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ANALISE DOS PERFIS GENOMICOS E DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS
DE ESTIRPES DE Salmonella Heidelberg

RESUMO - Salmonella Heidelberg (SH) é um dos sorovares do género Salmonella
capaz de infectar tanto seres humanos quanto animais. Surtos infecciosos em seres
humanos estéo relacionados principalmente a ingestédo de produtos de origem avicola
e o tratamento € realizado com o uso de antimicrobianos. Entretanto, estas drogas
também sé&o utilizadas na produgdo avicola como melhoradores de desempenho, o
gue resulta em resisténcia bacteriana em SH, ja relatada em literatura. Com isso, 0
objetivo deste estudo foi caracterizar 62 isolados de SH quanto ao fendtipo de
resisténcia a 20 antimicrobianos; identificar o genoétipo de resisténcia aos -lactamicos
por meio da PCR; e avaliar a similaridade dos isolados utilizando as metodologias
ERIC-PCR, REP-PCR, BOX-PCR e PFGE. Todas as estirpes de SH foram
confirmadas por PCR e submetidas aos testes de sensibilidade a 20 antimicrobianos.
A resisténcia foi observada em 16 dos 20 antimicrobianos utilizados, ressaltando a
elevada resisténcia aos B-lactamicos (CEF, FOX, AMP, CTX, AMX, AMC e IMP) com
a identificacdo de 41 estirpes multirresistentes. A partir da PCR identificou-se genes
codificadores de enzimas ESBL e AmpC, havendo predominancia do gene blacwy-2. O
PFGE demonstrou ser a metodologia com a maior diversidade em comparacéo as
demais utilizadas, com a maioria das estirpes sendo agrupadas de acordo com a fonte
de isolamento. A partir dos resultados deste estudo € possivel observar a diversidade
dos isolados de SH no Brasil albergando genes AmpC e apresentando diferentes
perfis de multirresisténcia fenotipica, tornando SH uma preocupacado para a saude

publica.

Palavras-chave: genes AmpC, genes ESBL, multirresisténcia, perfil de resisténcia,

saude publica.
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ANALYSIS OF GENOMIC PROFILE AND RESISTANCE TO ANTIMICROBIALS IN
Salmonella Heidelberg STRAINS

ABSTRACT - Salmonella Heidelberg (SH) is one of the serovars of the Salmonella
genus capable of infecting both humans and animals. Infectious outbreaks in humans
are mainly related to the consumption of products of poultry origin and the treatment is
carried out with the use of antimicrobials. However, these drugs are also used in poultry
production as performance enhancers, which results in bacterial resistance in SH,
already reported in the literature. Thus, the aim of this study was to characterize 62 SH
isolates regarding the phenotype of resistance to 20 antimicrobials; identify the
genotype of resistance to 3-lactams by means of PCR; and to evaluate the similarity
of the isolates using the ERIC-PCR, REP-PCR, BOX-PCR and PFGE methodologies.
All strains of SH were confirmed by PCR and subjected to sensitivity tests to 20
antimicrobials. Resistance was observed in 16 of the 20 antimicrobials used,
highlighting the high resistance to 3-lactams (CEF, FOX, AMP, CTX, AMX, AMC and
IMP) with the identification of 41 multidrug resistant strains. From the PCR, genes
encoding ESBL and AmpC enzymes were identified with a predominance of the
blaCMY-2 gene. The PFGE proved to be the methodology with the greatest diversity
compared to the others used with the majority of strains being grouped according to
the isolation source. From the results of this study, it is possible to observe the diversity
of SH isolates in Brazil harboring AmpC genes and presenting different profiles of

phenotypic multidrug resistance, making SH a concern for public health.

Keywords: AmpC genes, ESBL genes, multidrug resistance, genetic profile; health
public.



1. INTRODUCAO

As salmoneloses paratificas aviarias ndo possuem hospedeiro especifico e
podem acometer tanto seres humanos quanto animais e, em casos mais graves,
culminar em obito. Os produtos de origem avicola sdo historicamente citados como
fontes de infeccdo por Salmonella Enteritidis (SE) e Salmonella Typhimurium (STM)
em seres humanos, embora outros sorovares vem ganhando destaque nos dltimos
anos.

No ano de 2017, a Unido Europeia detectou a presenca do género Salmonella
em mais de 250 amostras de carne de frango importadas, sendo expressivo o nimero
de amostras contaminadas pelo sorovar S. Heidelberg (SH). A SH configura,
recentemente, entre os principais isolados em surtos de origem alimentar em seres
humanos a partir do consumo de produtos de origem avicola, de leite e derivados e
de carne suina e bovina.

Outro motivo de preocupacao para a saude publica e para o setor avicola é o
padrdo de multirresisténcia aos antimicrobianos que as estirpes de SH apresentam. A
utilizacdo de antimicrobianos, seja como melhorador de desempenho ou de forma
profildtica, promove o surgimento e o consequente aumento da quantidade de
microrganismos resistentes, devido a pressao seletiva ao qual estes sdo submetidos.
Assim, destaca-se a importancia de medidas de biosseguridade para prevencao e
controle deste patdégeno.

Além do exposto, a resisténcia encontrada em estirpes a campo € reportada
em literatura e em sites renomados para notificacdo de patégenos, tais como, Centers
for Disease Control and Prevention, European Food Safety Authority e World
Organisation for Animal Health. Fato alarmante é a resisténcia cruzada demonstrada
por patégenos notificados com antimicrobianos importantes para a saude publica,
trazendo a preocupacao, ndo s6 com a saude animal, mas também com a saude
humana.

Portanto, o presente trabalho objetivou identificar o perfil fenotipico de

resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos, além de avaliar quatro diferentes



metodologias visando a similaridade genética como ferramenta para possivel

elucidacao da epidemiologia de SH no Brasil.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Taxonomia do género Salmonella spp.

Espécimes do género Salmonella sdo bactérias Gram-negativas, apresentando
morfologia do tipo bastonete e que possuem, em sua maioria, flagelos que conferem
motilidade. Bioguimicamente ndo fermentam lactose, produzem o gas sulfeto de
hidrogénio (H2S) e sdo anaerObios facultativos. Pertencem a familia
Enterobacteriaceae, assim como microrganismos dos géneros Escherichia, Shigella,
entre outros (Adeolu et al., 2016; Grimont et al., 2000). Acredita-se que Salmonella
spp. e Escherichia coli divergiram entre si, a partir de um ancestral comum ha cerca
de 120-160 milhdes de anos (Baumler, 1997). A similaridade gendmica de ambas
pode ser comprovada pelo mesmo autor, por meio da comparacdo de regides
conservadas utilizando a filogenia.

A taxonomia do género Salmonella é dividida em cinco niveis: ‘género’,
‘espécie’, ‘subespécie’, ‘sorovar’ e ‘biovar’. Ao descrever deve-se sublinhar ou colocar
em italico os itens referentes ao ‘género’ (com a primeira letra maiuscula), ‘espécie’ e
‘subsp.” (letras minusculas); enquanto os niveis ‘sorovar’ e ‘biovar sdo descritos
apenas com a primeira letra maiuscula (Berchieri Junior e Freitas Neto, 2009). As
caracteristicas que diferenciam o género Salmonella em niveis taxonémicos estéo
relacionadas a analises moleculares utilizando regifes génicas conservadas — 16S
rRNA e 23S rRNA —, andlises soroldgicas dos antigenos somaéticos (O), flagelares (H)
e de superficie (IV) e por testes bioquimicos complementares (Grimont et al., 2000;
Berchieri Junior e Freitas Neto, 2009). Dessa forma, o género Salmonella é subdivido
em duas espécies, enterica e bongori. A primeira engloba seis subespécies (subsp.),
sendo elas: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Baseando-se
nessa classificagdo, até o presente momento foram identificados 2659 sorovares de
Salmonella spp., dos quais 1586 pertencem a subsp. enterica, incluindo 100 sorovares

zoondéticos (Guibourdenche et al., 2010; Issenhuth-Jeanjean et al., 2014).



As salmoneloses aviarias sdo divididas em trés enfermidades distintas: o tifo
aviario, causado por Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Gallinarum biovar
Gallinarum; a pulorose, causada por Salmonella enterica subsp. enterica sorovar
Gallinarum biovar Pullorum e o paratifo aviario, causado por qualquer outro sorovar,
incluindo Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Heidelberg ou, de forma
simplificada, Salmonella Heidelberg (SH). Os dois primeiros microrganismos séo
hospedeiro-especificos de aves e, por outro lado, as salmonelas paratificas podem
infectar tanto os animais quanto os seres humanos, resultando em prejuizos
econdmicos para a industria avicola e saude publica (Berchieri Junior e Freitas Neto,
2009).

2.1.1 Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Heidelberg

SH pertence ao sorogrupo B com a constituicdo antigénica somatica 1, 4, 5 e
12 e flagelar r e 1, 2, segundo classificacdo do esquema White-Kauffmann-Le Minor
(Grimont e Weill, 2007). Esse microrganismo causa doenca nao-tifoide em seres
humanos e animais podendo induzir gastroenterite e septicemia (Chittick et al., 2006).

O primeiro caso em que SH foi identificado data de 1933, em uma criacao de
suinos, responsavel por resultar em surto alimentar em 19 seres humanos e um 6bito
na cidade de Heidelberg, Alemanha (CDC, 2019). Desde entdo, SH tem sido isolado
em Varios paises (CDC, 2013). No Brasil, ha registros de seu isolamento desde 1962
(Hoffer et al., 1997).

A introducdo desse patégeno em granjas comerciais pode ocorrer tanto por
transmissao pela via vertical de aves reprodutoras infectadas (Zancan et al., 2000)
como pela via horizontal, por meio do contato com animais silvestres ou do consumo
de racdo contaminada (Berchieri Junior et al., 1989). Estudo realizado por Pulido-
Landinez et al. (2013) demonstrou que a incidéncia de SH no sul do Brasil foi de 40,6%
das amostras positivas para Salmonella spp. provenientes de aves e do ambiente em
gue vivem.

Surtos de SH em seres humanos tém sido associados ao consumo de

alimentos contaminados, como derivados de suinos, queijo, ovos e carne de frango



(Hennessy et al., 2004; Sausen, 2015). A variedade de fontes primarias de infeccao
ocorre por SH ndo ser um patdogeno hospedeiro-especifico, o que facilita a
disseminagdo do mesmo (Sausen, 2015). No contexto de saude publica, em alguns
casos, a bactéria se desloca do trato intestinal para a via sistémica, podendo causar
até morte por septicemia. Esse quadro clinico severo muito se assemelha com
agueles resultantes de infeccBes por outros sorovares paratificos, como Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium (Chittick et al., 2006).

SH foi recentemente classificado como um dos principais agentes de doencas
transmitidas por alimentos, tanto nos Estados Unidos da América (EUA) e Canada
(Foley e Lynne, 2008), como no Brasil (Borges, 2016). Nos dois primeiros € o sorovar
mais comumente isolado em casos em humanos de salmoneloses veiculadas por
alimentos (Nayak et al., 2007; Andrysiak et al., 2008; Foley e Lynne, 2008; Sausen,
2015).

2.2 Antimicrobianos

Em 1928, Alexander Fleming, ao notar a baixa multiplicacdo bacteriana de
Staphylococcus aureus ao redor de um bolor, prosseguiu com o isolamento e posterior
identificacdo do microrganismo e do agente inibidor. O fungo era o Penicilium notatum
e 0 agente inibidor uma substancia produzida como modo de defesa do microrganismo
gue posteriormente foi denominada de Penicilina, o primeiro antimicrobiano. A partir
dessa descoberta, diversos microrganismos foram utilizados para a obtencdo de
diferentes agentes antimicrobianos que atuam impedindo outras espécies de se
desenvolverem, estando relacionados com a sobrevivéncia no meio ambiente. Entéo,
sabendo da acédo efetiva frente as bactérias, os antimicrobianos passaram a ser
utilizados para o tratamento de doencas infecciosas (Michigan State University, 2011).

