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RESUMO

Salmonella Enteritidis, S. Typhimurium e S. Infantis estdo frequentemente
associados a casos de infecgcdes humanas no mundo todo, sendo transmitidas pelo
consumo de alimentos contaminados, principalmente aqueles de origem animal, com
destaque para a carne de frango. A tese foi fracionada em trés capitulos, sendo o
primeiro referente as consideracfes gerais dos tépicos abordados nos demais
capitulos. O segundo capitulo objetivou avaliar caracteristicas de viruléncia,
resisténcia antimicrobiana e a similaridade genética de 51 cepas de S. Infantis
isoladas em amostras de origem avicola, provenientes de uma empresa localizada
no Estado de Sdo Paulo, Brasil, durante o periodo de 2009 a 2010. O terceiro
capitulo teve por objetivo analisar 111 cepas de S. Enteritidis, 45 de Salmonella
Typhimurium e 31 de Salmonella Typhimurium variante monofasica | 4,[5],12:i:-,
isoladas de carcacas de frango em diferentes frigorificos brasileiros de 2009 a 2011,
e estimar o risco que representam para a saude humana, baseado na presenca de
genes de viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos, e além de correlacionar os
perfis de patogenicidade (resisténcia antimicrobiana e presenca de genes de
viruléncia e resisténcia) com o perfil genético (ribogrupo) dos isolados. Para
avaliacdo da sensibilidade antimicrobiana foi realizado o teste de disco difusao para
todos os sorovares de Salmonella e, apenas para S. Enteritidis e S. Typhimurium, foi
também verificada a concentracdo inibitéria minima para o0s antibioticos
ciprofloxacina e ceftazidima. Foi avaliada a presenca dos genes de viruléncia invA
(invasao), IpfA (fimbria-adeséo), agfA (fimbria-biofilme) e sefA (fimbria-adeséo) pela
técnica de PCR. As cepas que apresentaram resisténcia aos antibidticos da classe
dos B-lactdmicos foram avaliadas quanto a presenca dos genes de resisténcia
blaTtem, blasnv, blactx.m e blaampc. Para as cepas resistentes aos antibidticos da classe
das quinolonas e fluoroquinolonas foram pesquisados os genes gnrA e gnrS. A
relacdo filogenética entre os isolados foi determinada pelo método de RAPD para
cepas de S. Infantis, e pela técnica de ribotipagem para S. Enteritidis e S.

Typhimurium.

Palavras-chave: RAPD. Ribotipagem. S. Enteritidis. S. Infantis. S. Typhimurium.



ABSTRACT

Salmonella Enteritidis, S. Typhimurium and S. Infantis are often associated with
cases of human infections worldwide and is transmitted through consumption of
contaminated food, particularly those of animal origin, especially chicken meat. This
thesis was fractionated into three chapters, the first one relating to general
considerations about the topics discussed in the following chapters. The second
chapter aimed to evaluate virulence characteristics, antimicrobial resistance and the
genetic similarity of 51 strains of S. Infantis isolated in samples of poultry origin from
an industry located in the state of Sdo Paulo, Brazil, during the 2009 to 2010 period.
The third chapter aimed to analyze 111 strains of S. Enteritidis, 45 of Salmonella
Typhimurium and 31 of Salmonella Typhimurium monophasic variant | 4, [5], 12:i:-
isolated from chicken carcasses in different brazilian slaughterhouses from 2009 to
2011, and to estimate the risk to human health, based on the presence of virulence
genes and antimicrobial resistance, correlating to the pathogenicity profiles
(antimicrobial resistance and presence of virulence and resistance genes) with the
genetic profile (ribogroup) of the isolates. To evaluate the antimicrobial susceptibility
was performed the disk diffusion test for all serotypes of Salmonella, and exclusively
to S. Enteritidis and S. Typhimurium, was also verified the minimum inhibitory
concentration for ciprofloxacin and ceftazidime antibiotics. The presence of virulence
genes invA (invasion), IpfA (fimbriae-adhesion), agfA (fimbriae-biofilm) and sefA
(fimbriae-adhesion) were evaluated by PCR. The strains that showed resistance to
antibiotics of B-lactams class were evaluated for the presence of resistance genes
blatem, blasnv, blactx-m and blaampc. FoOr resistant strains to quinolones and
fluoroquinolones antibiotics classes were searched the gnrA and gnrS genes. The
phylogenetic relationship among the isolates was determined by RAPD method for S.

Infantis strains, and by ribotyping technique to S. Enteritidis and S. Typhimurium.

Keywords: RAPD. Ribotyping. S. Enteritidis. S. Infantis. S. Typhimurium.
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1 INTRODUCAO

Salmonelose é uma das doencas de origem alimentar mais comuns,
considerada uma zoonose complexa que afeta a saude publica mundial. Salmonella
€ reconhecida como causa primaria dos surtos em que ha identificacdo do agente
etiolégico, tanto no Brasil (BRASIL, 2014), como também na Unido Européia (UE)
(EFSA, 2014a). Nos Estados Unidos (EUA), este patdgeno também é citado como o
agente mais frequentemente isolado de doencas transmitidas por alimentos (DTA),
representando 40% dos casos registrados no ano de 2012, seguido por
Campylobacter, com 35% (CDC, 2014c).

Os gastos gerados em decorréncia da doenca sdo muito elevados e, por isso,
a prioridade dos 6rgaos de saude € sempre na prevencao, evitando assim maiores
despesas com o tratamento (LEE et al., 2015). A autoridade europeia em seguranga
alimentar (EFSA) estima que o prejuizo econdmico gerado pela ocorréncia de
salmonelose humana ultrapassa trés bilh6es de euros por ano (EFSA, 2014a).

O trato intestinal de uma ampla variedade de animais é reservatério de
Salmonella, a qual ainda pode sobreviver em ambientes diversos, o que explica seu
alto potencial de disseminacdo. O frango de corte se destaca como reservatorio
desta bactéria, sendo alta a frequéncia de contaminacdo do produto final no
matadouro (EFSA, 2014b; EFSA, 2015). Assim, a carne de frango e seus derivados
estdo entre os produtos de origem animal mais incriminados na transmissao de
Salmonella ao homem e, por isso, sdo considerados fatores de risco para infeccao
humana (FAO / WHO, 2009; EFSA, 2015).

Dentre os inUmeros sorovares de Salmonella, S. Enteritidis, S. Typhimurium e
S. Infantis sdo os mais comumente identificados pelo envolvimento em casos de
doencas alimentares no homem, e também os mais frequentemente isolados tanto
na ave viva quanto na carne de frango (CDC, 2014c; EFSA, 2015). Sendo assim, um
melhor entendimento das caracteristicas de viruléncia, resisténcia as drogas e da
variabilidade genética de cepas pertencentes a estes sorovares, e circulantes no
pais, subsidia o entendimento do risco que representam quando infectam humanos,
do perfil de disseminacéo e, além disso, pode auxiliar autoridades na implementacao
de programas de monitoramento e controle.

Os mecanismos pelos quais Salmonella spp. interage com o seu hospedeiro

para causar doencas sdo complexos e dependem de varios fatores que ainda
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ndo foram completamente elucidados. Genes associados a viruléncia, resisténcia
a antimicrobianos e adaptagdo ao meio em que vivem s&o considerados fatores
de viruléncia em todas as bactérias. O resultado das infec¢des por Salmonella spp. é
determinado pelo status do hospedeiro e o status da bactéria. Assim, enquanto
idade e genética podem determinar a susceptibilidade do hospedeiro, o status das
bactérias é determinado pelos fatores de viruléncia. Dentre estes fatores podem ser
citados em Salmonella, a presenca de fimbrias, flagelos, mobilidade, habilidade de
penetrar e replicar nas células epiteliais, resisténcia ou multiresisténcia a
antimicrobianos, entre outros (VIEIRA, 2009).

A utilizacdo a longo prazo de antibidticos na criagdo de animais exerce
pressdo de selecdo sobre as bactérias, favorecendo assim a sobrevivéncia de cepas
de Salmonella resistentes, as quais podem ser transferidas para o homem pelo
consumo de alimentos contaminados, podendo levar ao fracasso da
antibioticoterapia (LAl et al., 2014). A dinamica da transmissdo da resisténcia e a
evolucdo de populacdes de bactérias resistentes séo dificeis de elucidar e estédo
associadas a transferéncia genética dos chamados genes de resisténcia
(ALEKSHUN; LEVY, 2007). Varias autoridades internacionais em saude consideram
a ocorréncia de resisténcia antimicrobiana em micro-organismos zoon6ticos como
um dos principais problemas emergentes de importancia para a saude publica
(MOORE et al., 2006).

A avaliacdo da disseminacédo de patdgenos ao longo da cadeia produtiva de
alimentos € de grande importdncia para que as industrias possam atuar na
prevencao e na implantacao de programas mais eficazes de controle. A utilizacdo de
métodos moleculares de subtipagem para a caracterizacdo e agrupamento de micro-
organismos baseados em suas caracteristicas genotipicas tem se tornado comum
em laboratérios de saulde publica. A ribotipagem tem como principio avaliar o
polimorfismo do DNA bacteriano na regido onde se localiza o operon rrn, composto
pelos genes 16S e 23S, que codificam o RNAr bacteriano. Estes genes aparecem
em varias copias diferentes, em sitios diversos no genoma, com diferentes regides
de flanqueamento; havendo uma grande variabilidade entre os genes do RNAr 16S
e 23S, além da variabilidade das regides entre os genes 16S e 23S. A ribotipagem
permite que os perfis de bandas resultantes possam ser comparados para

determinar sua relagéo filogenética e evolucionaria (MARTINEZ; TADDEI, 2008).
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Outro método de tipagem molecular muito utilizado para Salmonella é a
técnica do DNA polimérfico amplificado aleatoriamente (RAPD), que garante alto
poder discriminatorio e € amplamente utilizado em estudos epidemiologicos em
varios paises (TURKI et al., 2014; VAZQUEZ-GARCIDUENAS et al., 2014).

Diante do exposto, observa-se a necessidade de um melhor conhecimento
das caracteristicas de resisténcia e dos fatores de viruléncia em S. Enteritidis, S.
Typhimurium e S. Infantis isoladas de produtos de origem avicola. O agrupamento
destes isolados em perfis de patogenicidade permite verificar se estdo associados a
determinados perfis genéticos, sejam aqueles obtidos por RAPD ou ribotipagem,
fornecendo dados importantes que permitem associar determinada cepa ao tipo de
alimento em que foi isolado, regido do pais e periodo de isolamento. Estas
informacgdes sdo importantes para o entendimento da epidemiologia do patégeno e
para o estabelecimento de parametros para avaliar os riscos que representam para
a saude publica. Além disto, podem subsidiar os 6rgdos institucionais competentes
sobre as politicas de qualidade necessarias para o gerenciamento destes riscos e,
consequentemente, no controle do patdégeno no pais. Estes fatores podem ser
monitorados, e assim, contribuir na garantia da seguranca do alimento produzido,
podendo inclusive, ser utilizado no futuro, como marcador das estirpes circulantes no
pais, o que ajuda a entender problemas relacionados a sua origem ou as variacdes

na sua patogenicidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O estudo teve como objetivo geral estimar o perigo que S. Enteritidis, S.
Typhimurium e S. Infantis, isoladas em amostras de origem avicola no Brasil,
representam para a saude humana, baseado na presenca de genes de viruléncia e
resisténcia aos antimicrobianos. E também avaliar o perfil das cepas circulantes no

pais, baseado na andlise da similaridade genética entre os isolados.

2.2 Objetivos especificos

- Analisar a resisténcia antimicrobiana em cepas de S. Enteritidis, S. Typhimurium e
S. Infantis, e verificar os perfis de resisténcia mais frequentes.

- Determinar nos isolados de S. Enteritidis e S. Typhimurium a concentracéo
inibitéria minima (CIM) para as drogas ciprofloxacina e ceftazidima, as quais sdo
muito utilizadas no tratamento humano e animal.

- Avaliar nos isolados resistentes aos B-lactamicos, a presenca dos genes blatewm,
blashv, blactx-m € blaampc.

- Avaliar nos isolados de S. Enteritidis e S. Typhimurium resistentes as quinolonas e
fluoroquinolonas, a presenca dos genes gnrA e gnrS.

- Verificar a presenca dos genes de viruléncia invA, sefA, agfA e IpfA utilizando a
técnica de PCR.

- Criar perfis de patogenicidade associando os dados encontrados para resisténcia
aos antimicrobianos e presenca dos genes de viruléncia e resisténcia.

- Correlacionar os perfis de patogenicidade com o perfil genético dos isolados.

- Verificar se ha diferenca na distribuicdo dos perfis de patogenicidade entre os
isolados, durante aos anos de 2009 a 2011, e entre os locais onde foram coletadas
as amostras.

- Avaliar a similaridade genética entre as cepas de S. Infantis utilizando a técnica de
RAPD.

- Avaliar a similaridade genética de estirpes de S. Enteritidis e S. Typhimurium

utilizando-se da técnica de ribotipagem.



23

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracterizacao do género Salmonella

O género Salmonella foi nomeado em homenagem ao cientista americano
Daniel Salmon, microbiologista veterinario do Departamento de Agricultura dos EUA,
e tem sido reconhecido como agente da doenca ha mais de 125 anos (GAST, 2003;
CDC, 2015d).

Salmonella € um género pertencente a familia Enterobacteriaceae, definido
como bastonetes Gram-negativos, ndo esporogénicos, anaerobios facultativos e
oxidase negativos. As bactérias deste género possuem a forma de bacilos curtos,
com largura de 0,7 a 1,5 um e comprimento de 2,0 a 5,0 um. A temperatura de
crescimento varia de 5 a 45°C, com temperatura 6tima de 37°C. O pH varia entre 4 e
9, com pH ideal de 7. A atividade de agua minima para crescimento € de 0,94
(D’AOUST; MAURER, 2007; ICMSF, 1996).

Sao catalase positiva, normalmente, reduzem nitrato a nitrito e sdo vermelho
de metila positiva. A maioria dos sorotipos fermenta a glicose com producdo de
acido e gas, ndo fermentam a lactose e a sacarose, produzem H2S, ndo produzem
urease e indol, descarboxilam lisina e ornitina, fermentam o dulcitol e utilizam o
citrato (D’AOUST; MAURER, 2007; SILVA et al., 2007).

A bactéria é sensivel a elevadas temperaturas e é, geralmente, destruida por
aguecimento a 60°C, por 15 a 20 minutos, enquanto que 0 processo de
congelamento leva apenas a uma reducdo significativa do numero de células
viaveis, ndo sendo capaz de provocar a destruicdo completa (D’AOUST; MAURER,
2007).

Estas bactérias possuem em sua estrutura lipopolissacarideos, flagelos,
fimbrias, e algumas proteinas da membrana externa que atuam na adeséo e/ou
invasdo do epitélio do trato intestinal (BERNDT et al.,, 2007). A maioria exibe
numerosas fimbrias para aumentar a capacidade de fixacdo a varios substratos
(WILSON et al., 2000).

S&0 na maioria moveis pela presenca de flagelos peritriquios (HOLT et al.,
1994), com excecgao dos sorotipos Pullorum e Gallinarum, que s&o isentos de
flagelos e, portanto, iméveis (GERMANO; GERMANO, 2008). Sdo micro-organismos
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intracelulares facultativos, podem sobreviver no interior de fagécitos e multiplicar
intracelularmente (HANSEN-WESTER; HENSEL, 2001).

3.2 Nomenclatura do género Salmonella

A uniformidade da nomenclatura do género Salmonella é de grande
importancia e necessaria para melhorar a comunicacao entre cientistas, autoridades
de saude e ao publico. No entanto, a sua classificagdo € complexa, e por varios
anos foram utilizados diferentes sistemas para referenciacdo desse género, sendo
que apenas em 1970 se alcancou consideravel progresso na uniformizacdo da
nomenclatura (GERMANO; GERMANO, 2008).

A classificacdo de Salmonella em espécies € pouco usada nos estudos
epidemiologicos, sendo mais conhecida e utilizada a nomenclatura relacionada com
a sorotipagem. O esquema utilizado na divisdo em sorotipos € o de Kauffmann-
White, baseado nas diferencas encontradas em certas estruturas antigénicas
superficiais das células. Essas estruturas sdo o envelope celular ou capsula
(antigeno capsular “Vi’), a parede celular (antigenos somaticos “O”) e os flagelos
(antigenos flagelares “H”) (BRENNER et al., 2000; POPOFF; LE MINOR, 2005). Os
antigenos O séo distinguidos pela sua composicao quimica diferente e os antigenos
H distinguem-se pela composicao protéica dos flagelos. Cada antigeno O e H tem
um codigo numérico Unico, assim, 0s sorotipos sdo determinados baseado na
combinacdao distinta destes antigenos (CDC, 2015d).

