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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

16



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).

18



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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