Para que os antimicrobianos tenham o efeito desejado é importante que a
concentracéao utilizada para o tratamento seja suficiente (Van Hoek et al., 2011). Além
disso, devem ser capazes de atingir a molécula-alvo impedindo que 0os mecanismos
de defesa do microrganismo o expulsem da célula; além de apresentar alto nivel

terapéutico e baixa toxicidade (Baptista, 2013).



Os antimicrobianos podem ser bacteriostaticos ou bactericidas. O
bacteriostatico inibe a multiplicacdo bacteriana, porém nao ocasiona apoptose
bacteriana, enquanto os bactericidas visam a destruicdo da bactéria com a sua
posterior eliminacao utilizando-se de fagécitos (Van Hoek et al., 2011; Baptista, 2013).
Os antimicrobianos sdo necessarios para o tratamento de doencas infecciosas, e nédo
tem uso recomendado para fim de ganhos zootécnicos em producdo animal
(Laxminarayan et al., 2015). Dessa forma, a correta prescricdo é somente para
tratamentos terapéuticos.

Apesar dos esfor¢os para minimizar o uso inadequado, ainda ha a incorporacao
destes produtos em nutricdo animal, para prevencao de doencas ou como melhorador
de desempenho, 0 que pode induzir a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos. As
preocupacdes ndo se restringem a ineficacia no tratamento de doencas em animais
de producdo, mas também na ocorréncia da transferéncia dessa resisténcia para
bactérias que sdo patogénicas, tanto para 0s animais quanto para 0s seres humanos
(Leonidio et al., 2015). Essa transmissdo pode ocorrer por meio de diversas vias,
contudo seres humanos que possuem contato direto com 0s animais sdo 0s mais

susceptiveis (Woolhouse e Ward, 2013).

2.2.1 Classificacdo e modos de acédo dos antimicrobianos

Os antimicrobianos séo categorizados de acordo com seu mecanismo de acao
e separados em cinco classes: (1) interferéncia na sintese da parede celular, (2)
inibicdo da sintese de proteinas, (3) interferéncia na replicacdo e sintese de &cido
nucléicos, (4) danos a membrana plasmatica e (5) inibicdo das rotas metabdlicas
(Tenover, 2006; Van Hoek et al., 2011).

Dos antimicrobianos que interferem na sintese da parede celular podemos
encontrar os B-lactamicos, como: as penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e
monobactamicos que atuam sob as enzimas que participam do processo de formacao
da camada de peptideoglicanos (Bush e Bradford, 2016). Além dos B-lactamicos, ha
também os glicopeptideos que se ligam na posi¢éo terminal do residuo D-alanina do

peptideoglicano em processo de sintese, impedindo sua formacgéo. Estas classes de



antimicrobianos ndo afetam as células eucariéticas, pois as mesmas nao apresentam
peptideoglicano em sua constituicdo, ndo ocasionando danos ao hospedeiro
(Tenover, 2006).

A inibicdo da sintese de proteinas ocorre pela atuacdo das classes dos
macrolideos, aminoglicosideos e tetraciclinas que se ligam a subunidade 30S do
ribossomo bacteriano. O cloranfenicol, estreptograminas e oxazolidinonas também
atuam no ribossomo, porém na subunidade maior, a 50S. A partir desta acdo é
possivel inibir a multiplicagdo bacteriana (Kotra et al., 2000; Tenover, 2006).

A fluoroquinolona é a classe responsavel por interferir na replicacdo e
transcricdo do DNA nos microrganismos, enquanto a rifampicina atua sob a sintese
de RNA. Os antimicrobianos encarregados de atuar sob as membranas plasméticas
sdo as polimixinas. Sabe-se que o rompimento da membrana ocorre pela
despolarizacdo da camada lipidica havendo a insercdo de um lipopeptideo ciclico a
cauda lipidica, resultando no aumento da permeabilidade e vazamento do contetdo
intracelular (Tenover, 2006).

A inibicao das rotas metabdlicas pode acarretar na sintese de substancias que
serdo utilizados para a producdo dos metabdlitos essenciais. Como exemplo, a
utilizacdo do trimetoprim associado ao sulfametoxazol ao qual é capaz de inibir a
sintese do acido folico por meio da interferéncia em duas possiveis vias de producéo
(Tenover, 2006).

2.2.1.1 Antimicrobianos B-lactamicos

Neste trabalho, daremos foco aos antimicrobianos (3-lactamicos, devido a sua
frequente utilizacdo, seja na medicina humana ou animal (Paterson, 2006). Essa
classe de drogas € subdividida em penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e
monobactamicos. Estes, atuam sob o grupo de proteinas de ligagdo a penicilina
presente na bactéria, aléem de interferir na sintese de peptideoglicano, componente
essencial da parede celular (Alcaine et al., 2007).

A penicilina refere-se ao grupo formado por mais de 50 antibibticos

quimicamente relacionados, possuindo uma estrutura central comum, o anel B-



lactdmico, denominado de “nucleo”. Podem ser produzidas de forma natural (obtida
diretamente de microrganismo do género Penicillum) ou semissintética (parte é
produzida pelo Penicillium — “nucleo” — e a outra adicionada quimicamente) (Tenover,
2006; Alcaine et al., 2007; Van Hoek et al., 2011). As primeiras drogas de amplo
espectro criadas dessa subclasse foram a ampicilina e a amoxicilina, objetivando
sanar as desvantagens de producdo das drogas naturais (Van Hoek et al., 2011).

Em comparacgéo a estrutura das penicilinas, os carbapenémos possuem um
atomo de carbono ligado a uma cadeia pentaciclica n&o-saturada (anel
carbapenema), ao qual um atomo de carbono € substituido por um de enxofre e uma
ligacdo dupla é adicionada ao carbonos 2 e 3 (Papp-Wallace et al., 2011). Outras duas
subclasses de B-lactamicos sdo: monobactamicos, antimicrobianos que apresentam
apenas um unico anel B-lactamico, ndo ligados a nenhum outro anel, cuja principal
droga disponivel € o Aztreonam (Tortora et al., 2017); as cefalosporinas sédo drogas
semissintéticas derivadas da cefalosporina C (produzida pelo Cephalosporinum
acremonium), que se assemelham quimicamente as penicilinas, porém apresentam o
acido 7-aminocefalosporanico (7-ACA) como nucleo central. As cefalosporinas podem
ser agrupadas em geracdes, de acordo com a cronologia da introdu¢éo do uso dessas
drogas (Tenover, 2006; Tortora et al., 2017).

2.2.2 Aquisicao daresisténcia antibacteriana

O microrganismo resistente a um determinado antimicrobiano € capaz de
sobreviver em ambiente que possui um agente que inibe o correto funcionamento da
célula bacteriana. Essa sobrevivéncia € permitida por meio da aquisicdo de
mecanismos que fardo com que o microrganismo se torne “imune”, ou melhor,
resistente a um antimicrobiano (Hawkey, 1998; Tenover, 2006; Rowlands, 2008).

Ha duas maneiras pela qual a aquisicdo do genotipo de resisténcia pode
ocorrer: por transferéncia génica vertical (TGV) ou horizontal (TGH). Ha também a
possibilidade de transferir diversos genes de resisténcia agrupados tanto no
cromossomo quanto em plasmidios, ao qual podem resultar em multirresisténcia, caso

0s genes inseridos sejam de diferentes classes (Leonidio et al., 2015).



A TGV esta relacionada as mutacdes no material genético cromossomal e/ou
plasmidial, tendo por base a evolucao filogenética. As mutacdes génicas sao
correspondentes as delecbes, insercbes, inversdes e reposicbes que podem
acontecer ao longo da evolugéao do genoma (Marques, 2012) alterando a composi¢ao
da estrutura do DNA (Baptista, 2013). Tais alteracfes sao realizadas com o objetivo
de buscar a sobrevivéncia do microrganismo, podendo ocorrer de forma espontanea
ou induzida (Tenover, 2006; Marques, 2012).

A TGH refere-se a aquisicdo de genes por meio do compartilhamento entre
bactérias, sejam elas da mesma espécie ou ndo. Podemos incluir os elementos
genéticos moveis que facilitam a transferéncia e incorporacéo de genes de resisténcia
dentro de genomas hospedeiros por possuirem sitios de ligacdo especificos para sua
aderéncia (McManus, 1997; Tenover, 2006; Van Hoek et al., 2011). Como exemplo,
podemos citar os plasmidios — elementos extracromossémicos de DNA que possuem
como caracteristica a capacidade de se autorreplicar de maneira autbnoma e
autocontrolada — e os integrons — unidades génicas importantes na disseminacao de
resisténcia por serem méveis e por conseguirem se propagar ao longo das geracdes
bacterianas (Capuano, 2012; Marques, 2012). A TGH pode ocorrer de quatro
maneiras distintas: por transformacao, transducado, conjugacao e/ou transposicao.

O principio de transformacao é referente a aquisi¢ao e incorporacao por células
receptoras de material genético disponivel no meio extracelular de células que
sofreram apoptose. Na transducéo, o transporte de segmentos de DNA é realizado
via bacteriofagos — tipo de virus composto por DNA ou RNA que infectam
microrganismos procariotos — por meio da inser¢cdo de material genético extracelular
que podera seguir por dois caminhos: pela incorporacdo no DNA da bactéria ou
replicacdo do material genético do bacteriéfago (Marques, 2012). A conjugacao é o
processo que envolve a transferéncia de material genético pelo contato de uma
bactéria doadora para uma bactéria receptora, o qual forma um pilus que propiciara a
transferéncia de elementos génicos (Tenover, 2006; Van Hoek et al., 2011; Marques,
2012; Roberts e Kreth, 2014). Ja na transposi¢ao, genes que possuem sequéncias de
insercdo podem ser introduzidos em diferentes regibes do cromossomo e/ou

plasmidio ou passados de um para o outro, plasmidio para cromossomo e vice-versa.
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Transposons € a denominagao que tais sequéncias de insercdo recebem sendo de

grande importancia na disseminacao da resisténcia (McManus, 1997).

2.2.3 Resisténcia antimicrobiana em Salmonela Heidelberg

Dados sobre a quantidade utilizada de antimicrobianos e a resisténcia de
microrganismos em animais de produc¢do sdo escassos. Contudo, o0 assunto € mais
aprofundado em paises desenvolvidos como os EUA e aqueles pertencentes a Unido
Europeia (UE) quando comparados com o Brasil (Bockma et al., 2014). Apesar da
falta de informacdes, estima-se que o Brasil esta entre os paises que mais utilizam
antibiéticos na agropecuaria, com perspectiva de crescimento deste uso nos proximos
anos (Boeckel et al., 2015). Esta pratica esta diretamente associada ao surgimento de
estirpes resistentes na producéo animal (Aarestrup et al., 2004).

Varios estudos ja demonstraram que 0s sorovares resistentes de Salmonella
spp. sao cada vez mais identificados na indastria avicola, incluindo SH (Musgrove et
al., 2006; Alvarez-Fernandez et al., 2012; Leonidio et al., 2015). Quando nos referimos
a salmonelas paratificas é possivel encontrar estudos que apontam o sorovar
Heidelberg como, atualmente, um dos mais preocupantes no setor avicola (Nayak et
al., 2007; Andrysiak et al., 2008; Foley e Lynne, 2008; Sausen, 2015; Borges, 2016)
por causar alta porcentagem de infeccdo sistémica e mortalidade (Han et al., 2011).

Estudo conduzido por Zhao et al. (2008) avaliou a susceptibilidade de 298
isolados de SH a 15 antimicrobianos. Destes, 67% (n = 198) foram resistentes a pelo
menos um antimicrobiano; 16,4% (n = 49) resistentes a cinco; (3%) seis resistentes a
nove. Além disso, observou-se predominancia de resisténcia a tetraciclina em 39,9%
dos espécimes e de 37,8% a estreptomicina.