O esquema de Kauffmann-White identifica os sorotipos de Salmonella por
meio de uma férmula composta de nameros e letras, que definem o(s) antigeno(s)
“‘O”, “Vi” e “H” presentes. Os antigenos O sdo designados por numeros arabicos e
caracterizam os sorogrupos de Salmonella. Existe apenas um tipo sorolégico de
antigeno Vi, o qual é encontrado em trés sorotipos de Salmonella (S. Typhi, S.
Paratyphi e S. Dublin). Os antigenos flagelares de natureza proteica podem ocorrer
em duas fases, denominadas 1 e 2. Isto significa que Salmonella, portadora de
determinado antigeno flagelar, ao proliferar, pode dar origem a um clone que
expressa outro antigeno flagelar. Por esta razdo, em uma cultura de Salmonella que
tenha proliferado por tempo suficiente, parte das células apresenta-se com flagelos
de fase 1 e parte com flagelos de fase 2, quer a cultura tenha se iniciado na fase 1

ou fase 2. Os antigenos flagelares sdo designados pelas letras mindsculas do
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alfabeto (fase 1) e por numeros arabicos (fase 2). Algumas salmonelas ndo possuem
flagelo (imoveis), outras possuem flagelos de uma s6 fase (monofasica). A maioria
das salmonelas possui flagelos de fase 1 e fase 2 (bifasicas). Como o numero de
antigenos flagelares é superior ao numero de letras do alfabeto, a letra z € utilizada
com subscritos numéricos (z1, z2, z3 etc) (FERREIRA; CAMPOS, 2008). A sequéncia
€ a seguinte: primeiro, 0s antigenos somaticos; segundo, o antigeno Vi, se presente
e, entre colchetes se a presenca nao for constante naquele sorotipo; terceiro, 0s
antigenos flagelares da fase um e, quarto, os antigenos flagelares da fase dois, se
presentes. Assim, por exemplo, quando € descrito o sorotipo 9,12,[Vi]:d:- significa
que o fator somético maior € O:9, menor O:12, Vi pode estar presente ou ndo (entre
colchetes), o antigeno flagelar da fase um é d, e ndo apresenta antigeno flagelar da
fase dois (monofasico) (POPOFF; LE MINOR, 2005; SILVA et al., 2007).

Mais de 2.500 sorotipos de Salmonella ja foram descritos, no entanto, menos
de 100 sorotipos estéo envolvidos em casos de infec¢gdes humanas (CDC, 2015d). O
género Salmonella é constituido por duas espécies, S. enterica e S. bongori, sendo
a primeira dividida em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae,
houtenae e indica. Cada subespécie (ou espécie, no caso de S. bongori) ainda é
subdividida em funcdo de seu perfil antigénico. A espécie S. bongori agrupa 22
sorotipos e as subespécies de S. enterica agrupam mais de 2400 sorotipos
(POPOFF; LE MINOR, 2005).

As cepas mais frequentemente envolvidas nas doencas humanas sao as de
S. enterica subsp. enterica, que tem por habitat os animais de sangue quente e
repondem por 99% das salmoneloses humanas. S. enterica subsp. salamae, subsp.
arizonae e subsp. diarizonae séo frequentemente isoladas do conteudo intestinal de
animais de sangue frio e raramente de humanos ou animais de sangue quente. S.
enterica subsp. houtenae e S. bongori sdo predominantemente isoladas do ambiente
e raramente séo patogénicas para humanos (POPOFF; LE MINOR, 2005).

Os sorotipos pertencentes a subespécie S. enterica subsp. enterica sao
designados por um nome, geralmente relacionado ao local geogréafico onde ele foi
isolado pela primeira vez. Este nome ndo deve ser grafado em italico e a primeira
letra deve ser mailscula. Na pratica, o nome da subespécie ndo precisa ser
indicado, uma vez que somente 0s sorotipos da subespécie enterica tém nome.
Assim, as designagbes: Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo

Typhimurium ou Salmonella Typhimurium podem ser usadas. Sorotipos de outras
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subespécies de Salmonella enterica e aqueles de Salmonella bongori sé&o
designados somente por suas formulas antigénicas (POPOFF; LE MINOR, 2005).
Na tabela 1 ha um esquema abreviado de Kauffmann & White, contendo os

sorotipos de maior significado clinico.

Tabela 1. Esquema abreviado de Kauffmann & White.
FORMULA ANTIGENICA

SOROVAR GRUPO . ANTIGENO H ANTIGENOH
ANTIGENOO " e pgE 1 FASE 2
S. Paratyphi A 0:2 (A) 1,2,12 a [1,5]*
S. Paratyphi B 0:4 (B) 1,4,[5],12 b 1,2
S. Typhimurium 1,4,[5],12 i 1,2
S. Agona 1,4,12 f,g,s [1,2]
S. Derby 1,4,[5],12 f,g [1,2]
S. Saintpaul 1,4,[5],12 e,h 1,2
S. Choleraesuis 0:7 (Ca) 6,7 c 1,5
S. Oranienburg 6,7,14 m,t [z57]
S. Infantis 6,7,14 r 1,5
S. Newport 0:8 (C2-C3) 6,8,20 e,h 1,2
S. Typhi 0:9 (Da) 9,12,[VI] d -
S. Enteritidis 19,12 g,m -
S. Anatum 0:3,10 (E1) 3,10,[15],15,34 e,h 1,6

* [ ] = pode ou n&o ocorrer
Fonte: FERREIRA e CAMPOS (2008).

Mesmo com toda essa padronizacdo da nomenclatura do género, observa-se
gue ha muitos equivocos na identificacdo dos sorotipos. Por exemplo, devido a
variabilidade na nomenclatura usada para relatar Salmonella sorotipo | 4,[5],12:i:-,
ele foi por muito tempo erroneamente nomeado apenas como "Grupo B" ou
"Subspécie I" e alguns isolados sendo relatados incorretamente como sorotipo
Typhimurium (CDC, 2011).

Afim de padronizar a nomenclatura, neste estudo, o sorotipo | 4,[5],12:i:- sera
denominado de S. Typhimurium variante monofasica | 4,[5],12:i:-, conforme a

nomenclatura adotada pela EFSA (2015).
3.3 Caracteristicas epidemioldgicas gerais de Salmonella sp.
Salmonelas sao bastante difundidas geograficamente em todo o mundo. A

constituicdo genética desta bactéria permite sua adaptacdo a uma variedade de

ambientes e animais, incluindo hospedeiros mamiferos e nao-mamiferos
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(SANCHEZ-VARGAS; ABU-EL-HAIJA; GOMEZ-DUARTE, 2011), sendo o seu
principal habitat o trato intestinal de humanos e animais. Pode-se citar como as
principais fontes de Salmonella no ambiente, a 4gua, o solo, as fezes de animais, 0s
insetos e ratos, e as superficies de equipamentos e utensilios de fabricas e
cozinhas. Esta variedade de reservatoérios e fontes de transmissao contribuem para
a alta prevaléncia da infeccdo humana (SCALLAN et al., 2011).

A maioria dos sorovares nao possui um hospedeiro especifico, podendo
acometer varias espécies distintas e, tipicamente, provocam gastroenterites sem
complicagbes e sem a necessidade de tratamento. No entanto, alguns poucos
sorotipos apresentam preferéncia por um hospedeiro, as chamadas cepas espécie-
especificas, ou seja, bactérias que causam doenca preferencialmente em uma
espécie. Essa especificidade de alguns sorovares por determinados hospedeiros
ocorre devido as continuas mutacdes e sele¢cdes naturais, fazendo com que
algumas cepas adquiram tragos particulares de infeccdo em um hospedeiro
especifico. De acordo com Helm et al. (2004), a medida que essa evolucdo em
direcdo a especificidade do hospedeiro acontece, mais rearranjos gendmicos sao
observados. Assim, pode-se citar como sorovares espécie-especificos, S. Typhi e S.
Paratyphi A qgue acometem os humanos, S. Abortusovis 0s ovinos, S. Abortusequi 0s
equinos, S. Gallinarum e S. Pullorum as aves, S. Dublin os bovinos e S.
Choleraesuis os suinos. Quando estes sorotipos especificos causam doenca em
humanos, o processo € geralmente invasivo e muitas vezes pode ser fatal (KUMAR
et al., 2009; SILVA et al., 2007; WHO, 2015).

Salmonella € uma bactéria predominante em animais de producédo, podendo
ser comumente encontrada no intestino de aves, suinos, bovinos, mas & também
isolada em animais domeésticos, incluindo caes, gatos, aves e répteis. Por ser
normalmente encontrada no ambiente de producdo animal €, consequentemente,
muito isolada em alimentos de origem animal e, por isso, relacionada a grandes
problemas de saude publica, pelo seu envolvimento com doencas de origem
alimentar no mundo todo. Portanto, trata-se de uma doenca zoonoética que pode ser
transmitida diretamente ou indiretamente entre os animais e 0s seres humanos.
Dentre os alimentos mais incriminados em casos de salmonelose podem-se citar 0s
0Vos, as carnes de aves e bovina e o leite (EFSA, 2014a; WHO, 2015).

A maioria das pessoas infectadas por Salmonella desenvolvem diarréia, febre,

nauseas, as vezes acompanhada de vomitos, e colicas abdominais. O inicio dos
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sintomas da doenca ocorre entre 6 e 72 horas, com média entre 12 e 36 horas apos
a infeccdo, podendo durar de 2 a 7 dias. Os sintomas da salmonelose séo
relativamente leves e grande parte das pessoas acometidas normalmente se
recuperam da doenca sem necessidade de tratamento especifico. No entanto, em
alguns casos, a diarréia pode ser tdo grave, levando a desidratacdo, que o paciente
deve ser hospitalizado. Nesses casos, a infeccdo pode se espalhar dos intestinos
para a corrente sanguinea, e posteriormente para outros orgdos do corpo, podendo
levar a morte, a menos que a pessoa seja tratada rapidamente com uso de
antibioticos. Um pequeno numero de pessoas infectadas com Salmonella
desenvolvem dor nas articulagdes, conhecida como artrite reativa, que pode durar
meses ou anos e pode levar a artrite cronica, a qual € de dificil tratamento (CDC,
2014b; CDC, 2015d; EFSA, 2014a).

A duracdo da doenca é variavel, podendo prolongar-se dependendo do
hospedeiro, da dose ingerida e da cepa de Salmonella envolvida. Alguns grupos de
pessoas, tais como idosos, criancas com menos de cinco anos e pessoas com
comprometimento do sistema imunolégico, sdo mais propensos a desenvolver uma
doenca grave, podendo resultar em problemas de saude a longo prazo ou morte
(BRADEN, 2012; SILVA et al., 2007).

Para a prevencao da doenca s@o necessarias medidas de controle em todas
as etapas da producdo de alimentos, desde a producdo agricola ou ambiente de
criacdo de animais de producdo, processamento do alimento na industria,
preparacao nos estabelecimentos comerciais e também nas residéncias e cozinhas
industriais. O manuseio seguro da carne crua, bom cozimento e boa higiene na
cozinha podem prevenir ou reduzir o risco representado pelos alimentos
contaminados (EFSA, 2014a; WHO, 2015).

3.4 Salmonella na cadeia produtiva brasileira do frango de corte

O Brasil ocupa atualmente a posi¢cédo de terceiro maior produtor de carne de
frango no mundo, sendo que aproximadamente 32% de toda a producdo séao
destinadas ao mercado externo. Desde o ano de 2008, o pais conquistou a
colocacao de maior exportador do produto, sustentando esta posicdo de destaque

até os dias atuais, seguido dos EUA e UE. Os principais paises importadores da
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carne de frango brasileira sdo Japdo, Arabia Saudita, Iraque, México e UE (ABPA,
2015).

O intenso crescimento do setor avicola brasileiro se deve aos inumeros
avancos tecnoldgicos adotados pelas industrias. Contudo, a0 mesmo tempo em que
a avicultura expandiu no mundo inteiro, aumentou, exponencialmente, a quantidade
de aves alojadas, o que favoreceu a instalacdo, multiplicacdo e disseminagao de
agentes patogénicos. Assim, aliado a esta intensa modernizacdo, também se fez
necessario adotar iniameros cuidados para obtencdo de um produto de alta
qualidade, tornando-se cada vez mais importante a prevencdo e o controle de
patégenos dentro da cadeia produtiva, visando evitar as enfermidades avicolas e a
ave como fonte de infeccdo para os seres humanos e, principalmente, atender os
requisitos dos paises importadores.

Sabe-se que Salmonella é facilmente disseminada no ambiente de criacdo
animal, sendo importante para o controle da salmonelose, identificar e eliminar os
fatores que favorecam a multiplicacdo deste micro-organismo. Dentro da cadeia de
producdo e processamento do frango de corte, desde a criacdo até a mesa do
consumidor, a transmissdo de Salmonella pode ocorrer de diferentes formas e,
portanto, sua epidemiologia é bastante complexa, sendo dificil determinar a forma
com que o lote de aves foi infectado ou como ocorreu a disseminacao do patégeno
no aviario.

A complexa epidemiologia da Salmonella na cadeia de produgédo de aves
envolve a transmisséao vertical, desencadeando a eclosao de pintainhos infectados,
0s quais poder&o ou ndo desenvolver a doenga (STERZO; VARZONE; FERRARI,
2008). A patogenicidade da bactéria no frango ird depender do sorotipo e da cepa
envolvida, além da susceptibilidade e da idade da ave (DERACHE et al., 2009).

A bactéria pode ser transmitida verticalmente por via transovariana, onde a
penetracdo do patdogeno no ovo ocorre ainda durante a formacdo deste no oviduto
(MICHAILIDIS; THEODORIDIS; AVDI, 2011; OLORUNSOLA et al., 2012). Outra via
proposta € a penetracdo da bactéria através da casca, quando o ovo formado se
contamina com as fezes das aves ao passar pela cloaca (GANTOIS et al., 2009;
HOWARD et al., 2012). Como no ovo contaminado geralmente ndo ocorre morte
embrionaria, ha eclosdo do pintainho, que se constitui em uma importante fonte de

infeccdo e contaminagdo no aviario (EXCLUSAO..., 2005).
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Apds a postura, os ovos incubaveis podem se tornar contaminados por
Salmonella de diferentes maneiras, seja ainda nos ninhos, nos galpdes de matrizes,
nos caminhdes e no proprio incubatorio, caracterizando a transmissao horizontal do
micro-organismo. Nas incubadoras e nascedouros, as condi¢cdes de temperatura e
umidade podem promover a proliferacdo da bactéria (COX; BERRANG; CASON,
2000).

A transmisséao horizontal de Salmonella na ave ocorre geralmente por via oral-
fecal, sendo que o consumo de agua e racdo contaminadas com fezes constitui-se
nos principais veiculos de infeccédo da ave (BONI; CARRIJO; FASCINA, 2011).

As racdes contaminadas e suas matérias-primas, principalmente as de origem
animal, frequentemente apresentam altas taxas de contaminagédo por Salmonella e
por isso sao consideradas as principais fontes de introducdo do patdogeno nos
plantéis (OZBEY et al., 2008).

A alta frequéncia de roedores constitui-se num fator de risco significativo para
0 aumento da ocorréncia de Salmonella em granjas. Isto se deve ao facil acesso que
os roedores tém ao local de armazenamento das racfes, podendo contaminar pelas
fezes o alimento fornecido para os animais de criagdo, que se infectam ao consumir
a racdo contaminada (TU et al., 2015).

A alta prevaléncia de Salmonella em amostras ambientais provenientes do
aviario, como poeira, cama e fezes, foi observado por Suresh et al. (2011) e Marin et
al. (2011).

Os insetos atuam na disseminacdo de agentes patogénicos, pois albergam
diversas bactérias e estdo em contato direto com as fezes das aves. Podem ser
citados como principais vetores mecanicos de Salmonella no aviario, as moscas
(HOLT et al., 2007) e o cascudinho (Alphitobius diaperinus), presente na cama do
aviario (CHERNAKI-LEFFER et al., 2002).

De acordo com Moro et al. (2009), os acaros também podem atuar como
vetores de Salmonella para as aves, pois esses parasitos (Dermanyssus gallinae)
podem adquirir 0 patdgeno ao picar a ave, e uma vez infectados, podem ser
ingeridos por outras aves, infectando-as.

As aves selvagens e migrat0rias servem como reservatorios ou vetores
mecanicos de diversos agentes infecciosos (HERNANDEZ et al., 2003; TSIODRAS

et al., 2008), representando um risco para a industria avicola, um vez que estas aves



31

vivem, se alimentam e defecam proximo as instalacdes avicolas (SOUSA;
WERTHER; BERCHIERI JUNIOR, 2010).

Outra importante fonte de infeccao do frango ocorre durante a reposicédo das
aves, pela introducéo de pintainhos infectados (PERDONCINI et al., 2011).

Um estudo desenvolvido por Namata et al. (2009) demonstrou que um dos
principais fatores envolvidos na persisténcia de Salmonella em granjas avicolas
estava relacionado a interacao das pessoas que lidavam diretamente com o manejo
das aves, devido o contato que tinham com outras aves, tanto domeésticas como
silvestres.

Bersot (2006), ao avaliar a ocorréncia de Salmonella em abatedouros de aves
no Brasil, verificou que a etapa de criacdo tem um papel epidemiologicamente
importante na disseminacdo de Salmonella e, consequentemente, pode dar origem a
um produto contaminado. No abate, as etapas tecnoldgicas de obtencdo de
carcacas também estédo diretamente relacionadas com o aumento da prevaléncia do
produto contaminado. Porém, avaliando as etapas criticas do processo de producao
h&a um consenso de que o abate, no maximo, pode contribuir para a manutencao da
prevaléncia do patdégeno. Com isso, fica claro observar que quanto maior a
prevaléncia nos animais vivos, maior sera o percentual de contaminacdo nas
carcacas abatidas.

