauck et al., 2006).

No presente estudo, todas as cepas foram capazes de aderir em células Hela,
com valores de recuperacdo celular variando de 0,2x10° a 3,0x10° UFC e S. Heidelberg
foi o sorovar que apresentou os maiores valores de ades@o. Os valores de recuperagédo
no teste de invasdo variaram de 0,005x10° a 0,9x10° UFC, resultando em indices de
invasdo que variaram de 1,4 a 73,8%. Avaliando-se os indices de invasdo de cada
sorovar, observou-se também uma variacéo dessa taxa entre isolados do mesmo sorovar.
Shah et al. (2011), ao testarem 53 isolados de S. Enteritidis provenientes de aves de
capoeira, constataram que todos os isolados foram capazes de invadir células epiteliais
intestinais (Caco-2) em diferentes intensidades, sem correlagdo entre os indices de
invasdo e a presenca do gene spvB associado a viruléncia em Salmonella, fato também
observado no presente trabalho. Esses mesmos autores, ao caracterizarem os isolados
que apresentaram uma baixa capacidade de invasdo, observaram um comprometimento
da mobilidade e da secrecdo de proteinas associadas ao flagelo (FIgK, FIjB e FlgL) ou
do T3SS, secretando as proteinas SipA e SipD, codificado pela SPI-1.

Moreira et al. (2012) demonstraram que a interacdo entre oS sensores de
histidina quinase QseC e QseE desempenha um importante papel na infec¢do de S.
Typhimurium ao realizarem testes de adeséo e invasao em células HeLa. Esses sensores
atuam na transcricdo dos genes na SPI-1 e SPI-2 durante a patogénese, aumentando ou
diminuindo a capacidade de invasdo dessa bactéria, mostrando que a presenca dos genes
de viruléncia ndo € o Unico fator determinante para o estabelecimento da infeccéo.
Razzuoli et al. (2017) demonstraram que sistema imune inato do hospedeiro
desencadeia uma resposta inflamatéria pela presenca da Salmonella, auxiliando a sua
competicdo contra a microbiota intestinal. Ao investigarem a capacidade de diferentes
sorovares de Salmonella (S. Ablogame, S. Thompson, S. Coeln, S. Veneziana e S.
Diarizonae) em invadir células IPEC-J2 (linhagem celular estabelecida obtida do jejuno
de um leitdo com menos de 12 horas de idade) e modular a imunidade intestinal inata,
constataram que os isolados que apresentaram maior capacidade em invadir essas
células foram capazes de regular a expressao de genes de interleucina 8 (IL-8) e do fator
de necrose tumoral (TNF-a). Em contrapartida, ocorreu uma forte correlagcdo entre

invasividade reduzida e falha na estimulagéo de genes de citocinas inflamatorias.
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Os biofilmes podem proteger as bactérias de antimicrobianos e de ataques do
sistema imune. No ambiente, protegem as bactérias tornando-as menos sensiveis aos
sanitizantes quando comparados as células planctonicas, dificultando a sua eliminag&o
mesmo em condi¢des ambientais desfavoraveis, como matadouros de animais e plantas
de processamento (Wang et al., 2013; Zhao et al., 2017; Zadernowska e Chajecka-
Wierzchowska, 2017).

Na avaliagdo da capacidade de producdo de biofilme em microplaca de
poliestireno, observou-se que 31 (77, 5%) das cepas de Salmonella foram capazes de
produzir biofilme, sendo 37,5% classificadas como fracas produtoras, 30% como
moderadas e 10% fortes produtoras de biofilme.

Um estudo conduzido por Nair et al. (2015) revelou que 85% das 40 cepas de
Salmonella spp. isoladas de alimentos, do ambiente e de amostras clinicas formaram
biofilme em microplacas de poliestireno. Valores similares foram encontrados por
Zadernowska e Chajecka-Wierzchowska (2017) ao verificarem que 87,5% dos 16
isolados de Salmonella spp. foram classificadas como produtores de biofilme. Em
ambos os estudos ndo foi encontrada nenhuma cepa classificada como forte produtora
de biofilme, em contrapartida nesse trabalho 4 cepas se enquadraram nessa
classificacdo. Salmonella é conhecida pela sua habilidade em produzir biofilme em
diferentes superficies, fato que contribui para sua sobrevivéncia em ambientes hostis e
favorece sua transmissdo para novos hospedeiros e superficies.