Estirpes de SH multirresistentes aos antimicrobianos tém demonstrado
resisténcia ao ceftiofur que € utilizado no primeiro dia de vida de pintainhos para o
controle da mortalidade causada por Escherichia coli e Staphylococus aureus, bem
como, a ceftriaxona, cefalosporinas de terceira geragéo (Zhao et al., 2008; Duitil et al.,

2010). O aumento da resisténcia as cefalosporinas tem sido relacionado a
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disseminacao da enzima AmpC B-lactamase codificada pelo gene blacwy inserido em
plasmidios, facilitando a sua disseminacédo (Zhao et al., 2008; Lynne et al., 2009).

Estudo conduzido por Aarestrup et al. (2004) apontou que mais de 65% dos
isolados testados foram resistentes, concomitantemente, a trés ou mais classes de
antimicrobianos, caracterizando-o como multirresistente. Esses mesmos autores
observaram que varios dos genes de resisténcia aos antimicrobianos estavam
localizados em plasmidios conjugativos, fato este abordado por Lynne et al. (2009)
que destacaram que grandes plasmidios, acima de 75 kilo bases (kb), sdo os mais
associados a multirresisténcia.

Han et al. (2011) identificaram a presenca de grandes plasmidios, tais como
IncA/C e Incll, que albergavam multiplos genes de resisténcia. Por isso, estirpes de
SH tendem a causar infeccdo severa em gestantes e criangas, de dificil tratamento,
devido a multirresisténcia aos antimicrobianos (Dutil et al., 2010). De acordo com Zao
et al. (2008); Lynne et al. (2009) e Han et al. (2011) os genes mais frequentes para
tetraciclina, estreptomicina, cloranfenicol, canamicina e ampicilina encontrados em
isolados de campo séo: tetB, strA, floR, Kn e blacwmy, respectivamente.

Um fato interessante sobre a resisténcia genotipica, € que o gene pode estar
presente no microrganismo, porém nao ser observado nos testes fenotipicos de
susceptibilidade. Isto, deve-se ao fato de que o mesmo pode nao ter sido expresso
por falta de fatores intrinsecos a resisténcia ou muta¢des genémicas. Lynne et al.
(2009), por meio da pesquisa de genes de resisténcia, encontraram trés genes
responsaveis pelo antimicrobiano sulfisoxazol, porém néao foi visualizado nos testes

fenotipicos.

2.2.4 Programas de monitoramento de microrganismos resistentes

aos antimicrobianos

Em producdo animal os antimicrobianos séo utilizados como uma medida
terapéutica contra doencas infecciosas. Entretanto, em alguns casos sé&o
administradas doses na racdo, a fim de melhorar a conversdo alimentar e o

desempenho do animal, prevenindo também doencas provocadas pelo sistema
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intensivo ao qual esses animais sdo submetidos. Porém, essas praticas sdo as
principais causas de inducéo da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos (Leonidio
et al., 2015).

Tendo isso em vista foram criados programas que objetivam a conscientizacao
e o controle do uso de antimicrobianos na producao animal, possuindo como base na
premissa do aumento no surgimento de patdgenos zoonoticos multirresistentes. Os
orgéos internacionais Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO),
World Organization for Animal Health (OIE) e World Health Organization (WHO)
desenvolveram o plano multisetorial de acdo mundial denominado One Health, de
modo a promover, em conjunto, o tripé “salde humana-animal-ambiental”.

No ano de 2016 foi instaurado no Brasil a Comissdo sobre Prevencao da
Resisténcia aos Antimicrobianos em Animais (Brasil, 2016) ao qual elaborou o
PanAgro (Plano de Acdo Nacional de Prevencédo e Controle da Resisténcia aos
Antimicrobianos no ambito da Agropecuéaria) e o AgroPrevine (Brasil, 2017).
Anualmente séo elaborados planos de amostragem para produtos de origem animal

e gerados relatérios com os resultados obtidos com as andlises.

2.3 Caracterizacédo do perfil genético

A utilizacdo de perfis genéticos permite o rastreamento e a diferenciacdo de
estirpes geneticamente relacionadas em meio a surtos (Liebana et al., 2001). Pela
utilizacao de metodologias que permitem a caracterizacao do perfil genético é possivel
obter respostas mais conclusivas a respeito da epidemiologia do patdgeno (Fardsanei
et al., 2016, a partir da comparacao de perfis gerados.

A utilizacdo de sondas de DNA, combinacfes de enzimas de restricio ou
Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR), com iniciadores de regides especificas, sdo
técnicas precisas para identificacdo de estirpes, tornando o0 processo mais agil.
Porém, algumas das citadas exigem equipamentos e reagentes especificos e,
consequentemente, geram maior custo para sua aplicacao (Shi et al., 2015; Wattiau
etal., 2011).
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2.3.1 Sequéncias Repetidas Conservadas

REP (Repetitive Extragenic Palindromic) sdo sequéncias constituidas por 38
pares de base (pb). Destes, seis pb estdo em posi¢cdes degeneradas e outros cinco
pb séo variaveis em cada lado da sequéncia palindroma (Stern et al., 1984). Ja ERIC
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) sao repeticdes de 126 pb, ao qual
ndo se assemelham a nenhuma sequéncia de insercdo jA conhecida, seja de
elementos transponiveis, plasmidios ou sequéncias fagicas e eucaridticas (Hulton et
al., 1991).

As sequéncias BOX sao elementos repetitivos compostos pela combinacéo de
trés subunidades denominadas boxA, boxB e boxC, com 59, 45 e 50 pb,
respectivamente (Olive e Bean, 1999). Inicialmente, acreditava-se que os elementos
BOX eram exclusivos de Streptococcus pneumoniae, porém Olive e Bean (1999)
demonstraram que estes elementos estdo presentes em um numero variado de
bactérias.

A natureza palindrbmica altamente conservada destas sequéncias repetidas
possuem capacidade de formar estruturas steem-loop e tém levado a mdltiplas
inferéncias para possiveis funcdes propostas para estes elementos aleatérios (Stern
et al.,, 1984). De acordo com Lupski e Weinstock (1992) tais elementos estariam
relacionados a evolugdo dos microrganismos com rearranjos no DNA - delecgdes,
inversdes e/ou duplicacbes. Além disso, supbem que as sequéncias repetidas podem
influenciar na viruléncia do microrganismo.

A localizacdo das sequéncias € variavel de espécie para espécie. Contudo, sao
geralmente encontradas em regifes transcritas do genoma, em regides intergénicas
do operon policistrénico ou, ainda, em regides ndo transcritas situadas na por¢ao
upstream ou downstream da sequéncia génica (Versalovic et al., 1991).

Para aplicacédo, ha a necessidade de utilizar a metodologia da PCR (Reacéao
em Cadeia da Polimerase) para amplificacdo das sequéncias por meio de um par de
oligonucleotideos iniciadores que possuem como alvo sequéncias repetitivas nao
codificantes dispostas aleatoriamente no genoma de fungos e bactérias (Versalovic et

al., 1991). BOX-PCR é uma excecado, visto que 0 mesmo possui apenas um
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oligonucleotideo iniciador, devido a orientacéo invertida das repeticées no genoma
(Lupski; Weinstock, 1992). A amplificacdo dos produtos € realizada utilizando
eletroforese, constituindo um perfil genético que pode ser utilizado na discriminacao
de subespécies (Versalovic et al., 1991).

Leal (2010) relatou que desde 1991, as sequéncias ERIC, tém sido amplamente
estudados em uma grande diversidade de microrganismos. A deteccdo de tais
sequéncias altamente conservadas tem sido de grande valia para caracterizacéo de
enterobactérias (Rasschaert et al., 2005). Dombek et al. (2000) submeteram 208
isolados de E. coli a BOX-PCR e, aproximadamente, 74% (154) dos isolados
produziram alta qualidade do perfil genético, ao utilizar o oligonucleotideo iniciador
BOXA1-R. Fendri et al. (2013) utilizou ERIC-PCR e PFGE em amostras de Salmonella
spp. para avaliacdo da metodologia quanto ao seu indice discriminatério obtendo 0,85
e 0,95, respectivamente. Ressaltando que no dendrograma formado, as amostras
foram agrupadas de acordo com o seu sorovar. Hashemi e Baghbani-arani (2014)
compararam quatro metodologias de identificacao de perfil genético, entre elas, REP,
BOX e ERIC. O indice discriminatorio obtido foi de 0.99 para REP, 0.98 para BOX e
0.98 para ERIC. Além disso, realizou a combinacdo das trés metodologias,
melhorando ainda mais o indice obtido inicialmente. Assim, 0 uso das técnicas citadas
anteriormente poderiam ser uma alternativa para métodos de caracterizacao

padronizados (Wise et al., 2009).

2.3.2 Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

David Schwartz e Charles Cantor foram os responsaveis por desenvolver a
metodologia do PFGE (Pulsed-field Gel Eletrophoresis) em 1984 (Schwartz; Cantor,
1984). A metodologia € atualmente considerada como padrdo-ouro para utilizagdo em
investigacdes epidemioldgicas, devido ao seu protocolo padronizado pelo PulseNet e
pela eficacia em distingdo dos perfis genéticos (Ribot et al., 2006).

O método permite avaliar as diferentes alteracdes — mutacdes, insercbes e
delecdes — que podem atingir os fragmentos de DNA (Tenover et al., 1995). Diferente

das sequéncias repetidas conservadas citadas no tépico acima, o PFGE utiliza
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endonucleases de restricdo que clivam o DNA em sitios especificos, permitindo a
fragmentacao da sequéncia e visualizacdo em eletroforese de campos alternados de
voltagem utilizando gel de agarose (Shi et al., 2015; Wattiau et al., 2011). As enzimas
utilizadas séo provenientes de diferentes microrganismos, a mais indicada para uso
em estudos com o género Salmonella é a enzima Xbal, ao qual € derivada do
microrganismo Xanthomonas badrii com corte da enzima tipo adesivo (Shi et al., 2015;
Wattiau et al.,, 2011). Diferentes parametros devem ser considerados para que
obtenha um resultado satisfatorio, como: tamanho do DNA, porcentagem da agarose,
concentracdo do tampdao utilizado para eletroforese, voltagem aplicada, tempo de
pulso e tempo de corrida (Magalhaes et al., 2005).

Em estudo conduzido por Fendri et al. (2013), ao utilizar o PFGE em 45
amostras do género Salmonella, obtiveram um indice discriminatério de 0.94 e 13
perfis distintos de macrorrestricdo, recomendando a metodologia para sorotipagem do
género. Celis-Estupifian et al. (2017) submeteu 45 estirpes de Salmonella Gallinarum
biovar Gallinarum (SG) ao PFGE obtendo 13 perfis distintos e verificando a presenca
de estirpes endémicas no Brasil. Seo et al. (2006) comparou os métodos do PFGE e
RAPD para avaliar a relacdo genética entre as 38 estirpes de SG isoladas de
diferentes regiées. Como resultado, verificou-se que o PFGE teve um poder
discriminatério maior que o RAPD, demonstrando que o PFGE € mais confiavel que o

RAPD para diferenciacéo de estirpes de SG.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar os perfis de resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos,
além de avaliar diferentes metodologias de similaridade para elucidar a epidemiologia

de estirpes de SH no Brasil.

3.2 Especificos

» Caracterizar o perfil de resisténcia a antimicrobianos das estirpes de SH, por
meio dos testes de difusdo de disco em &gar.

» |dentificar os genes de resisténcia aos antimicrobianos (-lactamicos presentes
nas estirpes de SH.

= Caracterizar o perfil fenotipico da Polimixina proposta, por meio do teste de
concentracéo inibitéria minima.