Durante as etapas de transporte, abate e processamento dos frangos, pode
haver contaminacdo da carne, derivados e subprodutos, devido a presenca de
Salmonella nos intestinos, pele e penas das aves, ou mesmo devido a outras fontes
como utensilios utilizados durante estes processos ou a mdo dos manipuladores.
Estudos demonstram que periodos prolongados de jejum podem afetar o pH do
intestino da ave, favorecendo a proliferacdo de micro-organismos patogénicos,
incluindo a Salmonella, o que aumenta o risco de contaminacdo da carcaca no
abate, caso haja rompimento dos intestinos (MENDES, 2001). Estudo realizado por
Cortez et al. (2006), em abatedouros de frango, verificou a presenca de Salmonella
em amostras de fezes, penas, visceras, agua de escaldagem, de chiller e de
lavagem, sendo os sorovares Enteritidis e Typhimurium os mais prevalentes.

Em um estudo sobre a incidéncia de Salmonella em diferentes etapas do
processamento de frangos em um abatedouro no Brasil, a bactéria foi detectada em
5,4% (33/615) amostras analisadas. As maiores contaminag¢des foram observadas

nas caixas de transporte dos animais e na agua de escaldagem, com indice de
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16,7% em cada caso, seguido dos isolamentos na asa e na coxa congelada (13,3%),
e na pele de peito e de coxa (10%). Em amostras de intestino, a porcentagem de
positividade de Salmonella foi de 6,7%, demonstrando que a contaminagéo cruzada
dentro do abatedouro pode ocorrer (REITER et al., 2007).

As etapas de resfriamento das carcacgas, embora estejam associadas com
uma redugdo na carga bacteriana, podem atuar de maneira inversa levando a
contaminacdo das carcacas devido a elevada velocidade nas linhas de abate,
equipamentos desregulados, desuniformidade no tamanho das aves, temperaturas
inadequadas no pré-chiller e chiller e cloracdo deficiente da agua (LOPES et al.,
2007).

Os utensilios e equipamentos utilizados no abatedouro podem levar a
contaminagcdo cruzada, atuando como veiculos de propagacdo do patégeno na
indastria. A higiene pessoal dos manipuladores também tem relacdo direta com a
contaminagdo da carcaca (VON RUCKERT et al., 2009), sendo a antissepsia de
maos e a desinfeccdo de utensilios, fundamentais para a prevencdo da
contaminacdo (MORETRO et al., 2012).

Um estudo desenvolvido em diferentes cidades brasileiras, com intuito de
avaliar a prevaléncia de Salmonella spp. em carcacas de frango congeladas,
resultou em 2,7% de positividade, com maior prevaléncia na cidade de S&o Paulo.
Dezoito sorotipos foram identificados sendo os mais comuns Enteritidis (48,8%),
Infantis (7,6%), Typhimurium (7,2%) e Heidelberg (6,4%) (MEDEIROS et al., 2011).
Do ponto de vista da regido geografica politica atual no Brasil, 0 maior numero de
isolamento de Salmonella, a partir de amostras de carcaca de frango, ocorre na
regido sudeste (50,4%), sendo S. Enteritidis 0 sorovar mais incidente (47,6%). Este
sorovar se apresenta disseminado em todas as regides, enquanto S. Infantis apenas
na regidao sudeste, S. Typhimurium, no sudeste, norte e centro-oeste, S. Mbandaka,
no norte e nordeste e S. Heidelberg no sudeste (BRASIL, 2012).

Apesar de todos os cuidados visando garantir a producéo da carne de frango
com qualidade microbiol6gica adequada e dos inUmeros avangos tecnoldgicos
adotados no setor avicola brasileiro, observa-se que Salmonella ainda esta presente
ao longo da cadeia de producédo do frango de corte. Desta forma, sdo necessarias
medidas conjuntas, adotando cuidados especificos com as aves no ambiente de
criagdo, como o controle microbiolégico das racdes oferecidas aos animais, ado¢éo

de praticas higiénicas na criacdo, até medidas higiénico-sanitarias rigorosas durante
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0 abate, no manuseio e processamento da carne de frango. Este rigoroso programa
de limpeza e desinfeccdo das instalagbes e equipamentos, e a prevencdo de
contaminacgdes cruzadas, sdo medidas importantes que contribuem para a reducao

dos niveis de contaminacao das carcacas.

3.5 S. Enteritidis, S. Typhimurium e S. Infantis no frango de corte e riscos para

a saude publica

Salmonelose aviaria refere-se aos diversos tipos de doencas em aves
ocasionadas pelos variados sorovares de Salmonella, sendo todas estas
enfermidades de grande importancia para a avicultura mundial. O paratifo aviario é
uma enfermidade causada por qualquer sorotipo de Salmonella que ndo seja a
Pullorum ou Gallinarum, as quais sdo causadoras, respectivamente, da pulorose e
do tifo aviario. Entre as salmonelas que causam o paratifo aviario, S. Enteritidis e S.
Typhimurium sdo os sorovares que mais tem se destacado, inclusive pelo
envolvimento em surtos de infec¢des alimentares. Porém, outros sorovares, como S.
Infantis, S. Agona, S. Hadar, S. Heidelberg também tém sido identificados como
agente etiolégico da doenca. As aves jovens sdo mais susceptiveis e quando a
enfermidade se desenvolve, o quadro é passivel de confusdo com a pulorose
(BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

Porém, em relacdo a saude publica, preocupacdo maior esta relacionada a
disseminagéo do patdgeno para os seres humanos (KABIR, 2010). A salmonelose é
a segunda zoonose mais comum em humanos na UE, perdendo apenas para oS
casos de campilobacteriose, gerando gastos estimados de mais de trés bilhdes de
euros em decorréncia da doenca (EFSA, 2014a). Em 2013, registrou-se um total de
82.694 casos da doenca na UE, com uma taxa de notificacdo de 20,4 casos por
100.000 habitantes. Os sorovares mais frequentemente notificados foram S.
Enteritidis e S. Typhimurium, representando 39,5% e 20,2%, respectivamente, de
todos os sorovares relatados em casos de infeccdo humana. S. Typhimurium
variante monofasica 1,4,[5],12:i:- foi a terceira causa mais comum da doenca,
enquanto S. Infantis ocupou a posicdo de quarto sorotipo mais frequente na UE
neste mesmo ano (EFSA, 2015).

Ainda na UE, em 2013, S. Infantis foi identificado como o sorovar mais

comumente isolado na ave viva, com 22,7%. Na carne de frango os sorotipos mais
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comuns foram S. Infantis (37,4%) e S. Enteritidis (37,6%). Ja os sorotipos S.
Senftenberg (19,5%) e S. Typhimurium (17,1%) foram mais comumente isolados da
racao fornecida para a ave (EFSA, 2015).

Mesmo com as inumeras medidas de biosseguranca preconizadas no intuito
de assegurar a sanidade dos plantéis avicolas, sao registrados inUmeros surtos de
salmonelose no Brasil. Entre os anos de 2000 e 2014, dentre os agentes etioldgicos
relacionados aos casos de DTAs no pais, 38,2% dos surtos foram em decorréncia
de Salmonella spp., sendo este patdgeno o principal envolvido em casos de DTA no
Brasil (BRASIL, 2014).

Em um estudo desenvolvido por Medeiros et al. (2011), no Brasil , verificou-se
gque 0s sorovares mais comumente isolados de carcacas de frango foram S.
Enteritidis, S. Infantis e S. Typhimurium, os quais sao os principais associados com a
doenca em humanos.

Por muitos anos, e em todo o mundo, 0s sorotipos mais importantes na
transmissdo de salmonelas de animais para humanos foram S. Enteritidis e S.
Typhimurium. Juntamente a estes sorovares, atualmente, o sorovar Infantis também
tem sido bastante incriminado pelo envolvimento em casos de infecgdo alimentar
(CDC, 2014c; EFSA, 2015; WHO, 2015).

Estudos utilizando a técnica de fagotipagem tem demonstrado a estrita
relacdo de isolados de origem avicola com aqueles envolvidos em casos de
salmonelose humana. Ribeiro et al. (2007) encontrou uma alta frequéncia do
fagotipo PT4, presente em 95,2% das cepas de S. Enteritidis isoladas de cortes de
frangos na regido sudeste do Brasil no periodo de setembro a dezembro de 1996.
Segundo os autores, a elevada frequéncia em carcacas de frango e o predominio
deste fagotipo na salmonelose humana, sugerem particular associacdo entre
reservatorios aviarios e os surtos de infeccao alimentar no Brasil durante o periodo
de estudo. A infeccdo humana causada por S. Typhimurium fagotipo DT104
veiculada por alimentos € apontada como um problema para a saude publica em
todo o mundo. No Brasil, Ghilardi, Tavechio e Fernandees (2006) relataram a
identificacdo deste fagotipo a partir de pacientes hospitalizados em Séo Paulo.

Um relatério do Centers for Disease Control and Prevention (CDC),
abrangendo os anos de 1968 a 2011, demonstrou que dentre as inUmeras fontes
possiveis de S. Enteritidis, o frango ocupou o topo da lista, sendo o principal

veiculador deste patdgeno, o qual foi isolado em 50,2% de amostras provenientes de
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animais apresentando sinais clinicos da doenca (amostras clinicas), e em 82,5% em
amostras provenientes do ambiente de criacdo da ave, incluindo racdo e também
carcacga (amostras ndo clinicas). Para S. Typhimurium, o frango foi a terceira maior
fonte entre amostras clinicas (9,9%), perdendo apenas para bovino, isolado em
33,7%, e suino, em 13%, enquanto que para amostras ndo clinicas, a carcaca de
frango foi a principal fonte de S. Typhimurium, isolado em 29,2%. Ja para S.
Typhimurium variante monofasica 1,4,[5],12:i:-, o frango ocupou o quinto lugar dentre
as principais fontes clinicas deste sorovar, o qual foi isolado em 35,8% de bovino,
23,3% de equino, 15,7% de suino, 14,4% de aves e animais silvestres e em 4% de
frango. Porém, dentre as fontes ndo clinicas, o frango também foi o principal
veiculador de S. Typhimurium variante monofasica 1,4,[5],12:i:-, isolado em 71,8%
(CDC, 2013).

Em outubro de 2015, o CDC notificou um surto de infeccfes por S. Enteritidis
em Minnesota, nos EUA, e apds investigacdo epidemioldgica, identificaram como
possivel fonte o consumo da carne de frango (CDC, 2015c).

Outra grande preocupacdo em saude publica com relacdo as salmonelas
paratificas diz respeito a sua capacidade em formacéo de biofilmes nos frigorificos.
O primeiro passo para a formacéo de biofilmes consiste na fixacdo das bactérias as
superficies de processamento, e é reconhecida como uma das causas da continua
contaminacdo de alimentos (LEWIS, 2001). De acordo com Steenackers et al.
(2012), Salmonella é capaz de formar biofiimes de maneira significativa e em
diferentes tipos de superficies, sejam elas abibticas (plastico, borracha, vidro e aco
inoxidavel), ou bidticas (plantas, células epiteliais, célculos biliares). Estudos
demonstram que tanto S. Enteritidis (AUSTIN et al., 1998) como S. Typhimurium
(O'LEARY et al., 2013) podem persistir no ambiente devido a sua capacidade em
formar biofilmes em superficies inertes (NGWAI et al., 2006), podendo esses
biofiilmes serem compostos por uma Uunica espécie bacteriana ou de uma
comunidade derivada de vérias espécies (DAVEY; O'TOOLE, 2000).

O ambiente de abate pode ser uma fonte importante na disseminacédo de
Salmonella, pois uma vez instalada a contaminacdo pelo micro-organismo na
industria, a remocao é dificultada devido a sua capacidade em formar biofilmes
(JOSEPH; OTTA; KARUNASAGAR, 2001), e de se multiplicar em baixas
temperaturas (D’AOUST, 1991). Uma pesquisa desenvolvida por Fuzihara,

Fernandes e Franco (2000) em 60 pequenos abatedouros da cidade de Maua (SP)
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comprova este fato, pois verificaram a presenca de Salmonella spp. em utensilios
(23,1%) e superficies de refrigeradores e congeladores (71,4%). Desta forma,
biofimes formados por Salmonella spp. em equipamentos e superficies de
processamento de alimentos servem como um reservatorio persistente de
contaminagcdo, comprometendo a seguranca alimentar e a saude humana (VAN
HOUDT; MICHIELS, 2010).

Diante das evidéncias de que alimentos de origem avicola sdo as principais
fontes de Salmonella para os seres humanos, sugere-se que maiores esforgos
devam ser direcionados para controle do paratifo aviario nos plantéis avicolas
nacionais, além de cuidados constantes no processamento da carne de frango,

evitando a contaminacao do produto final.

3.6 Salmonella e resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia microbiana caracteriza-se como sendo a habilidade de um
micro-organismo continuar a multiplicar-se ou persistir na presenca de niveis
terapéuticos de determinado agente antimicrobiano. Dentre 0s mecanismos
principais que levam as bactérias a apresentar resisténcia podem-se citar, a
inativagdo enzimatica da molécula do antimicrobiano, a alteragdo do alvo celular
deste agente e a reducdo do nivel intracelular do antimicrobiano (ALEKSHUN;
LEVY, 2007; ALTERTHUM, 2008a). A resisténcia pode ser classificada como
natural ou adquirida, sendo a primeira corresponde a uma caracteristica intrinseca
da espécie bacteriana e todas as amostras desta espécie tém esta propriedade,
enguanto que na segunda, somente parte das amostras € resistente (ALTERTHUM,
2008a).

Os antimicrobianos sdo medicamentos que atuam causando a morte
(bactericida) ou a inibicdo do crescimento de micro-organismos (bacteriostatico),
podendo atuar na célula bacteriana em nivel da parede (estrutura e biossintese),
membrana citoplasmatica (estrutura e fungéo), sintese de proteinas e sintese de
acidos nucleicos. Estes compostos sao utilizados na producdo animal para a
profilaxia, controle e tratamento de doencas infecciosas, bem como para a promocao
do crescimento, visando melhorar o desempenho zootécnico dos animais. Uma

consequéncia indesejavel de seu uso é o potencial desenvolvimento de resisténcia
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antimicrobiana em patdgenos de origem alimentar e subsequente transmissdo ao
homem, através dos alimentos (MELO et al., 2014; RIBEIRO et al., 2008).

Atualmente, a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é algo que tem
preocupado a comunidade cientifica nacional e internacional, principalmente na UE,
tanto na &rea de salude humana quanto veterinaria, devido ao risco de que as
moléculas antimicrobianas percam sua eficacia diante de bactérias resistentes. Isto
afetou diretamente o setor produtivo animal, visto que a UE, grande importador do
produto, baniu o uso dos antimicrobianos como aditivos na alimentacdo animal, por
acreditar que a ocorréncia de resisténcia a determinadas drogas na medicina
humana, possivelmente, estava ocorrendo devido a resisténcia cruzada com
antibioticos de uso veterinario, pertencentes ao mesmo grupo farmacoldgico
(PALERMO NETO, 2014).

De acordo com Aarestrup (2004), os niveis e extensao da resisténcia sao
influenciados pelas praticas de uso destes farmacos no homem e em animais, e
variam com a regido geografica. Nos paises desenvolvidos, por exemplo, estes
fenotipos observados em Salmonella tém sido associados com o0 uso de
antimicrobianos em animais, onde os perfis de resisténcia geralmente refletem o
tempo que uma droga esta em uso, e a reversao desta caracteristica, associada ao
seu desuso.

Drogas como o cloranfenicol, sulfametoxazol-trimetoprim, ampicilina ou
amoxacilina tém sido substituidas, atualmente, pelas cefalosporinas de terceira
geragdo e as fluoroquinolonas. Entretanto, a resisténcia a estas duas drogas
também tem emergido em surtos e em casos endémicos (FERREIRA; CAMPOS,
2008). Tal condicdo vem trazendo preocupacdes quanto as perspectivas no
tratamento de infec¢des por diferentes espécies bacterianas, incluindo Salmonella
spp- (BRASIL, 2012).

A selecao de cepas resistentes devido ao uso veterinario de antibiéticos tem
sido objeto de atencdo da comunidade cientifica, que vem discutindo solucdes
globais para o problema. Em uma reunido realizada pela FAO/WHO/OIE em Roma,
na ltalia, no final de 2007, foram apresentadas duas listas elaboradas pela WHO e a
OIE referentes, respectivamente, aos antibidticos de uso criticamente importante
para a saude humana e animal (OIE, 2007; WHO, 2007). Sado chamadas de
criticamente importantes por ser a primeira escolha em tratamento de infecgdes

humanas e veterinarias. Esta reuniao buscou identificar os antimicrobianos
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pertencentes as duas listas e, tanto quanto possivel, analisar o risco desse fato para
a salude humana. Segundo este estudo, trés classes de antimicrobianos foram
consideradas como prioritarias para o desenvolvimento de medidas e estratégias
para manejo da resisténcia bacteriana, pois apareciam em ambas as listas, sendo
elas: cefalosporinas de terceira e quarta geracdes, as quinolonas (incluindo as
fluorquinolonas) e os macrolideos. O Brasil, atendendo a esta recomendacéao,
retirou estas moléculas de uso como aditivos, estando liberadas apenas para
aplicacao terapéutica, na qual se utiliza dose maior por um tempo menor e,
portanto, reduzindo a possibilidade de desenvolver resisténcia (PALERMO NETO,
2014).