A tipagem molecular de Salmonella, entre e dentro do mesmo sorovar, é
imprescindivel para rastrear potenciais fontes infecciosas propiciando um controle
epidemiol6gico mais efetivo (Nair et al., 2015). O PFGE é tido como padréo ouro na
avaliacdo da relacdo entre os isolados de Salmonella de fontes distintas, pois esse
método permite a deteccdo de polimorfismos no DNA e o estabelecimento da relacdo
genética de diferentes cepas bacterianas (Santos et al., 2007; Barco et al., 2013; Mezal
etal., 2014).

O PFGE de DNA gendmico digerido com Xbal de 11 cepas de S. Heidelberg, 7
S. Enteritidis, 5 de S. Ohio, 3 de S. Agona e 2 S. Kentucky permitiu, por meio da analise
do dendograma, a identificacdo de grupos ou clusters com mais de 80% similaridade
entre as cepas pertencentes a eles (Kitchel et al., 2009), revelando a persisténcia desses
clones no ambiente, ja que foram obtidos em diferentes semanas de coleta e
provenientes dos dois tipos de esteiras (lona e poliestireno). A persisténcia desses clones

no ambiente pode estar associada a producédo de biofilme, uma vez que algumas dessas
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cepas foram classificadas como produtoras de biofilmes ou mesmo pela associacdo
delas em biofilmes de outros micro-organismos, demonstrando possiveis falhas na
higienizacéo, elevando o risco de contaminagdo das carcacgas e comprometendo toda a
linha de producdo. Considerando-se 80% de similaridade (Kitchel et al., 2009), o
mesmo clone de S. Agona permaneceu no ambiente por 18 semanas e todas as trés cepas
desse clone eram produtoras de biofilme. Por outro lado, os quatro isolados de S.
Mbandaka (Figura 15) representam 4 perfis clonais diferentes e dois deles (50%) néo
produziam biofilme.

Mezal et al. (2013) analisaram os perfis de PFGE de 50 isolados de S. Javiana
obtidos de alimentos, amostras ambientais e clinicas e identificaram 5 grupos de duas
ou mais cepas com limite de similaridade de 90%. A semelhanga nos perfis de PFGE
entre alguns isolados de amostras alimentares, ambientais e clinicas revelou o potencial
desses alimentos e do meio ambiente como fonte de infeccdo humana.

Fardsanei et al. (2017) compararam por PFGE a diversidade genética de 34
cepas de S. Enteritidis, isoladas de carnes (de aves capoeiras, cordeiro, boi) e ovos e
identificaram 4 principais grupos (A, B, C e D) e 6 padrdes distintos. O grupo A
continha cepas de carne de frango e cordeiro, os grupos B e C foram compostos
somente por cepas de carne de frango e o grupo D foi formado por isolados de
diferentes fontes alimentares, incluindo todas as amostras provenientes dos ovos. Esses
autores observaram padrdes indistinguiveis entre a maioria das cepas de S. Enteritidis,
além de constataram que, em alguns casos, ndo houve associacdo entre os perfis de
viruléncia ou de susceptibilidade aos antibacterianos e os clusters determinados pelo
PFGE, corroborando com os resultados obtidos no presente estudo. Em contrapartida,
Li et al. (2017), ao realizarem a tipagem de 138 isolados de S. Typhimurium
recuperados a partir de carne de frango crua em 7 provincias da China, encontraram 66
padrdes de PFGE e 12 clusters e observaram que os isolados com perfis semelhantes de
PFGE no mesmo cluster eram todos resistentes a categorias e numeros similares de

antibidticos e continham semelhantes genes de resisténcia.
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6. CONCLUSAO

Todos os isolados de Salmonella foram capazes de aderir e invadir células HelLa,
porém nao foi possivel estabelecer uma relacéo direta entre a baixa/alta taxa de adesdo e
invasdo com a auséncia/presenca dos genes que codificam proteinas efetoras envolvidas
nesses processos, indicando a possivel presenca de outros genes ou mecanismos.

Clones de Salmonella Heidelberg, S. Enteritidis, S. Ohio, S. Agona e S.
Kentucky foram detectados por até 18 semanas, demonstrando a persisténcia e
propagacdo desses patogenos nas superficies de contato da planta de processamento,
ocasionando contaminagdo cruzada com carcacgas de boa qualidade. Essa permanéncia
se deve, principalmente, pela producdo de biofilme pela maioria das cepas. A
contaminacdo desses alimentos se torna mais problematica, uma vez que os isolados

apresentaram capacidade de invasdo celular e resisténcia a varios antimicrobianos.
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