= Utilizar as metodologias moleculares ERIC, REP, BOX e PFGE para

caracterizar a similaridade das estirpes de SH.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Estirpes utilizadas, armazenamento e local de experimentacao

Sessenta e duas estirpes de SH foram utilizadas (Tabela 01) neste estudo.
Vinte e duas delas foram provenientes da bacterioteca pertencente ao Laboratério de
Ornitopatologia da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias (FCAV), UNESP
Campus de Jaboticabal; 40 estirpes oriundas do Instituto Adolfo Lutz (Centro de
Bacteriologia, Nucleo de Doencgas Entéricas e Infec¢des por Patbgenos Especiais).

Todas as estirpes foram armazenadas em Ultra Freezer de Baixa Temperatura
(MCF-U33V-PA, Panasonic) a — 80°C até o seu uso. Todas as etapas experimentais
foram realizadas nas instalagées da FCAV/ UNESP, Campus de Jaboticabal.

As estirpes foram categorizadas de acordo com sua fonte de isolamento. As
categorizadas como “Ambiente avicola” sdo aquelas provenientes de suabes de
arrasto do galpéo, de comedouro, do bebedouro e da cama; as categorizadas como
“Frango” sdo aqueles diretamente do animal, estando o mesmo vivo; as identificadas
como “Produto carneo (aves)” sdo as estirpes oriundas de produtos avicolas prontos

para consumao.



Tabela 01. Informacfes a respeito da fonte de isolamento, o local (municipio e
estado) e o ano de isolamento das 62 amostras de Salmonella

Heidelberg utilizadas no presente trabalho.

Amostra Fonte de isolamento Local (municipio/estado) isggfngﬁto
SH 01 Ambiente avicola * 2002
SH 02 Ambiente avicola * 2003
SH 03 Ambiente avicola * 2004
SH 04 Ambiente avicola * 2006
SH 05 Ambiente avicola PR 2010
SH 06 Ambiente avicola PR 2012
SH 07 Ambiente avicola PR 2014
SH 08 Ambiente avicola SC 2015
SH 09 Ambiente avicola * 2008
SH 10 Ambiente avicola * 2008
SH 11 Ambiente avicola * 2005
SH 12 Ambiente avicola * 1983
SH 13 Ambiente avicola * 1984
SH 14 Ambiente avicola * 2000
SH 15 Ambiente avicola * 2003
SH 16 Ambiente avicola * 2004
SH 17 Ambiente avicola * 2004
SH 18 Ambiente avicola * 2005
SH 19 Ambiente avicola * 2005
SH 20 Ambiente avicola * 2006
SH 21 Ambiente avicola Londrina/PR 2012
SH 22 Ambiente avicola Cascavel/PR 2012
SH 23 Produto carneo (aves) Séo Paulo/SP 2014
SH 24 Produto carneo (aves) Séo Paulo/SP 2014
SH 25 Produto carneo (aves) Séo Paulo/SP 2014
SH 26 Produto carneo (aves) Sao Paulo/SP 2014
SH 27 Produto carneo (aves) Sao Paulo/SP 2014
SH 28 Produto carneo (aves) Sao Paulo/SP 2014
SH 29 Produto carneo (aves) Sao Paulo/SP 2014
SH 30 Frango Sao Paulo/SP 2014
SH 31 Frango Sao Paulo/SP 2014
SH 32 Frango Sao Paulo/SP 2014
SH 33 Frango Sao Paulo/SP 2014
SH 34 Frango Sao Paulo/SP 2014
SH 35 Ambiente avicola Campinas/SP 2014
SH 36 Ambiente avicola Campinas/SP 2014
SH 37 Ambiente avicola Campinas/SP 2014
SH 38 Ambiente avicola Campinas/SP 2014
SH 39 Ambiente avicola Campinas/SP 2014
SH 40 Produto carneo (aves) Séo Paulo/SP 2015
SH 41 Ambiente avicola Londrina/PR 2015
SH 42 Ambiente avicola Uberlandia/MG 2015




Tabela 01 (continuac&o)

SH 43
SH 44
SH 45
SH 46
SH 47
SH 48
SH 49
SH 50
SH 51
SH 52
SH 53
SH 54
SH 55
SH 56
SH 57
SH 58
SH 59
SH 60
SH 61
SH 62

Ambiente avicola
Ambiente avicola
Frango
Frango
Frango
Frango
Frango
Produto carneo (aves)
Produto carneo (aves)
Produto carneo (aves)
Produto carneo (aves)
Produto carneo (aves)
Produto carneo (aves)
Produto carneo (aves)
Produto carneo (aves)
Produto carneo (aves)
Produto carneo (aves)
Produto carneo (aves)
Produto carneo (aves)
Produto carneo (aves)

Séo Paulo/SP
Séo Paulo/SP
Avaré/SP
Avaré/SP
Avaré/SP
Avaré/SP
Avaré/SP
Avaré/SP
Avaré/SP
Avaré/SP
Avaré/SP
Avaré/SP
Avaré/SP
Avaré/SP
Avaré/SP
Avaré/SP
Avaré/SP
Avaré/SP
Avaré/SP
Avaré/SP

2017
2017
2016
2016
2016
2016
2016
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018

*Isolados cuja localizagdo néo foi divulgada

4.2 Extracado de DNA
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A extracao do DNA bacteriano foi realizada utilizando kit comercial PureLink™

Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, EUA), conforme

recomendacdes do fabricante. A verificacdo da qualidade do DNA extraido foi

realizado em aparelho eletroforese (Bio-Rad Laboratories, EUA) com visualizagao sob

luz UV em aparelho fotodocumentador Gel Doc EZ Gel Documentation System (Bio-

Rad Laboratories, EUA). A quantificacio do DNA foi aferida por meio do

espectrofotdometro DeNovix DS-11+ (DeNovix Inc., Delaware, EUA).

4.3 Confirmagéo do sorovar Heidelberg

A PCR convencional especifica para SH foi realizada de acordo com Park e

Ricke (2014) com modificagdes. A regido génica amplificada codifica uma enzima de
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restricdo do tipo Il, subunidade da metilase, especifica de SH (nUmero de acesso ao
GenBank: ACF69659.1). Para tanto, 20 uL do total da reacdo eram compostos por 4
UL de 5x FIREPol Master Mix com 12.5 mM MgCI? (Solis BioDyne, EUA), 50 uM dos
oligonucleotideos (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, EUA), 1 uL de DNA e agua
ultra-pura (Sigma Aldrich, EUA), em quantidade suficiente para (g.s.p.) completar a
reacao. As condi¢cdes da PCR foram realizadas em aparelho termociclador MyCycler
Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, EUA,) nas seguintes especificagées: um ciclo
de desnaturacao inicial a 95 °C por 2 minutos; 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por
30 segundos, pareamento a 60°C por 20 segundos e extensao da nova fita de DNA a
72°C por 20 segundos; e, por ultimo, um unico ciclo de extensdo a 72°C por 5 minutos.
A sequéncia dos iniciadores utilizados foi: direto SH-F (5’- TGT TTG GAG CAT CAT
CAG AA — 3) e reverso SH-R (5" — GCT CAA CAT AAG GGA AGC AA - 3') (Park e
Ricke, 2014).

Em seguida, 5 yL de cada amostra amplificada foi misturada em 1 pL de corante
Gel Red Nucleic Acid Stain (Biotium, Califérnia, EUA) na diluicdo de 1:500 acrescido
de 1 puL de tampé&o de corrida Loading Dye (Fermentas, Thermo Fisher Scientific,
EUA). Ademais, em cada uma das reacdes realizadas foi utilizado um controle da
reacdo que permitiu a visualizacdo de possiveis contaminantes e inibidores,
substituindo o material genético por agua ultrapura em mesma quantidade. De modo
a identificar o tamanho molecular dos amplicons gerados, foram utilizados 5 pL de
marcador molecular de 100 pares de base (pb) (Fermentas, Thermo Fisher Scientific,
EUA), acrescido de 2 pL de Gel Red Nucleic Acid Stain. Dessa forma, a eletroforese
foi realizada em gel de agarose 1,5% (Sigma Aldrich, EUA) sob as condicfes de 5V/cm
da cuba (Bio-Rad Laboratories, EUA) por 1 hora. ApGs a corrida eletroforética, o gel
foi submetido a luz UV em aparelho fotodocumentador Gel Doc EZ Gel Documentation

System (Bio-Rad Laboratories, EUA) para a visualizacdo dos amplicons.

4.4 Teste de susceptibilidade a antimicrobianos

As estirpes de SH foram submetidas ao teste de disco e difusdo em agar

Mueller-Hinton proposto por Bauer et al. (1966), de modo a avaliar a susceptibilidade
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aos antimicrobianos (Tabela 02). O procedimento foi realizado conforme o
preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (CLSI, 2017). Para
a Polomixina E foi realizado o teste de concentracdo minima inibitoria (Minimum
Inhibitory Concentration - MIC), por microdiluicdo em caldo em razdo da pouca
capacidade de difusdo da molécula em disco (Thamlikitkul e Tiengrim, 2014).

Os resultados do antibiograma foram avaliados seguindo as recomendacfes
do CLSI (2017) e utilizado como controle de qualidade a estirpe de Escherichia coli
ATCC 25922. As estirpes resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos foram

classificadas como multirresistentes.

Tabela 02. Informagbes sobre os antimicrobianos utilizados (classe pertencente,
concentracdo e abreviacdo) para os testes de susceptibilidade aos

antimicrobianos (método de [1] disco e difusdo e de [2] microdiluicdo em caldo).
Classe Antimicrobiano Concentracéo Sigla Metodologia
Ciprofloxacina 5ug Cip

Quinolonas e

. Acido Nalidixico 30 ug Nal
fluoroquinolonas . 1
Enrofloxacina 5 g Enr
Norfloxacina 10 pg Nor
Amicacina 30 ug Ak
. L Canamicina 30 ug Ka
Aminoglicosideos Estreptomicina 10 ug S 1
Gentamicina 10 pg Gm
A L Ampicilina 10 pg Amp
B-lactamico (Penicilinas) Amoxilina 10 g Amx 1
B-lactamico .
L I 10 I 1
(Carbapenémicos) mipenem Hg mp
. ftiof f
B- lactamico Ceftio .ur 30 ug Ce
(Cefalosporinas) Cefotaxima Ctx 1
P Cefoxitina 30 ug Fox
Combinacgao de - Amoxilina-
lactdmico com inibidor de 20/10 g Amc 1
clavulanato
B-lactamase
Nitrofuranos Nitrofurantoina 300 g Nit 1
Fenicois Cloranfenicol 30 pg C 1
Tatraciclinas Tetraciclina 30 pg T 1
Inibidores de vias Trimetoprim-
metabdlicas sulfamethoxazol 1.25/23.75 1g Sxt 1
Polimixina Colistina - Pe 2

4.4.1 Metodologia de disco e difusdo em agar
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As estirpes foram submetidas a multiplicacdo bacteriana em caldo LB (Difco™,
Brasil) a 37 °C por 18 h, sob agitacdo. Apds a incubacao, foram estriadas pelo método
de esgotamento em placas de Petri contendo agar LB e incubadas a 37 °C por 24
horas. Uma a duas colonias foram inseridas em solugdo salina estéril 0,85% e
comparadas com o grau 0,5 da escala MacFarland, até diluicdo correspondente a,
aproximadamente, 1,5 x 108 UFC/mL (CLSI, 2017). Com o auxilio de um suabe estéril,
a solucao bacteriana preparada em solucao salina 0,85% foi despejada e espalhada
de maneira uniforme em placas de Petri contendo 30 mL de &gar Mueller-Hinton
(Sigma-Aldrich®, USA). Em seguida, foram inseridos os discos de antimicrobianos e
submetidos a incubacédo por 18h horas a 37°C. Para a interpretacdo dos resultados
foi realizado a medicao do halo formado com o auxilio de uma régua graduada e seu
diametro analisado de acordo com o preconizado pelo CLSI (2017) e classificados
como sensiveis ou resistentes. A estirpe Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada

como controle de qualidade do teste.