Relatorio elaborado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
demonstrou que 0s maiores percentuais de resisténcia obtidos para cepas de
Salmonella isoladas de carcacas de frango no Brasil foram para estreptomicina
(89,3%), sulfonamidas (72,4%), florfenicol (59,2%), ampicilina (44,8%), acido
nalidixico (44,0%), ceftiofur (22,8%), aztreonam (20,4%), enrofloxacina (18,4%),
cefoxitina (17,3%), cefalotina (12,4%) e tetraciclina (11,2%) (BRASIL, 2012).

A fiscalizacdo de produtos de uso veterinario estd prevista na legislacao
brasileira desde o final da década de 60 e regulamentada no que diz respeito a
utilizacao, fabricacdo e comercializacdo. De acordo com a Instrucdo Normativa n°
26, os antibioticos pertencentes as classes dos anfenicéis, tetraciclinas, beta
lactamicos das subclasses dos benzilpenicilamicos e das cefalosporinas, quinolonas
e sulfonamidas sistémicas sdo na veterinaria, de uso exclusivo em terapéutica,
sendo vedada a sua utlizacdo como aditivos zootécnicos melhoradores de
desempenho ou como conservantes de alimentos para animais (BRASIL, 2009).

Abaixo estdo descritos os mecanismos de acdo das principais classes de

antimicrobianos (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismo de acéo de algumas classes de antimicrobianos.
Fonte: BRASIL, 2007.

3.6.1 Resisténcia as quinolonas e fluoroquinolonas

O mecanismo de acao dos derivados quinolénicos é a interferéncia na sintese
de DNA do micro-organismo, inibindo a acdo da DNA girase. Esta enzima é
responsavel por promover e enrolamento e desenrolamento da molécula de DNA,
para que ocupe o0 menor espaco dentro da célula, essenciais a sobrevivéncia
bacteriana (ALTERTHUM, 2008a). A DNA girase torna a molécula de DNA compacta
e biologicamente ativa. Ao inibir essa enzima, a molécula de DNA passa a ocupar
grande espaco no interior da bactéria e suas extremidades livres iniciam a sintese
descontrolada de RNA mensageiro e de proteinas, determinando a morte das
bactérias (BRASIL, 2007).

A resisténcia as quinolonas € determinada por mecanismos mediados por
alteracdes no cromossomo, seja devido a mutacdes que alteram os sitios de ligacdo
da DNA girase, que passa a nao sofrer agao do antimicrobiano, ou por mutacoes
que alteram a permeabilidade a droga pela membrana celular bacteriana (porinas).
Outro determinante de resisténcia ocorre pela diminuicdo no acumulo do agente no

interior da bactéria, por um mecanismo que aumenta a retirada da droga do interior
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da célula, conhecido como bomba de efluxo (ALTERTHUM, 2008a; BRASIL, 2007;
PIDDOCK, 2002; RUIZ, 2003).

Inicialmente, a resisténcia era considerada somente a partir de mutacdes, no
entanto, atualmente sabe-se que plasmideos albergando genes de resisténcia as
qguinolonas também ja foram descritos. Elementos moveis que carreiam o gene gnr
também tém sido descritos como responsaveis por conferir resisténcia as
quinolonas, sendo que estes apresentam o agravante de serem potencialmente
transferidos de forma horizontal (ALTERTHUM, 2008a; RUIZ, 2003). A distribuicédo
do gene gnr é importante na disseminacdo de resisténcia as quinolonas entre
amostras de Salmonella spp. Sabe-se que o gene gnr codifica a proteina Qnr que
protege a DNA girase da acao da ciprofloxacina (GAY et al., 2006). Desde o primeiro
relato de resisténcia as quinolonas mediada por plasmideo, originalmente reportado
em Klebsiella pneumoniae em 1998, plasmideos carreadores do gene gnr (gqnrA,
gnrB e gnrS) tem sido relatados no género Salmonella em diversos paises como
Franca (CATTOIR et al., 2007), Holanda (VELDMAN; VAN PELT; MEVIUS, 2008) e
Dinamarca (TORPDAHL et al., 2009).

Considerando estes aspectos, estudos desenvolvidos na Inglaterra de
Espanha demonstram a ocorréncia de cepas multirresistentes, que apresentam
perfis de resisténcia as fluoroquinolonas como enrofloxacina e ciprofloxacina,
representam um quadro preocupante, pois comprovam que pode ocorrer aumento
gradativo de Salmonella spp. resistentes a esta classe de drogas (THRELFALL et
al., 2000; MARIMON et al., 2004).

No Brasil, foi demonstrada uma baixa porcentagem de resisténcia a
ciprofloxacina em cepas de Salmonella isoladas de carcaca de frango (0,4%)
(BRASIL, 2012). Angulo et al. (2000) relataram niveis um pouco mais elevados em
paises do hemisfério norte, em torno de 1%, apontando ainda, a emergéncia de
cepas de salmonelas paratificas resistentes a classe das fluoroquinolonas. Embora
estes percentuais sejam reduzidos, deve-se sempre monitorar a susceptibilidade das
cepas frente as quinolonas e fluoroquinolonas, j& que sdo amplamente utilizadas
como opcao terapéutica, podendo o aumento gradativo de resisténcia representar
um elevado risco em curto e médio prazo (BRASIL, 2012). Esta monitorizacao
permite conhecer o impacto do uso, por exemplo, da enrofloxacina na producao
avicola, no aumento ou reducdo de cepas resistentes ao acido nalidixico, tendo em

vista a possibilidade de resisténcia cruzada com drogas de uso humano
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pertencentes a mesma classe de antimicrobiano, como foi apontado por Lépez e
Olvera (2000).

3.6.2 Resisténcia aos B-lactamicos

Os B-lactamicos sdo a classe mais variada e mais amplamente utilizada de
antimicrobianos. Neste grupo estdo incluidas as penicilinas e seus derivados, as
cefalosporinas, os monobactamicos e os carbapenémicos, além dos inibidores de [3-
lactamases. Todos estes possuem em comum, no seu nucleo estrutural, o anel -
lactamico, que € composto de trés atomos de carbono e um de nitrogénio, o qual
confere atividade bactericida (ALTERTHUM, 2008b; BRASIL, 2007; TRABULSI;
MIMICA; MIMICA, 2008).

Antibioticos do grupo dos B-lactamicos atuam na parede celular bacteriana,
interferindo na sintese da camada de peptideoglicano por meio de inumeros
mecanismos, impedindo a unido das cadeias peptidicas, que ocorre externamente a
membrana citoplasmatica. Sua atividade se da exclusivamente contra bactérias que
estejam em atividade biossintética da parede celular, ou seja, em fase de
crescimento e/ou reproducdo. Assim, blogueiam a etapa final da sintese da camada
de peptideoglicano, o que quase sempre resulta na morte da bactéria, quando esta
se encontra na fase de divisdo. O mecanismo de acao deste grupo € a fixacdo as
proteinas ligadoras de penicilinas (PLP), que sdo proteinas existentes na parte
externa da membrana citoplasmatica, que também participam da etapa de sintese
da camada de peptideoglicano, e possuem a capacidade de se fixar tanto as
penicilinas quanto as cefalosporinas (ALTERTHUM, 2008a; CARATTOLI, 2008).

Sao descritas trés formas principais pelas quais as bactérias apresentam
resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos. O mecanismo mais importante e a
forma mais eficiente e comum de resisténcia aos betalactamicos € a producdo de
enzimas especificas pela bactéria, conhecidas como B-lactamases, dotadas da
capacidade de hidrolisar o anel B-lactdmico, transformando os antibioticos
correspondentes em produtos inativados. B-lactamases sdo produzidas por varios
tipos de bactérias tornando-as resistentes aos B-lactamicos. Outros mecanismos de
resisténcia consistem em modificagbes estruturais das PLP, e também pela

diminuicdo da permeabilidade bacteriana ao antimicrobiano, através de mutacgdes e
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modificagdes nas porinas, proteinas que permitem a entrada de nutrientes e outros
elementos para o interior da célula (BRASIL, 2007; CARATTOLI, 2008).

Estudos tém investigado a ocorréncia de diferentes B-lactamases em
bactérias Gram-negativas isoladas a partir de infec¢cdes clinicas no homem. Por
outro lado, ha um limitado numero de estudos sobre a ocorréncia de [3-lactamases
em isolados de animais e seus produtos (CARATTOLI, 2008). Devido a dificuldade
na detec¢cdo ou mesmo na subnotificacdo sobre micro-organismos produtores de f3-
lactamases, sua real prevaléncia € desconhecida, sabendo-se que sao distribuidos
mundialmente e que sua prevaléncia vem ascendendo vertiginosamente (GUPTA,
2007). Apesar disso, mais de 340 B-lactamases tem sido descritas e muitas vém
sendo identificadas em Salmonella, gerando grande preocupacdo devido ao
emprego destas drogas no tratamento da salmonelose (BUSH, 2001).

Em bactérias Gram-negativas, ja foi possivel detectar mais de 30 tipos
diferentes de B-laclamases codificadas e transferidas através de plasmideos. As [3-
lactamases detectadas em Salmonella spp. constituem um diverso grupo de
enzimas codificadas por um consideravel namero de genes. Pelo menos 10
diferentes subgrupos de genes das B-lactamases bla sdo descritos: TEM, SHV, PSE,
OXA, PER, CTX-M, CMY, ACC, DHA ou KPC, destacando-se os genes blashv,
blatem, blactx, e blacmy por codificar enzimas B-lactamases de espectro estendido
(ESBLs) (MICHAEL et al., 2006). A disseminacao dessas [-lactamases pode ser
cromossomal ou mediada por plasmideos, podendo ser alguns destes genes
carreados através de transposons ou integrons. Em alguns casos, os marcadores de
resisténcia as B-lactamases representam parte do integron, que possui elementos
genéticos moveis que incluem comumente um gene de resisténcia a
antimicrobianos, que também o codifica para outras classes de antibioticos, tais
como aminoglicosideos, trimetoprim, sulfonamidas, tetraciclinas e cloranfenicol, e
consequentemente, as cepas produtoras de ESBL séo geralmente multirresistentes
(AARESTRUP, 2004; ALTERTHUM, 2008a; ZHAO et al., 2006).

Em um estudo realizado no Brasil com cepas de Salmonella isoladas de
carcacas de frango identificou-se o gene blatem em duas cepas de S. Enteritidis, o
qual foi ausente nos demais sorovares. Ao correlacionarem a auséncia dos genes
bla com o fenétipo de resisténcia apresentado por este sorovar foi possivel
evidenciar sua natureza extracromossbmica, pois quando 0s genes estao

localizados em elementos moveis, podem ser facilmente perdidos (BRASIL, 2012).
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ESBL é uma enzima que permite que as bactérias se tornem resistentes a
uma grande variedade de penicilinas e cefalosporinas. Enterobacteriaceae
produtoras de ESBL séo resistentes a fortes antibioticos incluindo cefalosporinas de
espectro estendido. Nos EUA estima-se que aproximadamente 26.000 infeccbes
ocorram anualmente em decorréncia de ESBL, resultando em cerca de 1.700
mortes, gerando grandes despesas hospitalares no pais (CDC, 2014a). Desta forma,
a disseminacédo de Salmonella spp. carreando ESBL tem emergido mundialmente
durante as Ultimas décadas, causando preocupacdo pelo fato de que as
cefalosporinas sdo drogas de escolha para o tratamento da salmonelose (WHO,
2003).

As ESBL constituem um grupo de enzimas derivadas das [B-lactamases
classicas, todas ja caracterizadas em Salmonella spp., representadas atualmente
por diferentes familias: TEM com mais de 130 tipos, SHV com mais de 50, a familia
CTX-M que preferencialmente hidrolisa cefotaxima. Particularmente TEM-1, TEM-2 e
SHV-1, de maior frequéncia, conferem resisténcia as cefalosporinas de amplo
espectro, penicilinas e monobactamicos (aztreonam), permanecendo a sensibilidade
as cefamicinas e carbapenémicos. Outra caracteristica fenotipica importante é de
que estas enzimas sao sensiveis a acdo dos inibidores de betalactamases (BRASIL
2012).

Os inibidores de B-lactamases sdo um grupo capaz de destruir estas enzimas
bacterianas, ao mesmo tempo em que € destruido pela acdo destas. Por este
motivo, estes inibidores sdo chamados de suicidas. S&o compostos que possuem 0
anel B-lactamico bastante estavel, baixa atividade antibacteriana, porém, possuem
alta afinidade pelas lactamases. Como estas substancias ndo tém atividade
antimicrobiana, para serem Uuteis do ponto de vista terapéutico, devem ser
associadas a antimicrobianos [-lactamicos, protegendo-os da acdo das -
lactamases. Assim, quando em associacdo com antimicrobianos B-lactamicos, os
inibidores de B-lactamases, ligam-se as B-lactamases e, desta forma, evitam a
hidrélise do anel B-lactamico da droga associada e potencializam sua atividade.
Desta forma, bactérias resistentes ao antimicrobiano passam a ser sensiveis, pela
presenca do inibidor. Os inibidores utilizados em terapéutica sao o acido clavulanico,
0 tazobactam e o sulbactam sédico. Uma associacdo muito conhecida é da
amoxacilina com acido clavulanico (ALTERTHUM, 2008a; TRABULSI; MIMICA;
MIMICA, 2008).
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O teste de triagem para deteccdo da producdo de ESBL em enterobactérias €
realizado pelo uso de discos de ceftazidima (30 pg) e cefotaxima (30 pg). Se o
diametro do halo de sensibilidade for, respectivamente, menor ou igual a 22 mm e
27 mm, deve ser realizado um teste fenotipico confirmatorio. Este teste é realizado
usando discos da cefalosporina isoladamente e da cefalosporina com inibidor de [3-
lactamases. Assim, utilizam-se 0s seguintes discos, ceftazidima e ceftazidima
associada com acido clavulanico, e cefotaxima e cefotaxima associada com &cido
clavulanico. Se o halo de inibicdo produzido ao redor do antibiético com o inibidor de
B-lactamases for maior em cinco milimetros ou mais do que o antibiético sozinho,
esta cepa muito provavelmente é produtora de ESBL (CLSI, 2013).

As drogas ampicilina e amoxacilina sao penicilinas de amplo espectro de
acao, e se caracterizam por apresentar estabilidade em meio acido e ter efeito sobre
cocos e bacilos Gram-negativos. Porém, séo inativadas por acdo das enzimas [3-
lactamases, razdo pela qual grande parte dos patégenos atualmente apresenta
resisténcia a estes antimicrobianos (TRABULSI; MIMICA; MIMICA, 2008).

De acordo com a atividade antimicrobiana e caracteristicas farmacocinéticas
e farmacodindmicas, e a época em que foram introduzidas na terapéutica, as
cefalosporinas foram divididas em quatro grupos. As cefalosporinas de primeira
geracdo sdo ativas contra bactérias Gram-positivas e algumas Gram-negativas.
Fazem parte deste grupo: cefalotina, cefazolina, cefalexina, cefadroxil, cefradina. Ja
as cefalosporinas de segunda geracdo sao mais resistentes a agao das -
lactamases produzidas pelas bactérias Gram-negativas. Compfdem este grupo:
cefoxitina, cefamandol, cefaclor e cefuroxima. As cefalosporinas de terceira geracao,
ceftriaxona, cefotaxima, cefoperazona, ceftazidima, cefpodoxima e cefixima séo
ainda mais eficazes a inativagao pelas p-lactamases das bactérias Gram-negativas.
Por isso, os antimicrobianos pertencentes a este grupo séo indicados no tratamento
das infeccbes provocadas por bactérias Gram-negativas resistentes a outros
antimicrobianos. Dentro deste grupo ainda pode-se citar o ceftiofur, uma
cefalosporina de terceira geracdo amplamente utilizada na medicina veterinaria. Ja
as cefalosporinas de quarta geracao, cefepima e cefpiroma, apresentam o mesmo
espectro de acao das anteriores, além de agir sobre alguns cocos Gram-positivos e
bactérias anaerdbias. Sdo ainda eficazes a agédo das B-lactamases de espectro
estendido, produzidas por enterobactérias capazes de inativar antimicrobianos do
grupo dos B-lactamicos (BRASIL, 2007; TRABULSI; MIMICA; MIMICA, 2008).
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O aumento da resisténcia as cefalosporinas estd provavelmente associado
com a disseminagao da B-lactamase AmpC, a qual é codificada pelo gene blacwmy.
Este e outros genes de resisténcia estdo associados com plasmideos
transmissiveis, 0s quais sdo importantes para a resisténcia as cefalosporinas
(AARESTRUP, 2004; WINOKUR et al., 2000).