4.4.2 Metodologia de microdiluicdo em caldo

O teste de microdiluicdo em caldo foi aplicado para aferir a susceptibilidade das
estirpes a Polimixina E (Thamlikitkul e Tiengrim, 2014). A suspenséo bacteriana foi
preparada — do mesmo modo que a metodologia de disco e difusdo em agar —. O
antimicrobiano foi preparado do sulfato de colistina a 100 % (Sigma-Aldrich®, USA)
utilizando agua estéril como solvente com o objetivo de adquirir uma concentracao
final de 1 mg/mL. A amostra foi acrescida em caldo Mueller-Hinton (Oxoid®, UK)
contendo a solug&o do antimicrobiano em diferentes concentragdes (32, 16, 8, 4, 2, 1,
0,5, 0,25 e 0,125 pg/mL). A incubacéo foi realizada por 18 horas a 37 °C. ApGs esse
periodo, foi verificado a presenca ou ndo de multiplicagdo bacteriana para cada
diluicdo do antimicrobiano. A estirpe Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada como
controle de qualidade do teste. O ponto de corte para a Colistina foi de menor ou igual

a2 ug/mL.
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4.5 Pesquisa de genes de resisténcia f-lactamicos

A presenca de genes que conferem resisténcia aos B-lactamicos foi avaliada
utilizando a Reagédo em Cadeia da Polimerase a partir de oligonucleotideos iniciadores
especificos (Tabela 03). O protocolo contendo as quantidades e concentracdes dos
reagentes utilizados estdo descritos nas Tabelas 04 e 05. Para visualizacdo dos
fragmentos foram acrescentados 5 pL do produto amplificado junto com 1 pL do
Loading Dye Buffer (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) e aplicado em gel de
agarose (Sigma-Aldrich, USA) corado com SyBr Safe DNA Gel Stain (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, USA). A corrida eletroforética ocorreu nos seguintes
parametros: 4V/cm por 45 minutos. Apos, o gel foi submetido a luz UV em aparelho
fotodocumentador Gel Doc EZ Documentation System (Bio-Rad Laboratories, USA).

Tabela 03. Sequéncias dos oligonucletideos iniciadores utilizados para detectar a

presenca ou auséncia de genes de resisténcia as B-lactamases.

Tamanho
Caracterizagao Gene Sequéncia (5’ > 3’) (pares de Referéncia
base)
bla GCACGAGTGGGTTACATCGA 310 Carlson et al.,
TEM1  GGTCCTCCGATCGTTGTCAG 1999
GGGTTATTCTTATTTGTCGC .
bla
S TTAGCGTTGCCAGTGCTC 930 Saraiva et al., 2018
SCSATGTGCAGYACCAGTAA .
bla
ESBL CXM  CCGCRAT ATGRTTGGTGGTG 554 Saraiva et al., 2018
TTTGGTTCCGCGCTATCTG
bla
PSEL  TACTCCGAGCACCAAATCCG 150~ Perezetal,, 2002
ATGGCAATCCGAATCTTCGC
bla
oxA2  TTATCGCGCAGCGTCCGAGT 650 Perezetal, 2002
bla,,, ~GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT 520 Carlson et al.,
(MOX) CACATTGACATAGGTGTGGTGC 1999
bla TGGCAAGAACTGACAGGCAAA
ampC CMY-2 462 Perez et al., 2002
(CIT)  TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC
AACATGGGGTATCAGGGAGATG .
bla
FoX  CAAAGCGCGTAACCGGATTGG 190  Casinetal, 1999
GCGTGGTTAAGGATGAACAC :
bla
Carbapenemases oxA48  CATCAAGTTCAACCCAACCG 438 Poireletal, 2011
bla GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 621 Poirel et al., 2011

NDM CGGAATGGCTCATCACGATC
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Tabela 04. Protocolo utilizado para amplificacdo dos genes de resisténcia de pB-

lactamases.
Oligonucletideos iniciadores
MOX* NDM
Reagentes CTX-M SHV FOX* TEM-1 PSE OXA-2 OXA-48
CIT#
1Buffer 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X
IMgCl2 3mM 3mM 1.5mM 3mM 3 mm 15mM  1.5mM
1dNTP 200 uM 200 uM 200 uM 200 uM 200puM 200 pM 125 uM
10ligonucleotide 1.2 pmol* 12
os iniciadores 1.2 pmol 1.2 pmol ' 1.2 pmol 1.2 pmol ' 0.8 pmol
0.8 pmol# pmol
(cada)
1Tag DNA Pol 1U 1U 1.25U 1U 1U 1U 15U
DNA 100 ng 100 ng 100 ng 100 ng 100 ng 100 ng 100 ng
Volume Final 25 pL 25 L 25 pL 25 pL 25 L 25 L 25 L

A agua ultra-pura foi utilizada para completar o volume da reacdo. Sigma Aldrich,
Missouri, USA. Explicar os asteriscos

Tabela 05. Condi¢des de amplificacao para cada um dos genes de resisténcia de B-lactamase

utilizados.
Oligonucleotideos iniciadores

Quantidade MOX¢ NDMf
Fase de CTX-M2 SHVP FOXe TEM-1P PSEd OXA-2¢ OXA-

repeticoes CITe 48f
Desnaturacao 1X 94 °C 94 °C 94 °C 95 °C 95°C 94 °C 94 °C
inicial 180 s 300 s 180 s 300 s 420 s 240 s 600 s
Desnaturacio 35 X2 94 °C 94 °C 94 °C 95 °C 95°C 94 °C 94 °C
30 Xb 30s 60 s 30s 60 s 60 s 30s 30s
Pareamento 25 X¢ 57.6 °C 55.5°C 64 °C 55°C 48 °C 55°C 54 °C
40 Xd 30s 60 s 30s 60 s 30s 30s 40 s
Extensio 38 Xe 72 °C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C
36 Xf 45s 60 s 60 s 60 s 30s 30s 40 s
o 72 °C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C

Extensao Final 1X

300 s 300 s 420 s 420 s 420 s 300 s 300 s

4.6 Avaliacdo do Perfil Genético

4.6.1 Sequéncias Repetidas Conservadas

Para cada uma das metodologias empregadas foram utilizados primers
especificos para a amplificacdo do material conservado (Tabela 06). O procedimento,
bem como, a quantidade e concentracdo dos reagentes utilizados para amplificacao
das sequéncias repetidas, encontra-se descrito na Tabela 07 e 08. Os fragmentos

foram visualizados por meio do acréscimo de 5 pL do produto amplificado juntamente
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com 1 pyL de Loading Dye Buffer (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) e
aplicados em gel de agarose a 1,5% corado com SyBr Safe DNA Gel Stain (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, USA). Apds, os produtos foram submetidos a corrida
eletroforética por 4V/cm, durante 45 minutos e a leitura foi realizada em aparelho
fotodocumentador Gel Doc EZ Gel Documentation System (Bio-Rad Laboratories,
USA).

Tabela 06. Primers ou Oligonucleotideos iniciadores utilizados para avaliacdo das
sequéncias repetidas conservadas.
Primers Sequéncias Referéncia
REP1R-I (5-IICGICGICATCIGGC-3’)

REP REP2- (5-ICGICTTATCIGGCCTAC-3) Stern etal., (1984)

ERIC ERIC1R (5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3') Versalovic et al. (1991)
ERIC2 (5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3) '

BOX BOXAI1R (5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3)) Versalovic et al. (1991)

Tabela 07. Protocolo com a quantidade e concentracédo dos reagentes
utiizados na PCR para cada uma das metodologias
empregadas na amplificacdo das sequéncias repetidas
conservadas (ERIC, REP e BOX).

Reagentes ERIC REP BOX
1Buffer 1X 1X 1X
IMgCl2 3mM 3,8 Mm 2,8 mM
1dNTP 300 uM 300 pM 200 uM
10ligonucleotideos iniciadores (cada) 3 pmol 3 pmol 1 pmol#
1Tag DNA Pol (5U/uL) 15U 15U 15U
DNA 50 ng/uL 50 ng/uL 50 ng/pL
Volume Final 25 L 25 uL 25 L

1 Sigma Aldrich®, USA. A agua ultra-pura foi utilizada para completar o
volume da reacéo.

Tabela 08. Condicdes de amplificagcbes da PCR empregadas
para as metodologias ERIC, REP e BOX.

Fase Repeticbes ERIC REP BOX
Desnaturacao Inicial 1X 94 C 94 C 94 .C
5 min 5 min 5 min

Desnaturacao 94°C 94 °C 94 °C
& 60 s 30's 30s

54 °C 56 °C 56 °C

Pareamento 30 X 45 s 45 S 30's
Extens3o 72 °C 72 °C 72 °C
70 s 70 s 30s

Extensao Final 1X 72 C 72 C 72 _C
5 min 5 min 5 min

S: segundos; min: minutos.
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4.6.2 PFGE

PFGE foi realizado de acordo com protocolo publicado por Ribot et al. (2006)
utilizando a enzima de restricdo Xbal (Sigma Aldrich, Missouri, USA). A eletroforese
foi realizada em aparelho CHEF-DR Il (Bio-Rad Laboratories, USA), com os seguintes
parametros: pulso inicial e final de 2,2s e 54,2s, respectivamente; voltagem de 6V;
angulo de 120°; temperatura de 14°C e corrida de 21 horas.

As analises e construcdo do dendrograma por similaridade foram realizadas
utilizando o software Bionumerics versdo 7.1 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium), aplicando o UPGMA (Unweighted Pair Group Mean Arithmetic) e coeficiente

de Dice com 1% de tolerancia e 0,5% de otimizagao.
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5. RESULTADOS

5.1 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

Na Tabela 09 estdo apresentados os resultados das as resisténcias fenotipicas
encontradas neste trabalho. Para efeito dos nossos resultados, os perfis fenotipicos
identificados como intermediario foram considerados como resistentes.

As menores taxas de resisténcia obtidas — ponto de corte em 15% —, de acordo
com o teste fenotipico de suscetibilidade, foram observadas para Ka com 12,9%
(8/62), Imp com 4,8% (3/62), Cip, C e Pe com 1,6% (1/62) cada. Nenhuma das estirpes
estudadas apresentaram resisténcia para Nor, Sxt, Gm e Ak. Os maiores indices de
resisténcia — acima de 20% — foram encontrados para os 13 antimicrobianos
restantes, com destaque para S com 96,70% (60/62), Nal com 80,60% (50/62) e T
com 68,30% (43/62) (Tabela 9).

Neste estudo, foi observado elevada resisténcia aos p-lactamicos testados. As
Penicilinas, Amx e Amp apresentaram 58,1% (36/62) cada; As Cefalosporinas tiveram
Cef com 54,8% (/62), Ctx com 59,7% (37/62) e Fox com 56,4% (35/62). A associacao
de B- lactdmico com inibidor de B-lactamase, Amc com 58,1% (36/62). Apenas o
Imipenem (Imp), da subclasse dos Carbapenémicos apresentou baixa resisténcia com
4,8% (3/62).

De acordo com os resultados fenotipicos de resisténcia obtidos, 41 estirpes
foram caracterizadas como multirresistentes, ou seja, estirpes que apresentaram
resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos diferentes. Os perfis fenotipicos
encontrados com maior frequéncia foram NalAmxAmpFoxCefCtxAmcTS e
NalAmxAmpFoxCefCtxAmcTSNit.
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Tabela 09. Perfil fenotipico de suscetibilidade dos antimicrobianos testados

encontrados nas 62 estirpes de Salmonella Heidelberg.
Perfil fenotipico

Classe Antimicrobiano Resistente Sensivel
Ciprofloxacina 1,60% 98,40%
uinolonas e Acido Nalidixico 80,60% 19,40%
Q
fluoroquinolonas Enrofloxacina 29% 71%
Norfloxacina - 100%
Amicacina - 100%
Aminoalicosideos Canamicina 12,90% 87,10%
g Estreptomicina 96,70% 3,30%
Gentamicina - 100%
B-lactamico (Penicilinas) Ampicilina 58,10% 41,90%
Amoxilina 58,10% 41,90%
B-Iactarpm_o Imipenem 4,80% 95,20%
(Carbapenémicos)
lactami Ceftiofur 54,80% 45,20%
B- lactamico Cefotaxima 59,70% 40,30%
(Cefalosporinas) -
Cefoxitina 56,40% 43,60%
Associagao de - lactamico Amoxilina-
com inibidor de B- 58,10% 41,90%
clavulanato
lactamase
Nitrofuranos Nitrofurantoina 37,10% 62,90%
Fenicois Cloranfenicol 1,60% 98,40%
Tetraciclinas Tetraciclina 69,30% 30,70%
Inibidores, Qe vias Trimetoprim- i 100%
metabolicas sulfamethoxazol
Polimixina Colistina 1,60% 98,40%

5.2 Pesquisa de genes de resisténcia aos B-lactamicos

Os genes blactx-m, blaskv e blatem-1 foram identificados em 3,2% (2/62), 4,8%
(3/62) e 3.2% (2/62), respectivamente. Nenhum dos demais genes — blapse-1 e blaoxa-
2 — que codificam as ESBL foram encontrados neste trabalho. Dos genes
categorizados como AmpC, apenas para o blacwy-2 (CIT) foi encontrado em 62,3%
(38/62). Para os demais — blacmy-s (MOX) e blarox — ndo foram identificados nas
amostras. Nenhum dos genes estudados, que codificam carbapenemases, foram

identificados — blaoxa-4s € blanpw.
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5.3 Perfil genético

5.3.1 Sequéncias Repetidas Conservadas

O dendrograma de cada uma das técnicas (REP, ERIC e BOX) empregadas
para obtencdo do perfil genético encontra-se nas Figuras 01, 02 e 03, cujo ponto de
corte foi 80% para as trés técnicas, com intuito de melhorar a visualizacdo da relacao
de similaridade entre as amostras.

No dendrograma obtido a partir da REP-PCR foram identificados a presenca
de 7 clusters identificados em letras, de A a G (Figura 01). Os isolados de SH
agrupados nos clusters E e F apresentaram a mesma fonte de isolamento, ambiente
avicola. Os demais apresentaram categorias diferentes. Com excecdo ao cluster C,
compreendido por isolados obtidos no estado de Sao Paulo, ndo houve agrupamento
por local de isolamento nos demais clusters obtidos.

Ja4 no dendrograma obtido a partir da ERIC-PCR, € possivel observar 6
diferentes clusters (A a F) na Figura 02. Neste dendrograma, houve predominancia
dos isolados oriundos do ambiente avicola nos clusters A, B e C, e dos isolados
oriundos de produto carneo nos clusters D e F. Em relacdo ao local de isolamento,
apenas estirpes do estado de Sao Paulo foram agrupados nos clusters D e E.
Entretanto, os outros clusters apresentaram diversidade quanto ao local de
isolamento, incluindo estirpes com 100% de similaridade obtidas em locais
geograficamente distintos (SH42, e SH11 e SH39, oriundas de Minas Gerais e Sao
Paulo, respectivamente).

Em comparacéo aos anteriores, o dendrograma obtido para BOX-PCR foi o que
gerou o menor numero de perfis de fingerprint, e consequentemente 0os menores
nameros de ramificacdes no dendrograma (Figura 03), que foram divididos em 6
clusters principais, identificados de A a F. Todos os clusters apresentaram fonte de
isolamento diversa. Referente ao local de isolamento, o cluster A, D e F apresentaram
0s seguintes estados como origem de isolamento: Sado Paulo e Parana; o cluster B

dos estados do Parana, S&o Paulo e Minas Gerais; o cluster C houve predominio do
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estado de Séao Paulo, com apenas um isolado do Parana (SH41); o cluster E apenas
do estado de Sao Paulo; cluster F dos estados de S&o Paulo e Parana.

Para os trés meétodos estudados, REP-PCR, ERIC-PCR e BOX-PCR, néo
houve agrupamento das estirpes quanto aos perfis de resisténcia obtidos. Além disso,
todos os métodos apresentaram isolados provenientes de estados diferentes e com
100% de similaridade.
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_E Nal T Amx Amp § Procuto cAmeo (sves)

Nal Env Fox Cef Ctx Ame T Nit Amx Amp S

e L1 it AMp S

Nail Fox Cef Ctx Ame T Nit Amx Amp §
Nal Fox Cef Cix Ame T Amx Amg §
Nal Fox Gl Ctx Ame T Amx Amo S
Nal Fox Cef Ctx Ame T Nit Amx Amp §
Nal Ene Fox Cat Cbe Ame T Amx Amp S
Nal Fox Caf Cte Ame T Nit Amz Amp §
Nal Fox Cef Ctx Ame T Amx Amp §

Nal Fox Cef Cix Ama T Nit Amx Amp S
Nal Ene Fox Caf Cte Amc T Amx Amp 6
Nal Ene Fox Caf Ctx Ame T Nt Amx Amp §
Nal Fox Cef Ctx Ama T Amx Amp 8
Nal §

Nal Ent Fox Caf Cx Ame TS
Nl Enr 8 Ka

Proculo cAmeo (aves)
Produto camao (aves)
Produlo CAMeo (aves)
Procuto cAmeo (wves)
Proouto cAmeo (aves)
Frango

Produto cameo (aves)
Amtierde svicols
Ambientn avicoln
Ambinrdn sioot

Nal Env Fox Cef Cox dmp Ame TAMx Amp 8 Ambienie avicola

Nol Fox Cot CAme TAmxAmo §_______ Produlo camao (aves) |

R R R L I I i i 1

Nal Erv Fox Cef Ctx Ame T Amx Amp § Produto cAmeo (aves)
Amx Aimp S Amtierms avicols
Nal Erv § Ka Ambieme avicota
A 1 Ambierte avicola
- Nal Ctx Imp Amx Amp Ambiecte avicoln
s Aribinvie avicokn
EnS Ambienis @vicols
Nal 8§ Ambiame avicola
Fox Cel TS Ka Ambloma avicola
NeC S Ka Amblents avicola
Nal Ene § A avicola
S— Nal Fox Cof Ctx Amo T Nit Amx Amp S Produto cameo (eves)
_: Nal Erv Fox Caf Ctu Ame TAmx Amp S Ka  Ambiene avicola
LN 1.
SH25 NalThNe S Produto GAmeo (wves)
SH29 Nl Fox Cte Ame T Ama Amp § Produto GAmec (s
SH22 Nal Fox Cef Cix Amo TNt S Ambients avicoln
§H30 Nal Fox Cof Cix Ama T Amx Amg § Frango
SH26 Nal Erv Fox Cef Cx Amc T Proauto cAmeo (wwee)
SH27 Nal Fox Cof Ctx Ama T Amx Amg S Produlo cAmeo (wes)
SHOT Nal Erv Fox Caf Ctx Ame TNEAMxAmp S Amblande avicola
SH18 Nal S Amtieria avicola
8MH23 Nol T Nt A Amp S Produio cmeo (aves)
SH28 Nal Fox Cts Ame T Amx Amp § Produtn cimeo (sves)
SHI3 Nal Erv Fox Caf Ctx Ame TNEAmx Amp 8 Frango
[ SH19 5 Ambrerte avicols
! 8HI12 Nal Cof Ctx Ame T Nt Amx Amp § Frango
SHO4 SKa Ambierts avicols
SH24 Nul T Ne S Produto cAmen (s )
§H20 8 Amblema avicoln
MM Nal Caf Ctx Aemc T Nt Amx Amp 5 Frango
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Figura 01. Dendrograma de similaridade do perfil genético construido pelo método

UPGMA utilizando os dados obtidos do método REP contendo as 62 estirpes

de Salmonella Heidelberg.
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s Estirpe Porfil Fenotipico Fonte de Isalamento
SH 10 Fox Cof TS Ka Amtiarte avicols
SHSS Nai Fox Cof Ctx Ame T Nit Amx Amp § Procuto cameo (aves)
SH 14 Nal Erv S Ka Ardican avicota
SH 40 Naii T Amx Amg § Procuto cAmec (sves)
SH 06 Nai Ene Fox Cef CxAme TAMKAMP S Ka Amblents avicola
sHOT Noi Erv Fox Cet Cx Ame TNIATS Amp 5 Ambiante avicola
SHOB Nal En Fox Caf Ctx Imp Amc TAMKAMP S Amblorte avicols
SH09 Nal Cas imp Amx Arg Ambrents svicola A
SH4y Nai Fox Cef Ctx Ame T Nit Ams Amp S Amtrente avicos
SH47 Nad TN Amx Aep S Frango
SH 49 Nal Fox Cel Ctx Amo T Amx Amp § Frango
s 12 5 Ambente avicois
u SH &1 Nyl Fox Caf Cix Amc T Nit A Amp S Produto cleneo (aves)
M1 NICSKae Amtrents avicos
SHy Nl Env Amx Amp S Amtsente avicoia
SH 44 Nai Fos Cal Ctx Ame T Nit A Amp S Amtsentn wicoa
N Cix Amc Wvicon
SH 41 Nail Cip Env Fox Cef Ctx Ame T S Ambrente svicois
SH 11 SkKa Amtrente avicoa
| | SH Nal Env Fox Cof Cte Ame TNtATKAmg S Ambiante avicol B
SH42 Nai Enr Fox Ctx Ame T Ams Amp § Amtiente aviccra
Fox
1 SH 04 SKa Ambients avicoie
sH 52 N Fox Cef Ctx Ame T Amx Amp S Produso cimeo (aves)
S EwS Amtrente avicoia
| sH a2 Nal § Amtrente avicoa
SHOl ™1 Amtrento avicoia c
SHO5 Nal Ene 5 Ka Amezenis avicoi
| SH17 5 Ambients svicols
SH0 Nesl Fox Cef Cix Ame T Amx Amp S Produso caeneo (aves)
418 5 Amtrente avicoa
I SH 20 s Amtiente avicoia
SHAT Nai Fos Cel Ctx Ame T Anw Amp S PO ClTo (aves)
i __ SH 62 Nal Erv Fox Cef Cts Ame T Amx Amo § PrOGWAO CAeneo (aves)
SH 84 Nail Ene Fox Cef Ctx Ame T Amn Ao S Produto ceneo (sves)
— SH 81 Nasi Env Fox Cof Ctx Amc T Amx Amg S Produso carmeo (aves)
SH4s Nal Fox Cef Ctx Ame T NIt § Ka Frangs
SH 56 Nat Fox Caf Ctx Amc T Nt Ame Amp § Produso cameo (aves) | D
‘ SH 48 Nal Fox Cef Ctx Amc T § Frango
SH 53 Nl Fox Caf Ctx Ame T Nit Amx Amp 5 Produs cieneo (aves )
S 58 Nt Fox Cef Ctx Ame T Amx Amp S Produto cineo (aves)
l l SH 60 Nal Fox Cef Ctx Ame T Nit Amx Amp S Produso caeneo (aves)
B N F Amas
SH 26 Nai Env Fox Cat Cta Amc T Produto cacren (aves)
| ' SH 31 Nai Cef Ctx Amo T NIt Amx Amp § Framgo E
1 sH 22 Nasl Cef Ctx Ame T Nt Amax Amp S Frango
SH 29 Nasl Fox Ctx Ame T Ama Amp & Produso carmeo
SH23 Nal T Nit Amx Amp S Produso carmes (aves)
M3 Nt Ene Fox Cof G Amc T MtATRAME S Frange
SH 24 Nal TS Proguso CaTwo (aves)
SH 25 Nel TNIS Produso Caeneo (avess)
s 27 Nasl Fox Cef Ctx Ame T Amx Amp S Progu carneo (aves) F
SH 30 N Fox Caf Ctx Ame T Amx Amp S Frango
SH 1 Nal § Ambtiente avicoa
SH 28 Nail Fox Cix Amc T Ame Amp 5 Produas carmen (aves)
SH 21 Nai TNt S Ka Pe Amtrents avicoa
sH 22 Nl Fox Caf Ctx Ame TNt S Amtrente
CSHE Imp S Ambsents svicola
__{_{ SH3 Nt Env Fox Cof Cte Amc T Nt AmxAmp §  Frango
SH 185 Nal Ene § Amtiente avicoa
SH 36 Amx Amp S Amtsentn avicoia
SH45 Amix Amp S Frango

Figura 02. Dendrograma de similaridade do perfil genético construido pelo método
UPGMA utilizando os dados obtidos do método ERIC contendo as 62 estirpes
de Salmonella Heidelberg.