O aumento da prevaléncia de cepas de Salmonella spp. resistentes a
ceftriaxona tem sido relatado em animais de producéo, e pode estar relacionado ao
uso veterinario de ceftiofur, uma cefalosporina de espectro estendido de uso
exclusivo em medicina veterinaria (CARATTOLI et al., 2002).

Os monobactamicos sdao antimicrobianos que possuem somente o anel (3-
lactdmico associado a extensas cadeias laterais, sendo caracterizados por um anel
monociclico em sua estrutura. No Brasil, 0 aztreonam € a Unica droga disponivel
deste grupo, de utilizacdo na pratica clinica, com boa atividade sobre bactérias
Gram-negativas aerébias (BRASIL, 2007; TRABULSI; MIMICA; MIMICA, 2008).
Possuem como caracteristica principal sua resisténcia a acdo das penicilinases e
cefalosporinases, além do amplo espectro de acdo (ALTERTHUM, 2008b).

Os carbapenémicos sdo antibacterianos que também possuem um amplo
espectro de acdo e uma grande estabilidade a maioria das B-lactamases (BRASIL,
2007; TRABULSI; MIMICA; MIMICA, 2008). Atualmente, existem trés
antimicrobianos deste grupo disponiveis: imipinem, meropenem e ertapenem. Estas
drogas tém atividade contra a maioria dos cocos Gram-positivos e negativos e em
bacilos Gram-positivos e negativos, aerébios e anaerébios (TRABULSI; MIMICA;
MIMICA, 2008). Assim, por serem drogas de amplo espectro e com penetracdo na
maioria dos sitios de infeccdo, os carbapenémicos podem ser utilizados no
tratamento de infecgcdes em gue exista uma forte suspeita de microbiota aerébia e
anaerodbia ou infeccbes causadas por organismos multirresistentes. Por este motivo,
esta droga néo deve ser utilizada como primeira escolha no tratamento de infec¢des
(BRASIL, 2007).

3.6.3 Resisténcia aos aminoglicosideos
Os aminoglicosideos sdo drogas bactericidas, cujo mecanismo de acgéo

consiste na alteragdo da funcdo dos ribossomos bacterianos, pela ligagdo a fragéo

30S dos ribossomos, inibindo a sintese protéica ou produzindo proteinas
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defeituosas. S&o ativos contra bactérias Gram-negativas aerdbias e contra alguns
estafilococos. Alguns dos representantes deste grupo sdo gentamicina, neomicina,
espectinomicina, estreptomicina, tobramicina e amicacina (BRASIL, 2007,
TRABULSI; MIMICA; MIMICA, 2008).

Sado conhecidos trés mecanismos quimicos de resisténcia aos
aminoglicosideos: diminuicdo de permeabilidade celular a droga, alteracao dos sitios
de ligacédo no ribossomo e, em sua maioria, esta mediada pela producéo de enzimas
inativantes dos aminoglicolideos, que bloqueiam a atividade antibacteriana da droga
(modificagdo enzimética do antibidtico). Os dois primeiros sdo mediados por
mutacdo e o ultimo por plasmideo. A resisténcia mediada por plasmideos é, em
geral, a principal forma de resisténcia aos aminoglicosideos, tanto em bactérias
Gram-positivas como em Gram-negativas (ALTERTHUM, 2008a). Sdo conhecidos
trés tipos de enzimas inativantes: O-adeniltransferases, N-acetiltransferases e O-
fosfotransferases. Em Salmonella spp., os genes O-adeniltransferases mais comuns
sdo do tipo aadA e aadB. O primeiro media resisténcia a estreptomicina e
espectinomicina, enquanto o segundo confere resisténcia a gentamicina, kanamicina
e tobramicina. Dos quatro tipos de genes de N-acetiltransferase, a literatura vem
apontando em Salmonella somente aac(3) e aac(6’). Os mais comuns sdo aac(3),
gue mediam resisténcia a gentamicina e foram encontrados em diferentes sorovares

como Enteritidis, Typhimurium, Typhi, Agona e Choleraesuis (MICHAEL et al., 2006).

3.6.4 Resisténcia as tetraciclinas

A caracteristica do grupo das tetraciclinas, produzidos por bactérias do
género Streptomyces, é o tetra anel, e as diferencas entre as drogas residem nos
grupos quimicos ligados a ele (ALTERTHUM, 2008b). As tetraciclinas possuem
amplo espectro de acao, geralmente bacteriostaticos, embora a resisténcia adquirida
a este grupo de antimicrobianos entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
seja um fato muito frequente.

A principal caracteristica desta droga é a capacidade de difundir ao interior
das células do hospedeiro, o que permite sua utilizacdo no tratamento de patdégenos
intracelulares. As tetraciclinas entram na célula por difusdo, em um processo

dependente de gasto de energia. Ligam-se, de maneira reversivel, a por¢cdo 30S do
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ribossomo, bloqueando a ligacdo do RNA transportador, impedindo a sintese
proteica (BRASIL, 2007; TRABULSI; MIMICA; MIMICA, 2008).

O principal mecanismo de resisténcia microbiana € por diminuicdo da
acumulacéo da droga no interior da célula. A resisténcia pode ser cromossémica ou,
mais frequentemente, mediada por plasmideos ou transposons (BRASIL, 2007).

De modo geral, as bactérias tornam-se resistentes as tetraciclinas por
aquisicdo de plasmideos de resisténcia. A resisténcia ocorre devido a proteinas
denominadas Tet (Tet A, B, C e D) que, uma vez formadas, localizam-se na
membrana citoplasmética, provocando a saida quase que imediata do antibiético da
célula. Nao ha evidéncias de inativacdo da droga ou modificagdo do alvo
(ribossomo). H4, entretanto, algumas observacdes de proteinas citoplasmaticas cuja
funcao é proteger o ribossomo do ataque do antibiético (ALTERTHUM, 2008a).

S&o descritos mais de 35 diferentes genes que codificam resisténcia a
tetraciclina, relacionados a bombas de efluxo associadas a membrana, capazes de
exportar tetraciclina, oxitetraciclina e doxiciclina, enquanto tetB, além destes, é
capaz de exportar também a minociclina. Os genes tetA, tetB, tetC, tetD e tetG tém
sido encontrados em Salmonella, sendo tetA e tetB com elevada frequéncia e em
um grande namero de sorovares, enquanto tetC e tetD sdo encontrados raramente
(FRECH; SCHWARZ, 2000; MICHAEL et al., 2006).

3.6.5 Resisténcia aos fenicois

O cloranfenicol € um antibacteriano de largo espectro de acao, que se liga a
subunidade 50S do ribossomo, inibindo a sintese proteica da bactéria, tendo, assim,
acao bacteriostéatica, para o qual existem elevadas taxas de cepas resistentes tanto
de bactérias Gram-positivas como Gram-negativas. No entanto, ainda hoje continua
sendo a droga de primeira escolha para o tratamento da febre tifoide, devido as
raras ocorréncias de Salmonella Typhi resistentes ao cloranfenicol em humanos
(BRASIL, 2007; TRABULSI; MIMICA; MIMICA, 2008).

O cloranfenicol foi considerado a droga de escolha para o tratamento da
salmonelose, tanto no homem como no caso da doenca em animais, durante um
longo periodo de tempo, o0 que levou a selecdo de cepas cloranfenicol-resistentes.
Esta resisténcia é mediada principalmente por genes localizados em plasmideos que

codificam a producéo de enzimas, denominadas cloranfenicol-acetiltransferases, que
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inativam o composto. Esta enzima ao acetilar a droga, faz com que ela perca a
afinidade pelo seu alvo (ALTERTHUM, 2008a; BRASIL, 2007).

Outros mecanismos de resisténcia identificados em micro-organismos Gram-
negativos sdo de natureza nao enzimatica, sendo eles, a perda de permeabilidade
da membrana e a bomba de efluxo da droga. A expulsdo ativa do
cloranfenicol/florfenicol em Salmonella se processa mediante dois tipos de proteinas
transportadoras especificas de fenicéis, Cml e Flo. A proteina Cml é codificada pelo
gene cmlA, e é responsavel pelo transporte de cloranfenicol, e a proteina Flo, é
capaz de mobilizar tanto o cloranfenicol como o florfenicol, sendo codificada por
genes flo em diferentes sorovares (DOUBLET et al., 2004; MEUNIER et al., 2002). A
ocorréncia de expresséao fenotipica de resisténcia a estas drogas, e ndo deteccao do
gene associado sugere a presenca de outra classe de genes. Além deste, outros
fatores podem estar implicados como, super-expressao de bombas de efluxo de
multirresisténcia as drogas ou entdo modificagdo do alvo de ligacdo da droga
levando a ineficiéncia do antimicrobiano (ALTERTHUM, 2008a; BRASIL, 2012;
DEPARDIEU et al., 2007; NISHINO; NIKAIDO; YAMAGUCHI, 2007).

Desde o ano de 2003, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) proibiu o uso do cloranfenicol em animais (BRASIL, 2003). Porém, seu
analogo sintético fluorado, o florfenicol, foi aprovado para tratamento veterinario.
Estudo desenvolvido no Brasil, avaliando a resisténcia antimicrobiana em cepas de
Salmonella isoladas de carcacas de frango, tem demonstrado fenétipo de
sensibilidade ao cloranfenicol e resisténcia ao florfenicol, o que reflete a auséncia da
presséo seletiva exercida pelo cloranfenicol tendo em vista a proibicdo de seu uso
pelo MAPA (BRASIL, 2012).

3.6.6 Resisténcia as sulfonamidas e a diamino-pirimidina

As sulfonamidas séo drogas bacteriostaticas de largo espectro de acdo,
derivados da sulfanilamida. Atualmente, seu uso clinico é bastante limitado devido a
disponibilidade de antimicrobianos mais eficazes. As drogas deste grupo de maior
importancia clinica sado sulfadiazina e sulfametoxazol (BRASIL, 2007; TRABULSI,
MIMICA; MIMICA, 2008).

O sulfametoxazol é comumente empregado em associagdo com O

trimetoprim, uma diamino-pirimidina, associacdo mais conhecida como cotrimoxazol,
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tendo as duas drogas efeito sinérgico e amplo espectro de acdo. Ambas atuam na
biossintese do &cido félico, necessario para a sintese do acido nucleico, interferindo
assim na sintese do DNA (ALTERTHUM, 2008a).

A resisténcia as sulfas pode ocorrer por aquisicdo de plasmideos que
codificam enzimas com pouca afinidade ou determinam diminuicdo de
permeabilidade da bactéria. J4 a resisténcia ao trimetoprim pode ocorrer por
alteracdo da permeabilidade celular, por perda da capacidade da bactéria de ligacéao
a droga por modificacdo na enzima diidrofalato redutase. Esta resisténcia pode ser
conferida cromossomicamente, através de plasmideos ou por transposons (BRASIL,
2007).

O uso das sulfonamidas, tanto na medicina humana quanto na veterinaria,
tem levado a emergéncia de resisténcia a estes compostos em amostras de
Salmonella spp. A resisténcia a esta droga ocorre geralmente pela aquisicdo de dois
genes denominados sull e sul2, que codificam uma enzima necessaria durante a
sintese do acido félico, precurssor do RNA e DNA, as quais ndo sao inibidas pela
droga. Outro gene de resisténcia as sulfonamidas carreado por plasmideo foi
descrito, denominado sul3 (LYNNE et al., 2008; RANDALL et al., 2004).

3.6.7 Resisténcia as polimixinas

As polimixinas sdo antimicrobianos polipeptideos com mecanismo de acao
distinto dos demais antimicrobianos utilizados atualmente, atuando em nivel da
membrana citoplasmatica. Esta droga interage com a molécula de polissacarideo da
membrana externa das bactérias Gram-negativas, e esta intercalacdo das moléculas
do antibiético na membrana provoca sua desorganizacdo, retirando calcio e
magnésio, necessarios para a estabilidade da molécula de polissacarideo. Esse
processo é independente da entrada do antimicrobiano na célula bacteriana e
resulta em aumento de permeabilidade da membrana com rapida perda de contetudo
celular e, consequentemente, provoca a morte da bactéria (ALTERTHUM, 2008a;
BRASIL, 2007).

A possibilidade de resisténcia cruzada com outros antimicrobianos & muito
rara, permitindo que as polimixinas sejam ativas contra muitas espécies de bactérias
multirresistentes. Ha duas polimixinas disponiveis comercialmente, colistina e

polimixina B. Além de potente atividade bactericida, as polimixinas também
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apresentam atividade antiendotoxina. O lipideo A da molécula de lipossacarideo,
que representa a endotoxina da bactéria Gram-negativa, € neutralizado pelas
polimixinas (BRASIL, 2007).

A resisténcia a polimixina entre os Gram-negativos pode ocorrer por

diminuicdo na ligacao da droga a membrana celular (BRASIL, 2007).

3.6.8 Resisténcia a fosfomicina

A acéo da fosfomicina sobre a célula bacteriana, assim como os (-lactamicos,
também se da em nivel de parede celular. Este antimicrobiano atua impedindo a
ligacdo de componentes da camada de peptideoglicano, por inibicdo da enzima
piruvil-transferase, responsavel por esta ligacdo (ALTERTHUM, 2008a).

O mecanismo de resisténcia a esta droga foi avaliado por Lin e Chen (2015),
que detectaram o primeiro gene de resisténcia a fosfomicina, o gene fosA3,
originado de um plasmideo conjugativo, em Salmonella isolada de alimentos. Neste
estudo verificou-se que este plasmideo carreava 0s genes blactx-w-ss € fosA3, e
sugeriu a possibilidade que o mesmo possa circular entre membros da familia
Enterobacteriaceae. A associacdo dos gene fosA3 com blactx-m pode eliminar a
possibilidade de uso da fosfomicina como uma alternativa de tratamento, a qual
pode ser eficaz para tratamento da infeccéo por Salmonella multirresistente.

3.6.9 Perfis de multirresisténcia em Salmonella

Além do envolvimento em doencas de transmissdo alimentar, Salmonella
assume significante importancia mundial na saude publica. A relevancia é
decorrente da existéncia de cepas multirresistentes aos antimicrobianos, e suas
possiveis implicacdes no tratamento de quadros clinicos graves de salmonelose,
gue estdo muitas vezes associados a surtos de DTA em varios paises, incluindo o
Brasil (BRASIL, 2012).

Um estudo da monitoria da prevaléncia e do perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos em Salmonella, isoladas de carcagas congeladas no Brasil, revelou
gue 76,8% das cepas foram classificadas como multirresistentes, por apresentarem
resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos, tendo sido reconhecidos 98

perfis de multirresisténcia. Quando distribuidos por classes de antimicrobianos,
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aponta-se um quadro preocupante especialmente em relacdo a S. Enteritidis, com
31,1% das cepas multirresistentes a > 5 classes, e S. Typhimurium, com 27,7%. Um
aspecto mais preocupante ainda se refere a evidenciagdo em uma cepa de S.
Enteritidis com resisténcia a seis classes de antimicrobianos, envolvendo resisténcia
a 16 antimicrobianos, entre as quais se encontram incluidas drogas de ultima
geragao, empregadas no tratamento da salmonelose humana. Quando esta cepa de
S. Enteritidis foi avaliada por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
evidenciacdo de diferentes genes, mostrou resultados negativos, indicando a
possivel localizacdo extracromossomal e consequente perda (BRASIL, 2012).

No Brasil, um estudo realizado por Ribeiro et al. (2008) com cepas de S.
Enteritidis isoladas de amostras de origem avicola, verificou que 82,3% (65/79) das
amostras foram resistentes a um ou mais agentes antimicrobianos utilizados,
apresentando 19 perfis de resisténcia. Dentre as 65 amostras de S. Enteritidis
resistentes, 43 (66,1%) apresentaram resisténcia a dois ou mais agentes
antimicrobianos e 22 (33,8%) a somente um, havendo maior nimero de cepas
resistentes a tetraciclina (67,1%).

Salmonella n&o-tiféide causa aproximadamente 1,2 milhdes de doentes,
23.000 hospitalizagBes e 450 mortes nos Estados Unidos, gerando custos médicos
diretos estimados em $365 milhdes anualmente. Ao avaliar estes isolados, o CDC
tem observado resisténcia a ceftriaxona em cerca de 3% das cepas e um nivel de
resisténcia a ciprofloxacina de aproximadamente 3%. Cerca de 5% de Salmonella
nao tiféide testada pelo CDC sdéo resistentes a cinco ou mais tipos de farmacos
(CDC, 2014a).

Nos EUA foi registrado um surto de infecgbes por Salmonella | 4,[5],12:i:-,
cuja fonte provavel foi a carne suina contaminada. Neste surto, 10 isolados deste
sorovar foram submetidos ao teste de resisténcia antimicrobiana e todos
apresentaram perfis de multirresisténcia para as drogas ampicilina, estreptomicina,
sulfisoxazol e tetraciclina (CDC, 2015b).

Outro surto, ocorrido em diferentes Estados dos EUA no ano de 2015, teve
como agente etiologico S. Enteritidis, e a possivel fonte de infeccéo identificada foi a
carne de frango. Todas as cepas testadas apresentaram resisténcia a ampicilina e
tetraciclina (CDC, 2015a).

A determinacao do perfil de resisténcia das cepas de Salmonella é importante

para o estabelecimento de suas caracteristicas tanto dentro da cadeia produtiva do
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frango, como também na medicina humana, a qual utiliza destes agentes
antimicrobianos para tratamento de infec¢cdes mais graves de salmonelose. A partir
destes resultados é possivel fazer uma correlacédo do uso dessas drogas em ambas
as areas baseado nas caracteristicas de resisténcia obtidas. Além disto, a
construcédo destes perfis de resisténcia aos antimicrobianos tem ainda importante
aplicacdo para a tipagem de Salmonella, tendo maior valor em clones
multirresistentes, e sempre em combinacdo com métodos moleculares (HELMUTH
et al., 1985). A caracterizacdo genotipica e 0 monitoramento da resisténcia,
representam valiosas ferramentas na epidemiologia de Salmonella sp, permitindo o
conhecimento quanto a fonte de disseminagcdo em sorovares de importancia em
saude publica (BRASIL, 2012).

3.6.10 Avaliagéo da susceptibilidade antimicrobiana em Salmonella

Entre os testes de sensibilidade antimicrobiana mais utilizados, pode-se citar
0s métodos da difusdo com disco de antibidtico e a concentracao inibitéria minima. A
difusdo com disco ou antibiograma é o método mais comumente utilizado nos
laboratérios, pois oferece um resultado qualitativo com baixo custo e relativa rapidez.
Porém, cada vez mais, as metodologias com resultados quantitativos, que
determinam a concentracdo inibitéria minima (CIM), tém sido escolhidas como
complementares ou substitutas do método qualitativo (MIMICA; MENDES; MIMICA,
2008). A utilizacdo do teste de suscetibilidade aos antimicrobianos pelo método de
disco difusdo permite fazer um monitoramento geral da resisténcia, e pela
determinacao da concentragdo inibitéria minima obtém-se resultados mais precisos
guanto as doses minimas da droga capaz de impedir o crescimento dos micro-
organismos. Estes dois métodos associados atuam como ferramentas de grande
importancia para caracterizacao das cepas circulantes (BRASIL, 2012).

O método de disco difusdo tem como vantagem a sua grande flexibilidade na
escolha dos antimicrobianos, seu baixo custo, sua constante padronizagéo
metodolégica pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) e sua fécil
interpretacdo. Sua maior limitacdo sdo os resultados qualitativos, ou seja, o micro-
organismo € avaliado como sensivel, intermediario ou resistente aos diversos

7

antimicrobianos testados. A vantagem das outras metodologias é o resultado
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guantitativo, ou seja, a informacgédo da CIM dos agentes antimicrobianos diante do
micro-organismo testado (MIMICA; MENDES; MIMICA, 2008).

O €test® é um novo conceito para testes quantitativos de sensibilidade,
baseado em um gradiente predefinido do antimicrobiano incorporado em uma fita
plastica, usado para determinar a CIM (MIMICA; MENDES; MIMICA, 2008).

O monitoramento periddico e cuidadoso da resisténcia bacteriana por meio de
estudos epidemiologicos em uma determinada regido € muito importante para
estabelecer o inicio do tratamento, assim como também para a vigilancia de
eventual emergéncia de resisténcia. Atencao especial para resultados ndo habituais
de perfil de resisténcia também é fundamental para a deteccao precoce de eventuais
novos mecanismos de resisténcia bacteriana (MIMICA; MENDES; MIMICA, 2008).

O monitoramento continuo da resisténcia antimicrobiana, pela utilizacdo
dessas ferramentas, é extremamente importante e necessério para a industria
avicola, para avaliacdo do uso responsavel dos agentes antimicrobianos, baseado
na compreensdo da ecologia da resisténcia, da transmisséo de bactéria resistente e
de genes de resisténcia, além de possibilitar a avaliacdo da relacdo entre o uso do

antimicrobiano e o aumento da resisténcia (TURNIDGE, 2004).

3.7 Caracteristicas de viruléncia em Salmonella

As bactérias patogénicas se diferenciam de outras ndo patogénicas devido a
presenca e expressdo de genes que codificam os fatores de viruléncia, que
possibilitam ao patégeno a habilidade em causar a doenca no hospedeiro. Estes
fatores sdo reconhecidos por propiciar ao micro-organismo a invasao e colonizacao
das células do hospedeiro, determinando uma série de eventos que desencadeiam a
doenca (VIEIRA, 2009).

Ao longo do processo de infecgdo, a Salmonella encontra diversos ambientes
hostis no hospedeiro, necessitando ainda sobreviver as defesas do sistema imune.
Para adaptar a estas condi¢fes, o patdgeno precisa de um grande namero de genes
responsaveis pela adaptacdo da bactéria a célula e para que ela supere o0s
mecanismos de defesa do hospedeiro (HACKER; CARNIEL, 2001). Dessa maneira
Salmonella precisa regular constantemente sua expressao génica para sobreviver as
condicdes adversas e atravessar a mucosa intestinal, a fim de ter acesso ao epitélio
subjacente (ZHANG, 2013).
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Os genes de viruléncia das salmonelas podem ser cromossOmicos e
plasmideais. A maioria destes genes esta localizada em grandes regides do
cromossomo, denominadas ilhas de patogenicidade em Salmonella (IPS). Sé&o
conhecidas cinco IPS (IPS-1, IPS-2, IPS-3, IPS-4 e IPS-5), sendo a IPS-1 a mais
bem estudada (FERREIRA; CAMPOS, 2008). Acredita-se que esses genes foram
adquiridos ao longo do tempo, por meio da incorporacdo de material genético de
outras bactérias (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 20009).

Uma das primeiras etapas relacionada a patogenicidade da Salmonella spp. é
sua capacidade de aderir as células do hospedeiro, na qual as fimbrias exercem um
papel extremamente importante. A partir desta adeséo haveréa invasao e colonizacao
das células intestinais, além de ser responsavel pela persisténcia ambiental e
formacéao de biofilmes (BISHOP; DOUGAN; BAKER, 2006; GIBSON et al., 2007).

Existem diferentes tipos de fimbrias, dentre elas, as fimbrias do tipo | (Fim),
fimbrias codificadas por plasmideos (Plasmid Encoded Fimbriae — PEF), fimbria
polar longa (Long Polar Fimbriae — LPF) e fimbrias agregativas (Aggregative fimbriae
— AGF), sendo que cada uma destas possui tropismo por diferentes tipos de células
em diferentes hospedeiros. Os sorovares de Salmonella pertencentes ao grupo Da,
incluindo S. Enteritidis, ainda possuem a fimbria Salmonella Enteritidis (Salmonella
Enteritidis Fimbriae — SEF) (DARWIN; MILLER, 1999).

A fimbria polar longa € a maior das fimbrias descritas, estad localizada
polarmente na célula bacteriana, e é codificada pelo gene IpfA. O operon IpfABCDE
€ constituido de cinco genes, e foi identificado pela primeira vez em S. Typhimurium,
sendo exclusivamente identificado no género Salmonella, e ausente nas demais
enterobactérias. No entanto, o operon Ipf ndo é conservado em todos os sorovares
de Salmonella, provavelmente devido a selecdo entre bactérias com e sem o0 gene
em diferentes hospedeiros. Este operon estd relacionado com a capacidade de
adesdo da Salmonella as células M do intestino. Além disto, esta fimbria pode
conferir imunidade cruzada entre os diferentes sorovares de Salmonella (BAUMLER;
HEFFRON, 1995; BAUMLER et al., 1997; NORRIS; BAUMLER, 1999).

O operon agf é descrito por codificar a fimbria SEF17 ou Tafi (Thin
Aggregative Fimbriae), a qual é conservada na maioria dos sorovares de
Salmonella. O gene agfA é responsavel por codificar a subunidade AgfA da fimbria
agregativa, cuja funcdo principal € promover a interagéo inicial da bactéria com o
intestino do hospedeiro (SUKUPOLVI et al.,, 1997). Esta fimbria também esta
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relacionada com a autoagregacdo da Salmonella spp., mecanismo que permite
aumentar a sobrevivéncia da bactéria frente aos acidos estomacais do hospedeiro, e
de outros agentes bactericidas, uma vez que a agregacao reduz a superficie de
contato do patdogeno (COLLINSON et al., 1993). Outra importante funcdo desta
fimbria esta relacionada com a formacédo de biofilmes por facilitar a adesdo da
bactéria a superficie (WHITE et al., 2003).

O operon sef é composto por quatro genes (sefABCD) responséaveis pela
translocacdo e formacdo da fimbria SEF14, uma das principais do género
Salmonella, cuja funcéo esta relacionada com as etapas de infeccdo posteriores a
colonizacéo do epitélio intestinal do hospedeiro, sendo considerada essencial para a
aderéncia ou sobrevivéncia da bactéria em macrofagos (EDWARDS; SCHIFFERLLI;
MALOQY, 2000). Esta fimbria contém quatro subunidades protéicas denominadas
SefA, SefB, SefC e SefD. O gene sefA codifica a maior subunidade da proteina SefA
(MIRMOMENI; KIANI; SISAKHTNEZHAD, 2008). Além de estar associado com a
producdo de fimbria, o gene sefA também esta envolvido com a adesdo do micro-
organismo a certas regides do aparelho gastrointestinal do hospedeiro, mais
especificamente a regido da placa de Peyer no intestino delgado (LIU et al., 2011).
Este gene esté restrito aos sorovares de Salmonella pertencentes ao grupo Di, no
qual esta contido S. Enteritidis (TURCOTTE; WOODWARD, 1993).

Para dar inicio ao processo de invasao da célula do hospedeiro € necessaria
gue anteriormente aconteca a adesdo, sendo estas etapas primordiais para a
patogenicidade de Salmonella spp.

Na IPS-1 estao localizados os genes necessarios para invasao, chamados de
inv (invasive), que sdo responsaveis pela formacgdo de ondulacdes na superficie da
membrana da célula eucaridtica, denominada ruffles, as quais acabam levando a
internalizacdo da bactéria pela célula do hospedeiro, caracteristica importante para
viruléncia de Salmonella (FERREIRA; CAMPOS, 2008). Estudos demonstram ainda,
gue micro-organismos que contém este gene também sdo capazes de induzir
apoptose em macréfagos infectados (GROISMAN; OCHMAN, 1997). A IPS-1 esta
presente em S. bongori e em todos os sorovares de S. enterica subsp. enterica
(HENSEL, 2004). A IPS-1 e IPS-2 sdo as mais importantes para a viruléncia de S.
Enteritidis em galinhas, associadas a um aumento significativo na colonizagdo do

figado e baco por este sorovar (RYCHLIK et al., 2009).
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No operon invABCD esta localizado o gene invA, o qual codifica a proteina
InvA da membrana interna da bactéria, sendo essencial para a invasao das células
epiteliais do hospedeiro. Este gene foi descrito por muito tempo como sendo
conservado dentre os sorovares de Salmonella, e por ser considerado especifico
deste género, foi utilizado como gene alvo para sua detecc¢éo pelo uso da técnica de
PCR (OLIVEIRA et al., 2003; SALEHI; MAHZOUNIEH; SAEEDZADEH, 2005).

Em um estudo desenvolvido com cepas de S. Enteritidis provenientes de
diferentes amostras avicolas, o gene invA foi identificado em 97% (OKAMOTO et al.,
2009). Rowlands et al. (2014) detectaram a presenca do gene em 100% das cepas
de Salmonella spp. isoladas de alimentos no Brasil.

Borges et al. (2013), ao analisarem cepas de S. Enteritidis isoladas de
diferentes amostras provenientes de aves no sul do Brasil, identificaram os genes
invA e sefA em 100% dos isolados, IpfA em 99% e agfA em 96%. Verificaram ainda
que todas as cepas tinham pelo menos dois genes fimbriais, destacando a
importancia da fimbria no processo de infeccéo.

Apesar de todos os sorotipos de Salmonella spp. serem considerados como
potencialmente patogénico, existem algumas diferencas na sua viruléncia
(KARASOVA et al., 2009). Isso porque a bactéria pode perder e adquirir novos
fatores de viruléncia ao longo do tempo, a fim de adaptar-se a novos hospedeiros ou
ao ambiente (BAUMLER et al., 1997; SUEZ et al., 2013). O conhecimento destas
caracteristicas permite uma melhor abordagem no estudo da viruléncia de
Salmonella. Pesquisas sobre a participacdo de cada gene na patogénese desta
bactéria torna possivel estabelecer critérios para prever a viruléncia deste micro-
organismo (BORGES et al., 2013).

3.8 Métodos de tipagem molecular de Salmonella

Métodos de tipagem molecular tém sido amplamente utilizados com o objetivo
de realizar a caracterizacdo bacteriana, permitindo a andlise de diferencas e
similaridades entre amostras bacterianas, ou ainda, para se verificar a origem e
disseminacédo das cepas. Com os dados obtidos a partir destas analises, pode-se
construir dendogramas que mostram a similaridade existente entre amostras
filogeneticamente préximas. A utilizagdo destas ferramentas de tipagem permite o

rastreamento de determinado micro-organismo em investigacdes epidemioldgicas,
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fornecendo informacdes importantes sobre a caracteristica do patégeno. Alguns
destes métodos estdo descritos abaixo.

3.8.1 Random Amplification of Polimorphic DNA (RAPD)

Esta técnica € também conhecida por amplificagdo randdmica de DNA
polimorfico. Sua metodologia consiste na amplificacdo do DNA utilizando sequéncias
de iniciadores ou primers escolhidos aleatoriamente, com baixa relacdo de
complementariedade ao DNA alvo. A reagdo ocorre em condicdes de baixa
estringéncia, permitindo aos primers se anelarem em varios locais das duas fitas do
DNA, obtendo assim inumeros fragmentos amplificados, revelando assim a
diversidade genética entre os micro-organismos (MARTINEZ; TADDEI, 2008;
QUINTAES et al., 2002).

Desta forma, no RAPD, um ou mais primers de sequéncia curta (10-25 bases)
se ligam a mudltiplos locais ao longo do genoma, a baixas temperaturas, sem a
necessidade de nenhum conhecimento prévio da sequéncia de DNA que se
pretende analisar, e produzem um perfil de produtos amplificados de tamanhos
variados, caracteristicos do DNA molde de uma determinada amostra (HILTON;
BANKS; PENN, 1997; LIN et al.,1996; MEUNIER; GRIMONT, 1993).

Um inconveniente desta técnica € a ocorréncia de eventos genéticos
randémicos, incluindo pontos de mutacao, insercdes e delecdes do DNA, o que pode
alterar o padrao de tipagem do RAPD (QUINTAES et al., 2002).

RAPD, entre outros procedimentos de tipagem genética, tem se mostrado
uma ferramenta Util para rastrear epidemiologicamente Salmonella e distinguir cepas
de diferentes origens geogréaficas. Também representa uma metodologia importante
para avaliacdo filogenética de cepas isoladas de surtos em humanos e de origem
avicola (SMITH et al.,, 2011). Por isso, tem sido bastante aplicado para analise
genética deste patdégeno, sendo recomendado como alternativa a outros métodos de
tipificacdo (JOHNSON et al., 2001).

Lin et al. (1996) aplicaram a técnica de RAPD para tipagem de amostra de S.
Enteritidis isoladas de diferentes fontes. Os resultados obtidos foram comparados
frente a caracterizagdo das mesmas amostras por fagotipificacéo, ribotipificacéo e
PFGE. A partir dos resultados obtidos empregando as quatro técnicas, os autores

concluiram que a RAPD emerge como uma técnica molecular particularmente
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atrativa quando se considera seu poder discriminatorio e facilidade de aplicagéo.
Turki et al. (2014) também fizeram uso de cinco diferentes técnicas de analise
filogenética (PFGE, RAPD, ERIC, ribotipagem e perfil plasmidial) para estudo de
cepas de Salmonella enterica sorovar Kentucky, de diferentes origens provenientes
da Africa, Asia e Europa. Os resultados mostraram um maior poder discriminatério
para as técnicas de RAPD e ERIC, e os autores constataram que a rapidez,
combinada com a simplicidade do processo e aliado ao sucesso ha rotina
laboratorial referente ao elevado grau discriminatério, fazem essas metodologias
adequadas para a deteccdo de novas cepas, para a investigacao epidemioldgica e
para a analise de diversidade genética.

Betancor et al. (2004) afirmam que quando sequéncias iniciadoras adequadas
sao utilizadas, as analises por RAPD fornecem resultados rapidos e reprodutiveis,
sendo considerada uma importante ferramenta na tipificacdo de S. Enteritidis.

Pelo fato desta técnica detectar diversidade na sequéncia do DNA total e ndo
requerer qualquer conhecimento especifico da sequéncia de DNA do micro-
organismo alvo, é considerada uma ferramenta flexivel que tem um grande poder e
aplicabilidade geral. Além disso, 0 método € mais rapido e tecnicamente menos
exigente que a maioria dos outros métodos de tipagem molecular (REZK et al,
2012). A eficacia, rapidez e flexibilidade deste método permite entdo sua ampla
utilizacdo em estudos epidemiolégicos moleculares (SOTO et al., 1999).

Rezk et al. (2012), ao fazerem o uso do método para a tipagem de Salmonella
Typhi no Egito, sugeriram que RAPD tem bom poder discriminatério, é facil de
interpretar e constitui num método de baixo custo para tipagem das cepas avaliadas.