33

Estirpe Perfil Fenatipico Fonte de isolamaento
SHGH Nal Enr Fox Cef Cix Imp Ame T Amx Amp S Ambienie avicol |
SH23 Nal T Nit Amx Amp S Produto cameo {aves)
5H18 s Ambiente avicola A
$H20 s Ambiento avicola
| SHO3 Nai S Ambiente avicola
__sue) Nai Ene Fox Cef Ctxr Amc TAmz Amp S Produto cémeo (aves) |
SHO7 Nal Enr Fox Cof Clix Amc T NHAmx Amp S Ambeente avicola
SH46 Nal Fox Cef Ctx Amc TNit S Ka Frango
SH14 Nal Enr S Ka Amteents avicola B
SH44 Nai Fax Cef Ctx Ame T Nit Amx Amp 5 Ambients avicola
SH42 Nal Enr Fox Ctx Amc T Amx Amp S Amirents avicols
SHOY EnvS Ambients avicola
SHO2 Nai S Ambsenta avicola
SH1Z s Ambiente avicola
SH1t SKa Ambiento avicola
. | S Nal Fox Cef Cix Amc T Nit Amx Amp S Ambients avicola
SH47 Nal T Nit Amx Amp § Frango
SH36 Nat Ene Fox Cef Ctx Ame T S Ambiente avicola
SHS0 Nal Enr Amx Amp S Ambiente avicola
5HY7 Nal Fax Caf Ctx Ame T NIt S Ambients avicoia
SH38 Nal Enr Fox Cef Ctx Amc T NtAmxAmp S Amblente avicola
SH9 Nal T Amx Amp S Produto cameo (aves)
SH40  Nal Cip Enr Fox Cef Cx Amc TS Amteente avicols o
SHA1 Nal Fox Cef Ctx Ame T Amx Amp § Produto cameo (aves)
SH48 Nal Fox Cet Cix Ame TS Frango
SHIS Amx Amp S Ambuents avicois
SHED Nal Fax Cef Ctx Amc T Nit Amx Amp S Produto cimeo (aves)
SH4g Nai Fax Cef Ctx Ame T Amx Amp S Fraogo
SHS2 Nal Fox Cet Ctx Ame T Amx Amg S Produto cameo (aves)
SHS) Nal Fox Cef Ctx Ame T Nit Amx Amg S Produto cameo (aves)
SHS¢ Nai Enr Fox Cef Cix Ame T Amx Amp S Produto cameo (aves)
SH57 Nal Fox Cef Ctx Ame T Amx Amp S Produto cameo (aves)
— SHEG Nat Fox Cef Ctx Ame T Nit Amx Amg S Produto carmeo (aves)
SH3L Nai Env Fox Cef Ctx Ame TNt AmxAmp S ___ Frango
SHOL SKa Amtwenta avi
SHOS Nai Enr S Ka Ambiente avicola
SHOE Nal Enr Fox Cef Clx Amc TAmxAmp SKa  Ambienta avicola
SHOO Nal Ctx Imp Amx Amp Amtiente avicots
$H10 Fox Cef TS Ka Ampients avicola
SHI7 s Ambients avicoia
SH26 Nal Env Fox Cef Clx Ame T Produto cAmeo (aves)
SH29 Nal Fox Ctx Ame T Amx Amp S Produto cameo (aves) D
SHIt Nal Cef Ctx Ame T Nit Amx Amp S Frango
SHA2 Nal Cef Ctx Ame T Nit Amx Amp S Frango
SH3 Nai Ene Fox Cef Ctx Amc TNitAmx Amp S Frango
SHS5 Nal Fox Cef Ctx Ame T Nit Amx Amp S Produto camao (aves)
5Hs8 Nai Fax Cef Ctx Ame T Nit Amx Amp S Produto cimeo (aves)
T sHzs Nal Fox Ctx Ame T Amx Amp S Produto cameo (aves)
| sM mp S Amtients avicola
— SHes _ AmxAmp S o
SH51 Nal Fox Cef Ctx Amc T Nit Amx Amp S Produto cameo (aves)
SHE2 Nal Enr Fox Cef Cix Ame T Amx Amp S Produto cameo (aves) | [E
S50 NalFon CefCAmc TAmxAmRS _ Produl chmeo (aves)
SH18 Nal S Amtnents avicols
SH27 Nal Fax Cef Ctx Amc T Amx Amp S Produto cAmeo (aves)
SH21 Nal T Nit S Ka Pe Amtiante avicoia
SH22 Nal Fax Cef Ctx Ame TNit S Ambiente avicota
SH24 Nal TNt S Produto cameo (aves) |
SH25 Nal TNt S Produto cmeo (aves)
SH13 Nt C SKa Ambiants avicoka
SH15 Nal Ene S Ambients avicoia
SH30 Nal Fox Cef Ctx Ame T Amx Amp 5 Frango

Figura 03. Dendrograma de similaridade do perfil genético construido pelo método
UPGMA utilizando os dados obtidos do método BOX contendo as 62 estirpes
de Salmonella Heidelberg.
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5.3.2 PFGE

No dendrograma obtido a partir da PFGE foram identificados a presenca de 10
clusters (A-J) apresentados na Figura 04. Os isolados de SH agrupadas no cluster A,
B, D e F apresentaram a mesma fonte de isolamento, ambiente avicola. Os demais
apresentaram categorias diferentes. Referente ao local de isolamento, o cluster C
apresentou predominio do estado de Sao Paulo; o cluster F dos estados de Minas
Gerais e Parana; o cluster G isolados dos estados de Séo Paulo e Parana; o cluster |
dos estados do Parand, Sdo Paulo e Santa Catarina; o cluster J apenas do estado de
Sao Paulo. Os perfis de resisténcia apresentaram-se altamente distribuidos entre os

clusters formados.



$. 8. 8 ¢ 8

g ¥ Key  Resistance Profile

Isolation Source

SH13  NeCSKa Ambiento avicola |
SH15  NalEns Ambiente avicola | A
L sH14  NeEns Ambiente avicola |
] SHM16  ImpS Amtrente avicola .
SH17 8 Amteante avicola B
L. SH18__ NaiS Ambiente avicola
_E SHA44  Nal Fox Cof Ctx Amo T Nit Amx Amp 8 Armtwente avicola i
SHA3  Nal Fox Cel Ctx Ame T Nit Amx Amp § Armtronte avicola
————— SHOB  Nal Enr Fox Cel Ctx Amc T Amx Amp § Ka Amtrente avicola
B i SH54  Nal Enr Fox Cef Otx Ame T Amix Amp S Produto cameo (aves)
_E SHS5  Nal Fox Cef Ctx Amc T Nit Amx Amp S Produto cameo (aves) C
8448  Nal Fox Cof Ctx Amc T Amx Amp S Frango
SH56  Nal Fox Cef Ctx Ame T Nit Amx Amp S Produto cameo (aves)
|!snsr Nal Fox Cef Cix Ame T Amx Amp S Produto cAmeo (aves)
SMS8  Nal Fox Cef Clx Ame T Amx Amp S Produto chmeo (aves)
— SHO1  EnrS Ambrente avicola |
SH02  NaiS Amteonte avicola
SHO3  NaiS Arntronte avicola ‘D
SHO5  NaiENSKs Amteente avicola
L suos  ska Amtlonte avicola |
SHa5 AmxAmp S Frango
'E_ SM40  Nal TAmxAmp S Produto carmeo (aves)
e SH30  Nal Enr Fox Cof Cte Amc T Nt Amx Amp 5 Artrente avicola E
— SH23  Nal TNt Amx Amp § Produto campo (aves)
- L SM24 NalTNeS Produlo cAmeo (aves)
SH41  Nal Cip Env Fox Cof Ctx Ame T S Amtwente avicola ‘SF
: 8M442  Nal Enr Fox Ctx Ame T Asmx Amp S Amtronte avicola
_E SH37  Nol Ene Amx Amp § Amntronte avicola
' SH38  Nal Fox Cof CtxAmo TNa § Amteanto avicola
| e SH34  Nal Enr Fox Cef Ctx Amc T Nt Amx Amp S Frango
— SH21  NalTNRSKa Amteents avicola
L SM22  NalFox Col ClxAmc TNA S Ambrento avicola G
8431 Nal Cof Ctx Amc T Nt Amx Amp § Frango
F'E SM33  Nal Enr Fox Cef Ctx Ame T Nit Amx Amp S Frango
1 SH32  Nal Cef Ctx Amc T N Amx Amp § Frango
SH12 S Ammbsonto avicola
SH27  Nal Fox Cef Ctx Amc T Amx Amp S Produto cAMBeo (aves) |
8420 Nal Fox Ots Amc T Amx Amp 8 Produto cAmMeo (aves)
SM28  Nal Fox Cx Ame T Amx Amp S Produto tameo (aves)
SH26  Nal Ene Fox Cef Qtx Ame T Produto cAmpo (aves)
SH25 NalTNeS Produto cameo {aves)
SHM30  Nal Fox Cef Ctx Ame T Amx Amp § Frango H
SH11  SKa Amteente avicola
43 SHDO  Nal Ctx bmp Amx Amp Armtverite avicola
: SH10  FoxCel T SKa Amteente avicola
f— SH20 S Amtbeonto avicola
L sM198 s Amtsente avicols
§H46  Nal Fox Cef Clx Amc T Ne S Ka Frango ]
H: SHO7  Nal Enr Fox Cef Ctx Ame T Nt Amx Amp § Amtsenite avicola ||
L sMOE  NalEnrFox Cef Ctr impAmc TATAm S Ambiente avicola
- SM58  Nal Fox Cel Ctx Amc T N Amx Amp S Produto cAmeo (nves)
L SHB0  Nal Fox Cef Ctx Amo T Nit Amx Amp S Produto cameo (aves)
[~ SHAT  Nal T NitAmx Amp & Frango J
- L SM48  NalFox Cel CtxAmc TS Frango |
— SHB1  Nal Enr Fox Cef Ctx Ame T Amx Amp § Produto cameo (aves)
L SHB2  Nal Enr Fox Cet Ctx Amo T Amx Amp S Produto cameo (aves)
8H35 AmxAmp S Ambeente avicola
_:: §H36  Nal Enr Fox Cof Ctx Amc T § Amtronto avicola
SH51 Nal Fox Cof Ctx Amc T Nit Amx Amp S Produto cameo (aves)
SM52  Nal Fox Cef Ctx Ame T Amix Amp S Produto cameo (aves)
SH53  Nal Fox Cef Ctx Amo T Nt Amx Amg S Produto cAmeo (aves)
SH50  Nal Fox Cef Ctx Ame T Amx Amp § Produto carmeo (aves)
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Figura 04. Dendrograma de similaridade do perfil genético construido pelo
método UPGMA utilizando os dados obtidos do método PFGE
contendo as 62 estirpes de Salmonella Heidelberg.
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6. DISCUSSAO

6.1 Resisténcia Fenotipica

A crescente preocupacdo com a disseminacdo da resisténcia na producao
animal, bem como seus impactos na saude publica sdo motivos que justificam as
diferentes medidas que organiza¢gdes mundiais, como: OIE, CDC, WHO tém tomado
(OIE, 2015). Seja por meio da divulgagcdo de cuidados ao preparar alimentos para
consumo até medidas proibitivas de consumo de um determinado antimicrobiano
(CDC, 2011).