O resultado da combinacdo do uso da tipagem por RAPD com testes de
susceptibilidade aos antibiéticos foi uma abordagem discriminatéria confiavel para
diferenciar Salmonella para fins epidemioldgicos no Ird (MADADGAR et al., 2008). A
associacdo das duas técnicas é apropriada na rotina devido a sua simplicidade e
alta velocidade, para confirmar em um pequeno periodo se um grupo de isolados
estdo relacionados, permitindo, portanto, implantacdo de medidas de saude publica
necessaria para controlar processos infecciosos, sendo um complemento as
técnicas tradicionais, jA que estas ndo sao suficientemente discriminatorias no
controle de surtos alimentares produzidos por micro-organismos (RUIZ et al., 2003).

A reprodutibilidade € a principal desvantagem do RAPD, podendo este

problema ser resolvido trabalhando-se sob as mesmas condi¢bes para amplificar e
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detectar cepas (RUIZ et al., 2003). Esta desvantagem torna-se irrelevante quando se
estuda cepas j4 caracterizadas dentro de espacgo e tempo limitado, em que as
comparacdes com cepas independentes oriundas de outras localidades séo
desnecessarias. Por conseguinte, essa metodologia permanece como uma
ferramenta de andlise valida para epidemiologistas, sendo particularmente util em
paises com recursos limitados de satde publica (VAZQUEZ-GARCIDUENAS et al.,
2014).

3.8.2 Ribotipagem automatizada

No DNA das bactérias, cada operon do RNA ribossdbmico consiste de trés
genes que codificam a molécula estrutural do RNA ribossomal (RNAr), sendo eles
16S, 23S e 5S. Estes genes contém sequéncias altamente conservadas dentro dos
géneros ou familias bacterianas. O gene 16S é o mais conservado dos trés genes
RNAr, é encontrado em todas as bactérias e tornou-se o padrdo universal para a
identificacdo e classificacdo taxondmica de espécies bacterianas (BOUCHET;
HUOT; GOLDSTEIN, 2008). Entre as espécies bacterianas, o comprimento médio
dos genes RNAr estruturais € 1522 pb, 2971 pb e 120 pb, para 16S, 23S e 5S,
respectivamente (GUTELL; NOLLER; WOESE, 1986). Os RNAr encontram-se
associados ao longo de todo o DNA bacteriano. Desta forma, é possivel obter perfis
de bandas quando o cromossomo € clivado por enzimas de restricdo. A deteccgéo
deste polimorfismo é feita com a hibridizacdo dos fragmentos obtidos com o uso de
uma sonda especifica de RNAr. Esta técnica € conhecida por ribotipagem e possui
algumas vantagens quando comparada com a tipagem de DNA, como por exemplo:
0s genes de RNAr aparecem em varias copias diferentes em sitios diferentes no
genoma, com diferentes regides de flanqueamento; ha uma grande variabilidade
entre os genes do RNAr 16S e 23S, além da variabilidade das regides entre os
genes 16S e 23S. A ribotipagem permite que os perfis de bandas resultantes
possam ser comparados para determinar sua relacdo filogenética e evolucionaria
(MARTINEZ; TADDEI, 2008).

O conhecimento da conservagao intra-espécies da sequéncia do gene 16S
RNAr e a estrutura do operon ribossomal 16S-23S-5S levou Grimont e Grimont
(1986) para os primeiros conhecimentos da utilidade do desenvolvimento da

ribotipagem para a classificagcdo bacteriana. Esta técnica tem como principio avaliar
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o polimorfismo do DNA bacteriano na regido onde se localiza o operon rrn, composto
pelos genes 16S e 23S, que codificam o RNAr bacteriano. Como estes genes sao
altamente conservados nas espécies bacterianas permite que esta técnica seja
aplicada com sucesso para diferenciar cepas bacterianas (GRIMONT; GRIMONT,
1986).

Baseado nestes conhecimentos fundamentais, buscou-se elucidar a base
genética molecular da ribotipagem, a qual consiste na extracédo e purificagdo do DNA
total da bactéria, seguido da sua clivagem pela endonuclease de restricado (digestédo
do DNA com enzimas de restricdo) e separacéo eletroforética dos fragmentos. Apos,
€ realizada a transferéncia do DNA para uma membrana (“Southern blot”), e
hibridizacdo dos fragmentos de DNA transferidos com uma sonda operon ribossomal
radiomarcada. Estas sondas sdo derivadas das sequéncias altamente conservadas
dos genes que codificam o RNAr para tipificacdo de bactérias, e permitem a
caracterizacdo das cepas com base na localizacdo e numero de cOpias de seus
genes RNAr (GRIMONT; GRIMONT, 1986; MARTINETTI; ALTWEGG, 1990;
RODRIGUEZ-LAZARO et al., 2007). Por fim é realizada a autoradiografia, ou
revelagéo do padrdo de bandas (DARINI; MAGALHAES; CROTT, 1998).

Apés autoradiografia, apenas as bandas contendo uma porcdo do operon
ribossomal séo visualizadas. O numero de fragmentos gerados pela ribotipagem é
um reflexo da multiplicidade de operons RNAr presentes em uma espécie
bacteriana. Os numeros de coOpias de operons ribossomais RNAr em espécies
bacterianas variam de 1 a 15 e € normalmente constante dentro da espécie
(KLAPPENBACH et al., 2001).

Dentre as aplicacfes da técnica de ribotipagem pode-se citar, a classificacao
taxondbmica (GRIMONT; GRIMONT, 1986), monitoramento epidemiolégico,
distribuicdo geografica, biologia e filogenia da populacdo (HOLMES et al., 1999;
SUN et al., 1995).

A técnica de ribotipagem apresenta grandes vantagens quando comparada a
outros métodos que utilizam sondas genéticas. Sao elas: 1) todas as bactérias
possuem o operon rr e dessa forma codificam o RNAr, que é altamente conservado
entre as espécies, permitindo assim que uma uUnica sonda genética seja utilizada
para todas as espécies bacterianas (sonda universal); 2) pelo fato da maioria das
espécies bacterianas possuirem multiplos operons rrn, um numero razoavel de
bandas é obtido com a hibridizacdo (BINGEN; DENAMUR; ELION, 1994).
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Aproveitando todas as vantagens da técnica de ribotipagem, uma empresa
americana (Qualicon, Wilmington, DE, EUA) desenvolveu um equipamento que
realiza a ribotipagem de forma automatizada, denominado RiboPrinter® Microbial
Characterization System. Ele foi desenvolvido inicialmente para atender as
necessidades da industria alimenticia, e nos ultimos anos vem sendo utilizado
também com éxito na identificacdo e caracterizacdo de bactérias relacionadas as
doencas humanas (BRUCE, 1996).

Métodos baseados na restricdo do DNA tém sido frequentemente adotados
para monitoria da disseminacdo de Salmonella dentro da cadeia produtiva de
alimentos, podendo identificar cepas envolvidas na infeccdo humana e dar
informacBes epidemioldgicas sobre as relacbes genéticas entre sorotipos. Desta
forma, a ribotipagem tem sido empregada pelos laboratorios de referéncia mundial,
como um método molecular imprescindivel para investigacdo epidemioldgica, pela
deteccao da fonte de infeccdo (MARTINS et al., 2006).

Devido a importancia da precisdo e do tempo na caracterizacdo, identificacédo
e eventual eliminacdo de micro-organismos indesejaveis para a industria de
alimentos, o sistema automatizado RiboPrinter® foi desenvolvido para reduzir o
tempo envolvido em cada etapa de andlise, sendo necessarias apenas oito horas
para a obtencédo de resultados precisos e confiaveis (BRUCE, 1996).

Estudos demonstram que Salmonela pode ser bem caracterizada pela
ribotipagem automatizada utilizando tanto a enzima de restricdo EcoRI (HILTON;
PENN, 1998; OSCAR, 1998) quanto Pvull (BAILEY et al., 2002; FRITSCHEL, 2001).
No entanto, Decesare et al. (2001) afirmam que a enzima Pvull proporcionou melhor
discriminag&o quando se estudou S. Enteritidis e S. Typhimurium.

A ribotipagem tem sido descrita por ter um menor poder discriminatorio que a
técnica de PFGE (LIEBANA et al., 2001), no entanto, pode fornecer a informacéo
que identifica associacOes reais ndo detectadas por analise exclusiva de PFGE,
particularmente, quando os dados epidemiolégicos sdo limitados (QUALE et al.,
2001).

Este sistema permite realizar a rastreabilidade completa do micro-organismo
em questdo, identificando a fonte e causa da contaminagdo de maneira direta e
indubitavel, pois fornece um perfil genético de cada uma das bactérias implicadas,
permitindo que as bactérias com o ribogrupo coincidente sejam identificadas e a

causa do problema prevenida e/ou eliminada. Este sistema consiste em um avango
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tecnologico com relacdo a comodidade, reprodutibilidade e velocidade de realizacdo
(BOUCHET; HUOT; GOLDSTEIN, 2008).
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CAPITULO 2

Salmonella Infantis isolada na cadeia produtiva brasileira do frango de corte

representa perigo para a sautde humana

Artigo a ser publicado no periédico

Pesquisa Veterinaria Brasileira



64

Salmonella Infantis isolada na cadeia produtiva brasileira do

frango de corte representa perigo para a saide humanal

Eliane P. Mendonca?, Roberta T. MeloZ, Milene R. M. Oliveira?, Daise A. Rossi?

ABSTRACT - Mendonga E.P., Melo R.T., Oliveira M.R.M., Rossi D.A. 2015. [Salmonella
Infantis isolated in the brazilian productive chain of broiler indicates harm to
human health] Salmonella Infantis isolada na cadeia produtiva brasileira do frango de
corte representa perigo para a saude humana. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-
00. Laboratorio de Biotecnologia Animal Aplicada, Faculdade de Medicina Veterinaria,
Universidade Federal de Uberlandia, Av. Ceara s/n, Bloco 2D, sala 43, Bairro Umuarama,

Uberlandia, MG, 38402-018, Brasil. E-mail: eliane vet@yahoo.com.br

Salmonella Infantis is frequently associated with human infections worldwide
and is transmitted by consumption of contaminated foods, particularly those of animal
origin, especially the chicken meat. It was aimed to evaluate virulence characteristics,
antimicrobial resistance and the genetic similarity of 51 strains of S. Infantis isolated
from poultry origin samples. The strains were isolated from 2009 to 2010 in a company
with full cycle of broiler's production in the state of Sdo Paulo, Brazil. It was performed
the antimicrobial susceptibility test and, by PCR, we evaluated the presence of invA
(invasion), IpfA (hem-adhesion), agfA (hem-biofilm) and sefA (hem-adhesion) and
resistance genes to beta-lactams (blartem, blasuv, blactx-m and blaampc). The phylogenetic
relationship was determined by RAPD-PCR method. Among the drugs tested, the highest
percentages of resistance were to amoxicillin (35.3%) and to sulfonamide (15.7%).
Eleven antimicrobial resistance patterns were identified (A1 to A11), 27 (52.9%) were
resistant or with intermediately resistant strains to one or two drugs, there being no
isolates with multiresistant profile (> 3 antimicrobials classes). There was 100%
positivity for the invA and agfA genes, 92.2% for the IpfA gene, and no strain presented
the sefA gene, considering that 92.2% of the strains were positive to invA, agfA and IpfA
genes concurrently, and 7.8% to invA and agfA. Of the 18 (35.3%) strains resistant to
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Uberlandia (UFU), Av. Ceara s/n, Bloco 2D, Sala 43, Bairro Umuarama, Uberlandia, MG 38402-018, Brasil.
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antimicrobials of the B-lactam class, 10 (55.5%) were positive to blaampc gene, five
(27.8%) for blacrx-m, two (11.1%) to blasnv and no strain presented the blatem gene. The
phylogenetic evaluation has shown the presence of five clusters (A, B, C, D and E) with
similarity greater than 80%, and three distinct strains que ndo foram agrupadas em
nenhum dos clusters. Cluster B grouped 33 strains, all positive for invA, IpfA and agfA
genes, from both, the aviary and the slaughterhouse, persistent throughout all the study
period. This cluster also grouped 18 strains clones with genetic similarity greater than
99%, all isolated in the slaughterhouse. The presence of virulence genes associated with
persistent clones strains for a long period, warns to the S. Infantis ability to form biofilm,
and should be constantly monitored in broilers' production chain, in order to minimize

contamination of the final product and the risks to public health.

INDEX TERMS: Resistance genes, Virulence genes, RAPD-PCR, Antimicrobial Resistance,

Salmonellosis.

RESUMO - Salmonella Infantis é frequentemente associada a infeccdes humanas no
mundo todo, sendo transmitida pelo consumo de alimentos contaminados,
principalmente aqueles de origem animal, com destaque para a carne de frango.
Objetivou-se avaliar caracteristicas de viruléncia, resisténcia antimicrobiana e a
similaridade genética de 51 cepas de S. Infantis isoladas em amostras de origem avicola.
As cepas foram isoladas no periodo de 2009 a 2010 em uma empresa com ciclo
completo de producdo de frango de corte, localizada no Estado de Sdo Paulo, Brasil. Foi
realizado o teste de susceptibilidade antimicrobiana e, pela técnica de PCR, foi avaliada a
presenca dos genes invA (invasao), IpfA (fimbria-adesao), agfA (fimbria-biofilme) e sefA
(fimbria-adesao) e os genes de resisténcia aos beta-lactamicos (blatem, blasuv, blactx-m e
blaampc). A relagdo filogenética foi determinada pelo método de RAPD-PCR. Dentre as
drogas testadas, os maiores percentuais de resisténcia foram para amoxacilina com
35,3% e sulfonamida com 15,7%. Onze perfis de resisténcia aos antimicrobianos foram
identificados (A1 a A11), sendo 27 (52,9%) cepas resistentes ou com resisténcia
intermediaria a uma ou duas drogas, ndo havendo isolados com perfil de
multirresisténcia (> 3 classes de antimicrobianos). Houve 100% de positividade para os
genes invA e agfA, e 92,2% para o gene IpfA e nenhuma cepa apresentou o gene sefA,

sendo que 92,2% das cepas foram positivas para os genes invA, agfA e IpfA



66

concomitantemente, e 7,8% para invA e agfA. Das 18 (35,3%) cepas resistentes aos
antimicrobianos da classe dos [-lactamicos, 10 (55,5%) foram positivas para o gene
blaampc, cinco (27,8%) para blacrx-m, duas (11,1%) para blasuv e nenhuma cepa
apresentou o gene blatem. A avaliacdo filogenética demonstrou a presenca de cinco
clusters (A, B, C, D e E) com similaridade superior a 80%, e trés cepas distintas, que nao
foram agrupadas em nenhum dos clusters. O cluster B agrupou 33 cepas, todas positivas
para os genes invA, IpfA e agfA, provenientes tanto do aviario quanto do matadouro
frigorifico, persistentes durante todo o periodo do estudo. Este cluster ainda agrupou 18
cepas clones com similaridade genética superior a 99%, todas isoladas no matadouro
frigorifico. A presenca dos genes de viruléncia, associada a persisténcia das cepas clones
durante um longo periodo do estudo, alertam para a capacidade de S. Infantis em formar
biofilme, devendo ser constantemente monitorada na cadeia de producdo avicola,
especialmente no ambiente de abate, de modo a minimizar a contaminag¢ao do produto

final e os riscos para a saude publica.

TERMOS DE INDEXACAO: Genes de resisténcia, Genes de viruléncia, RAPD-PCR,

Resisténcia antimicrobiana, Salmonelose.

INTRODUCAO

Salmonelose é uma das mais comuns doengas de origem alimentar, considerada
uma zoonose complexa que afeta a sadde publica mundial, sendo no Brasil, a causa
primaria dos surtos em que ha identificacdo do agente etioldgico (BRASIL 2014). O trato
intestinal de uma ampla variedade de animais é reservatorio da bactéria, a qual ainda
pode sobreviver em ambientes diversos, o que explica seu alto potencial de
disseminac¢do. O frango de corte é um dos principais reservatorios deste patdgeno,
sendo alta a frequéncia de contaminacdo do produto final no matadouro frigorifico
(EFSA 2014, EFSA 2015). Assim, o consumo da carne de frango é considerado um fator
de risco para infeccao humana por Salmonella (FAO-WHO 2009).

Sao conhecidos mais de 2.600 sorotipos de Salmonella, porém, um ndmero
limitado estd associado com a maioria das doengas humanas, podendo a prevaléncia de
diferentes sorovares mudar ao longo do tempo (EFSA 2014). Desde o final da década de
70, o sorovar Infantis tem sido cada vez mais registrado em paises como Argentina,

Australia, Brasil, Holanda, Finlandia, Canadd, Hungria, Japdo, Nova Zelandia e Russia
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(Miller et al. 2010). Juntamente com S. Enteritidis e S. Typhimurium, S. Infantis vem
sendo reportado pelo envolvimento em casos humanos da doenca, e por ser o mais
frequentemente isolado tanto na ave viva quanto na carne de frango (EFSA 2015). No
Brasil, este sorovar também esta entre aqueles mais isolados em amostras oriundas de
granjas produtoras de frango de corte (Medeiros et al. 2011, Voss-Rech et al. 2015).