O ato de proibir a utilizagdo de um determinado antimicrobiano, uma vez que
sua resisténcia ja estd disseminada a campo, ndo impede que a bactéria resistente
permaneca no ambiente (Carattoli, 2013). Neste trabalho foi possivel verificar a
presenca de estirpes resistentes a antimicrobianos proibidos no Brasil, como: o
Cloranfenicol, a Nitrofurantoina (Brasil, 2003), a Tetracilina (Brasil, 2009) e a Colistina
(Brasil, 2016).

Vale ressaltar a alta frequéncia de estirpes resistentes a Estreptomicina e
Tetraciclina, antimicrobianos amplamente utilizados como melhoradores de
desempenho. Quanto maior o uso, maior a possibilidade de inducéo de resisténcia
(Antunes et al., 2016). Pezzella et al. (2004) verificaram que 98 e 95% das amostras
de Salmonella spp. utilizadas em seu estudo foram resistentes a Tetraciclina e
Estreptomicina, respectivamente. Frech e Schwartz (2000) abordaram que de 214
amostras de Salmonella referentes aos sorovares Typhimurium, Enteritidis, Dublin,
Choleraesuis, Hadar e Saintpaul, 126 foram resistentes a Tetraciclina. A resisténcia a
estes dois antimicrobianos esta relacionada a presenca de genes que podem estar
inseridos tanto em transposons quanto em plasmideos (Frech e Schwartz, 2000;
Pezzella et al., 2004).

Os antimicrobianos Acido Nalidixico e Enrofloxacina, integrantes da classe das
Quinolonas e Fluoroquinolonas, sao indicados como primeira linha para o tratamento

de infec¢cdes gastrointestinais causadas por Salmonella spp. em seres humanos,



37

porém com o0 aumento da resisténcia bacteriana a essas drogas, seu uso tem sido
substituido por antimicrobianos da classe dos B-lactamicos (Van Hoek et al., 2011).

Em relagdo aos B-lactamicos nota-se, no presente trabalho, a resisténcia ao
Ceftiofur, antimicrobiano utilizado em associacdo com a vacina de Marek em
pintainhos de um dia (Zhao et al., 2008), e embora esta pratica ndo seja recomendada.
O uso subterapéutico dessa droga tem sido relacionado com o surgimento de isolados
de enterobactérias resistentes em um curto periodo (Saraiva et al., 2018; Baron et al.,
2014). Pois, diferentes relatos (Hiki et al., 2017; Dutil et al., 2010; Zhao et al., 2008)
abordam a ocorréncia do fenbmeno denominado resisténcia cruzada — quando um
antimicrobiano € capaz de expressar a resisténcia para outros de estrutura
semelhante — fato descrito com o antimicrobiano Cefepime e Cefotaxima, utilizados
em medicina humana, o que gera um problema de saude publica.

Em nosso estudo foi identificada elevada frequéncia de estirpes resistentes a
subclasse das Penicilinas (Ampicilina e Amoxicilina), a qual esta associada ao seu
modo de acao, caracterizado como de amplo espectro, bem como seu tempo de uso
no controle de infec¢Bes bacterianas, iniciado na década de 1970. Com o surgimento
de resisténcia a estas drogas, as mesmas passaram a ser utilizadas em associa¢ao
com inibidores de B-lactamases, como por exemplo, a Amoxicilina-Clavulanato (Bush
e Bradford, 2016). Os inibidores (clavulanato, tazobactam e sulbactam) atuam
diretamente na produgéo de B-lactamases pelas bactérias, impedindo a lise do anel
B-lactamico e consequentemente, garantindo a eficiéncia do antimicrobiano (Alcaine
et al., 2007). Além disso, atuam sob as penicilinases e cefalosporinases, sendo essa
associacao de drogas utilizada para caracterizacao fenotipica de estirpes produtoras
de B-lactamases de espectro estendido (Extended spectrum B-lactamases - ESBL) e
AmpC (Bush e Bradford, 2016).

Neste trabalho, a partir do elevado numero de bactérias apresentando
resisténcia fenotipica ao antimicrobiano associado ao inibidor Amoxilina-Clavulanto
(58,10%), infere-se que tais estirpes possuem resisténcia mediada pelo tipo AmpC,
uma vez que o clavulanato ndo é capaz de inibir a acdo de cefalosporinazes
produzidas por AmpC (Bush e Jacoby, 2010). Tiba-Casas et al. (2018) relataram a
presenca de estirpes de Salmonella Heidelberg albergando o gene blacwmy-2, ao qual é

um dos genes que caracterizam a resisténcia tipo AmpC. Este gene pode estar
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ancorado em plasmideos medindo entre 90 a 140 kb e tipos de incompatibilidade dos

grupos Il e A/C.

6.2 Pesquisa de genes B-lactamicos

A baixa prevaléncia dos genes caracterizados como ESBL — blacrx-m, blasny,
blatem-1, blapse1 € Dblaoxa2 — pode estar relacionada com a utilizagdo de
antimicrobianos que consigam inibir a producdo de B-lactamases, como exemplo, o
clavulanato (utilizado no presente trabalho em associagdo com um B-lactamico),
sulbactam e o tazobactam (Bush e Bradford, 2016). A baixa prevaléncia € reportada
apenas em hospedeiros animais, enquanto para isolados de fontes humanas séo mais
frequentes (Bonnet, 2004; Miriagou et al., 2004). Entretanto, a baixa prevaléncia
encontrada pode estar relacionada com a falta de dados epidemiolégicos necessarios
para concluséo do ciclo epidemiolégico, ndo permitindo a elucidacao dos resultados.

Referente aos genes categorizados como AmpC, o mais frequente nos isolados
foi o blacwy-2 (CIT), responsavel por expressar resisténcia as penicilinases e
cefalosporinases de primeira e segunda geracao (Bush e Jacoby, 2010; Philippon et
al., 2002) e pode ser encontrado tanto em plasmidios quanto no cromossomo (Bush
e Jacoby, 2010). Estudos prévios apontam que a resisténcia ao CEF esta relacionada
a aquisicdo do gene blacwy-2 (CIT), gerando impacto direto na saide humana, devido
a resisténcia cruzada com Cefepime e Ceftriaxona (Zhao et al., 2008).

A producao de B-lactamase do tipo AmpC em enterobactérias foi caracterizada
como deficiente, devido a pouca producéo existente mediada via cromossomo (Bush
e Jacoby, 2010; Philippon et al., 2002). Os processos evolutivos permitiram identificar
enterobactérias que produzem uma quantidade exacerbada de 3-lactamases, que né&o
sao inativadas pelos inibidores, detectando um novo meio de producéo, utilizando

plasmidios que possuem o gene AmpC (Bush e Jacoby, 2010).

6.3 Avaliacdo das metodologias de similaridade por perfil genético



39

As metodologias utilizadas para avaliacdo do perfil de similaridade genética
possuem o0 objetivo de realizar a diferenciacdo de uma estirpe com outra (Versalovic
et al., 1991). Reportados inicialmente na familia Enterobacteriaceae, os elementos
repetitivos (REP, ERIC e BOX) sao diferenciados de acordo com a sua sequéncia e
localizacdo no genoma, permitindo identificacdes Unicas para cada estirpe (Hulton et
al., 1991). Com a utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores é possivel realizar a
diferenciac@o entre estirpes bacterianas proximas filogeneticamente (Dombek et al.,
2000; Gevers et al., 2001, Yamamura et al., 2004).

O mesmo objetivo pode ser aplicado ao PFGE, sendo que a principal diferenca
entre o PFGE e os elementos repetitivos estd no modo de aplicacdo do teste —
utiizando enzimas de restricdo especificas, enquanto o outro utiliza-se de
oligonucleotideos iniciadores — e quanto a padronizacdo, ao qual o PFGE é
considerado como padrdo ouro para investigacdo epidemiologica (Basim e Basim,
2001; Ribot et al., 2006). Entretanto, as técnicas baseadas na amplificacdo dos
elementos repetitivos tém mostrado eficacia semelhante & técnica padrdo ouro.
Campioni et al. (2014) realizou a caracterizagdo de Salmonella Enteritidis utilizando
os métodos ERIC e PFGE encontrando indice discriminatorio de 0.93 para ERIC e
0.90 para o PFGE. Weigel et al. (2004) comparou o método REP com o PFGE para
aferir a diversidade genética de Salmonella e chegou a conclusdo de que ambas as
técnicas sao reprodutiveis, porém o perfil apresentado por REP obteve maior
variagdo, sendo mais discriminatorio do que o PFGE.

Neste trabalho, inferimos que nos dendrogramas para ERIC-PCR e BOX-PCR
predominaram as menores diversidades entre as estirpes. As amostras submetidas
ao BOX-PCR apresentaram perfis contendo entre dois e quatro amplicons em gel de
agarose, enquando ERIC-PCR apresentou entre trés a seis amplicons. Por sua vez,
as amostras submetidas a REP-PCR apresentaram em gel de agarose de seis a dez
amplicons, possibilitando uma maior diversidade e consequentemente maior
diferenciacdo. Em relacdo ao PFGE é notavel a diversidade, ou melhor, a variacéo de
SH presente, apresentando de oito a quinze tamanhos diferentes de fragmentos de
DNA em gel de agarose.

Para isto, devemos levar em conta as caracteristicas de cada método. Sabe-se

que o PFGE ¢ a principal técnica recomendada para a caracterizacdo molecular de
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estirpes (Ribot et al.,, 2006), entretanto por se tratar de técnica laboriosa, outras
técnicas tém sido utilizadas como alternativas. Por outro lado, os métodos voltados
para os elementos mdveis (métodos alternativos) possuem diversos protocolos
publicados (Souza et al., 2015; Campioni et al., 2014; Fendri et al., 2013; Dombek
2000; Weigel et al., 2004) e ndo sao considerados como métodos proprios para a
caracterizacéo, devido a falta de padronizacéo dos protocolos.

E possivel observar que nas quatro metodologias utilizadas houve diferencas
nas ramificacdes dos dendrogramas gerados. Esta diferenca esté relacionada com a
guantidade de ramificacdes, ou seja, ho quao discriminatério um método pode ser em
comparacao ao outro, sendo assim, aquelas com poucas ramificacbes sao aqueles
que possuem um indice discriminatorio menor. Aqui, inferimos que do menor para o
maior seriam, BOX-PCR, ERIC-PCR, REP-PCR e PFGE. Vale ressaltar que para
confirmar o indice de discriminacdo do método utilizado deve-se realizar o indice de
diversidade de Simpson, apresentado por Hunter (1990).

Outro fato interessante observado sdo as estirpes que apresentaram
resisténcia a diferentes antimicrobianos que estavam agrupadas com estirpes com
pouca resisténcia. Segundo Park e Rick (2014) para melhores esclarecimentos devem
ser utilizadas metodologias que permitem conhecer a sequéncia de nucleotideos

envolvida, para assim, chegar a conclusdes mais assertivas.
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. CONCLUSAO

Nas condi¢cbes em que o estudo foi realizado, € possivel concluir que:

A resisténcia fenotipica apresentada por Salmonella Heidelberg atinge indices
alarmantes.

A resisténcia predominante em SH no Brasil € do tipo AmpC.

Predominio do gene blacwmy-2 (CIT).

O uso indiscriminado de antimicrobianos em animais de produgéo pode
resultar no aumento de resisténcia bacteriana em aves, especialmente para
antimicrobianos importantes para a saude publica.

A utilizacdo de métodos moleculares pode ser util para a caracterizacao

molecular, desde que sejam validados para utilizacao diaria.
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