A utilizacdo em longo prazo de antimicrobianos na criagdo de animais exerce
pressdo de selecdo sobre as bactérias, favorecendo assim a sobrevivéncia de cepas de
Salmonella resistentes, as quais podem ser transferidas para o homem pelo consumo de
alimentos contaminados, podendo levar ao fracasso da antibioticoterapia (Lai et al.
2014). A dinamica da transmissdo da resisténcia e a evolucdo de populacbes de
bactérias resistentes sdo dificeis de elucidar e estdo associadas a transferéncia
genética dos chamados genes de resisténcia (Alekshun & Levy 2007). Varias
autoridades internacionais em saude consideram a ocorréncia de resisténcia
antimicrobiana em micro-organismos zoondticos como um dos principais problemas
emergentes de importancia para a sadde publica (Moore et al. 2006).

Os mecanismos moleculares envolvidos na patogenicidade de Salmonella sp.
também sdo complexos e, investigacdes sobre fatores de viruléncia, mostraram que
estirpes patogénicas distinguem-se daquelas ndo patogénicas pela presenca de genes
especificos de patogenicidade, os quais estdo localizados nas chamadas Ilhas de
Patogenicidade (IP) (Kaur & Jain 2012). Além disto, sabe-se que ha uma diferenciagao
genética em isolados do mesmo sorotipo, determinando variagdes para a viruléncia em
diferentes cepas (Borges et al. 2013). Estes genes propiciam ao micro-organismo a adesé&o,
invasdo, colonizacdo, sobrevivéncia e multiplicacdo nas células do hospedeiro, determinando
uma série de eventos que desencadeiam a doenga (Suzuki 1994, Vieira 2009). O gene invA
codifica a producdo de proteinas do sistema de secrecdo do tipo Ill, relacionadas com a
invasdo de Salmonella na célula do hospedeiro (Valdez et al. 2009). Ha muitos tipos de
fimbrias que mediam a adesé&o intestinal de Salmonella incluindo a fimbria polar longa (Lpf),
fimbria agregativa (Agf), cujo operon é altamente conservado entre os isolados deste
patdgeno, e a fimbria Salmonella Enteritidis (Sef), identificada apenas nos sorotipos do grupo
D (B&umler et al. 1997).

A avaliacdo da dissemina¢do de patdgenos ao longo da cadeia produtiva de
alimentos é de grande importancia para que as industrias possam atuar na prevengao e

na implanta¢do de programas mais eficazes de controle. Métodos de tipagem molecular
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de Salmonella vém sendo amplamente utilizados a fim de estabelecer a relacao
filogenética entre isolados bacterianos e fornecem importantes dados para o
entendimento da epidemiologia. Neste sentido, a técnica de Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD-PCR) se destaca por ser uma ferramenta muito utilizada para
estudos epidemioldgicos em varios paises por seu alto poder discriminatério (Turki et
al. 2014, Vazquez-Garciduenas et al. 2014).

Objetivou-se nesse estudo avaliar as caracteristicas de resisténcia e viruléncia em
cepas de S. Infantis isoladas de amostras de origem avicola, desde o ambiente de criacao
do frango de corte até o matadouro frigorifico, além de avaliar sua disseminacao dentro
da cadeia produtiva, visando estimar o perigo que estas representam para a sadde

humana.

MATERIAL E METODOS

As cepas de S. Infantis eram provenientes de um estudo prévio que monitorou
Salmonella spp. em duas unidades de uma mesma empresa, com ciclo completo de
producao do frango de corte e sistema de integracao, localizadas no Estado de Sdo Paulo
(SP) e Mato Grosso do Sul (MS), durante o periodo de 2009 a 2010. O matadouro era
fiscalizado pelo servico de inspe¢do federal e a carne de frango produzida era
comercializada em todo o territério nacional e exportada. As amostras foram colhidas
em todas as etapas do ciclo de producao, desde o ambiente de criacao das aves até o
produto final industrializado, pronto para o comércio, incluindo amostras do ambiente
de abate.

Do total de 239 cepas, 187 foram isoladas em SP e 52 em MS. S. Infantis nao foi
identificada na unidade de MS, porém, em SP, foi o sorovar mais prevalente,
representando 27,27% (51/187) dos isolados.

Dentre as 51 cepas de S. Infantis utilizadas neste estudo, 14 foram isoladas no
ambiente dos aviarios de frango de corte (amostras de propé e suabe de arrasto do
galpdao quando os frangos estavam com aproximadamente 30 dias). Trinta e sete
amostras foram provenientes do matadouro frigorifico e colhidas nos pontos exigidos
pelo Programa de Reducdo de Patogenos - PRP (BRASIL 2003) e, adicionalmente, outros
pontos que apresentavam maior frequéncia de isolamento de Salmonela na rotina das

indudstrias estudadas, incluindo amostras de cortes carneos (21), carcacga inteira (3),
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miudo (1), carne mecanicamente separada (CMS) (10), 4gua de escaldagem (1) e dgua
dos tanques de pré-resfriamento (chiller) (1).

A tipificacdo antigénica foi realizada pela Fundagdo Instituto Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) no Estado do Rio de Janeiro.

A susceptibilidade das cepas aos antimicrobianos foi avaliada pela técnica de
disco difusao, utilizando protocolo recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI 2013). O critério de escolha dos antimicrobianos baseou-se na utilizagao
dessas drogas na medicina veterinaria e humana e ocorréncia de resisténcia em ambas
as areas. Os antimicrobianos e as concentragdes em microgramas testados foram:
amoxacilina (10pg) (B-lactamico/penicilina), norfloxacino (10pg) (fluorquinolona),
neomicina (30pg) (aminoglicosideo), gentamicina (10ug) (aminoglicosideo),
trimetropim (5pg) (pirimidinicos), ceftazidima (30ug) (B-lactamico/cefalosporina),
cloranfenicol (30ug) (fenicol), imipenem (10pg) (B-lactdmico/carbapenem), tetraciclina
(30pg) (tetraciciclina), sulfonamida (300pug) (sulfonamida) (LABORCLIN®). As zonas de
inibicdo foram medidas e classificadas como sensivel, sensibilidade intermediaria e
resistente de acordo com recomenda¢des do CLSI (2013). Isolados de Salmonella
resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos foram definidos como
multirresistentes (BRASIL 2008). A cepa Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada como
cepa controle da qualidade dos testes de sensibilidade.

Foram pesquisados quatro genes de viruléncia em S. Infantis, relacionados com as
fases de adesdo, invasdo e consequente lesdo em células intestinais (Quadro 1).

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada utilizando o kit comercial DNA
Purification Kit (Promega®) de acordo com as instru¢des do fabricante. A quantificacdo
do DNA foi feita em espectrofotometro (Femto 750®) com comprimento de onda de 260
nm.

Para a realizagdo das analises de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
pesquisa dos genes de viruléncia foi utilizado como controle positivo a cepa de S.
Enteritidis ATCC 13076. As reacdes de PCR foram realizadas a partir de um volume final
de 25uL contendo 1pL de DNA da amostra, 2,5 pL de tampao 10X, 0,75 pL de 50 mM
MgCl2, 1,25 pL de 10 pmol/pL da sequéncia forward e reverse de cada primer
(Invitrogen®), 0,25 pL de 20 mM do mix de dNTPs (Invitrogen®), 0,25 uL de Taq
(5U/uL) (Invitrogen®) e 17,75 pL de H20 ultrapura. As amostras foram submetidas aos

seguintes ciclos de amplificacdo: desnaturadas inicialmente a 94°C por 5 minutos,
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amplificadas em 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 58°C
por 30 segundos (invA); 50°C por 30 segundos (sefA e IpfA), 66°C por 30 segundos
(agfA); extensao a 72°C por 90 segundos, com extensao final a 72°C por 10 minutos.

As cepas que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos do grupo dos -
lactamicos também foram avaliadas quanto a presenca de genes de resisténcia descritos
no Quadro 2. Para a realizagdo das analises de PCR foi utilizado como controle positivo
uma cepa de campo de Klebsiella pneumoniae, previamente testada para a presenga dos
quatro genes estudados, fornecida pelo Laboratério de Microbiologia Molecular da
Universidade Federal de Uberlandia. O preparo do mix para as reacdes de PCR foi o
mesmo descrito para os genes de viruléncia.

As condi¢oes de amplificagdo foram as seguintes: desnaturacgdo inicial a 94°C por
5 minutos, 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 50°C por 45
segundos (blatem), 56°C por 45 segundos (blasuv), 58°C por 1 minuto (blactx-m) e 54°C
por 1 minuto (blaampc), extensdo a 72°C por 90 segundos, seguido de uma extensao final
de 72°C por 10 minutos.

Os isolados foram submetidos a andlise génica por RAPD-PCR utilizando o
protocolo descrito por Oliveira et al. (2007). Como controle positivo foi utilizado a cepa
ATCC 13076 de S. Enteritidis.

As reacoes de RAPD-PCR foram realizadas com dois iniciadores, individualmente,
os quais foram descritos por Lin et al. (1996): 23L (5' - CCGAAGCTGC - 3') e P1254 (5' -
CCGCAGCCAA - 3").

A técnica de RAPD-PCR foi realizada a partir de um volume final de 25uL
contendo 1uL. de DNA da amostra a 50 ng/uL, 2,5 pL de tampao 10X, 0,75 pL de 50 mM
MgClz, 0,25 pL de 20 mM do mix de dNTPs (Invitrogen®), 0,25 uL de Taq (5U/uL)
(Invitrogen®) e 17,75 pL de H20 ultrapura. A concentrac¢do dos primers foi de 50 pmol
para P1254 e 30 pmol para 23L (Invitrogen®). A reacao PCR foi conduzida dentro das
seguintes condi¢des: um ciclo de 942C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 1
minuto, 352C por 1 minuto, 72°C por 2 minuto, e extensao final a 722 C por 5 minutos.

Todas as reacdes de PCR foram realizadas no termociclador (Eppendorf®) e os
produtos amplificados separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% por 120
minutos. O gel foi corado com Syber Safe (Invitrogen®) e visualizado em transluminador

UV (Loccus Biotecnologia®).
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Os resultados obtidos foram tabulados e submetidos a andlise por meio da
estatistica descritiva, com calculo das porcentagens de resisténcia antimicrobiana e de
presenca de genes de viruléncia. Para a analise de similaridade genética entre as cepas
utilizou-se analise computacional pelo Programa GelCompar II (Comparative Analysis of
Electrophoresis Paattems), versao 1.5, Applied Maths Korthrijk, Belgium. Os perfis de
bandas obtidos no gel captados pelo programa foram considerados na analise e a matriz
de similaridade foi obtida por comparacao entre pares de cepas usando o coeficiente de
similaridade de Dice, adotando-se 1% de tolerancia para cada primer separadamente. A
analise final foi baseada na média de experimentos (average from experiments). Para a
andlise de todas as cepas estudadas, foi utilizado o método UPGMA (Unweighted Pair
Group Method With Arighmetic Mean) para construcao do dendograma, em que o0s
isolados foram agrupados em clusters quando apresentaram homologia superior a 80%
ou em gendtipos distintos quando inferior a 80%. As cepas foram comparadas
considerando local de isolamento, data de coleta, perfil de resisténcia antimicrobiana e
presenca dos genes de viruléncia e resisténcia aos [3-lactamicos. Grupos com homologia

superior a 99% foram classificados como clones.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 estdo apresentados os resultados dos percentuais de resisténcia para
os antimicrobianos testados nas 51 cepas de S. Infantis, sendo estes percentuais
referentes ao somatdrio dos isolados classificados como resistente e intermediario pelo
teste de disco difusdo. Os maiores indices de resisténcia foram para amoxacilina (classe
dos [-lactamicos/penicilina), com 35,3% (18/51), e para sulfonamida (classe das
sulfonamidas), com 15,7% (8/51). Percentuais menores de resisténcia foram
encontrados para tetraciclina (9,8% - 5/51) (classe das tetraciciclinas) e ceftazidima
(59% - 3/51) (classe dos B-lactamico/cefalosporina de 32 gerac¢do). Todos estes
antimicrobianos sdo pertencentes as classes de uso veterinario exclusivo em
terapéutica, sendo vedada a sua utilizagdo como aditivos zootécnicos melhoradores de
desempenho ou como conservantes de alimentos para animais, de acordo com a
Instrucao Normativa n°® 26 (BRASIL 2009). Todos os isolados foram sensiveis ao
norfloxacino, neomicina, gentamicina, trimetoprim, cloranfenicol e imipenem.

Elevados niveis de resisténcia as penicilinas também foram observado por

Medeiros et al. (2011), em um estudo com Salmonella isolada de carcagas congeladas no
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Brasil, em que encontraram 44,8% das cepas resistentes a ampicilina. O alto nimero de
cepas resistentes as penicilinas, amoxacilina e ampicilina, alerta para um grande
problema de saude publica, visto que estas drogas sdo consideradas de primeira escolha
para tratamento de doencas na medicina humana (WHO 2011). O grave problema de
saude publica se deve ao fato da possivel transferéncia de cepas resistentes para o
homem, via alimento contaminado, principalmente aqueles de origem avicola, o que
poderia levar a ineficacia da terapia pelo uso destas drogas.

Menor percentual de resisténcia a sulfonamida, ao encontrado neste estudo, foi
identificado por Rowlands et al. (2014), ao avaliarem cepas de Salmonella spp. isoladas
de alimentos no Brasil, em que encontraram 2,1% de cepas resistentes a esta droga. Este
resultado ndo era esperado, visto que estudos anteriores realizados no Brasil, relataram
uma alta frequéncia de resisténcia a este antimicrobiano em Salmonella (Bessa et al.
2007, Ghilardi et al. 2006, Medeiros et al. 2011).

No Brasil, as tetraciclinas sao proibidas como aditivos na alimentagdo animal
desde 1998, porém, ainda sdo utilizadas terapeuticamente e, portanto, podem exercer
uma pressao seletiva sobre os micro-organismos (BRASIL 2009, Voss-Rech et al. 2015).
Embora os niveis de resisténcia para tetraciclina, ceftazidima e sulfonamida ndo sejam
considerados alarmantes, é criterioso avaliar constantemente a susceptibilidade dos
isolados frente a essas drogas, e assim verificar as caracteristicas de resisténcia de
Salmonella, para inferir se as drogas administradas nas aves estao sendo devidamente
utilizadas na produg¢do animal. A administracao cuidadosa de agentes antimicrobianos e
a vigilancia continua sdo iniciativas importantes que ajudam a definir o melhor
tratamento e inibem ou dificultam a selecdo e propagacao de cepas resistentes entre os
lotes (Voss-Rech et al. 2015).

Um estudo desenvolvido por Asgharpour et al. (2014), com cepas de S. Infantis
isoladas de frango de corte no Ird, encontrou niveis de resisténcia mais elevados aos
encontrados neste estudo, com 70% para amoxacilina, 66% para trimetoprima-
sulfametoxazol, 100% para tetraciclina, 28% para ceftazidima e 64% ao cloranfenicol.
De acordo com Lai et al. (2014), o aumento da resisténcia a sulfonamida e tetraciclina se
deve, provavelmente, a utilizacdo destes antimicrobianos na alimenta¢do animal, em
niveis sub-terapéuticos ou terapéuticos, para prevenir doengas ou para promover o

crescimento do animal.
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A emergéncia de bactérias resistentes as classes de antimicrobianos das
cefalosporinas e fluoroquinolonas é preocupante, pelo fato de ambas serem utilizadas
para tratar infeccdes humanas graves, podendo a resisténcia a estas drogas causar sérias
complicacdes no tratamento (Hur et al. 2012, Kilonzo-Nthenge et al. 2013, Lai et al.
2014). Resultados positivos foram encontrados no presente estudo, sendo que apenas
5,9% das cepas apresentaram resisténcia a ceftazidima, uma cefalosporina de terceira
geracdo, enquanto que todas as estirpes de Salmonella foram sensiveis a norfloxacina,
uma fluoroquinolona.

Onze perfis de resisténcia aos antimicrobianos foram identificados (A1 a A11),
sendo 27 (53%) cepas resistentes ou com resisténcia intermediaria a uma ou duas
drogas, ndo havendo isolados com perfil de multirresisténcia (> 3 classes de
antimicrobianos) (Quadro 3). Os perfis mais frequentes foram A1l (47%), com cepas
sensiveis a todos antimicrobianos testados, e A2 (19,6%), apresentando cepas com
resisténcia intermedidria a amoxacilina. Voss-Rech et al. (2015), em um estudo com
cepas de Salmonella sp. isoladas de frango de corte no Brasil, também ndo encontraram
perfis de multirresisténcia para S. Infantis, o qual foi o segundo sorovar mais isolado no
estudo, com 14,63%. Em outro estudo realizado em diferentes cidades brasileiras, S.
Infantis também foi o segundo sorovar mais isolado em carcacas de frango com 7,6%,
sendo que destes, 57,8% foram resistentes a um ou dois antimicrobianos, enquanto
42,1% exibiram perfis de multirresisténcia, com maior indice de resisténcia para
sulfonamida com 94,7% (Medeiros et al. 2011). Por outro lado, um estudo desenvolvido
por Thai et al. (2012) no Vietna do Norte, encontrou que 78,2% das cepas de S. Infantis
isoladas tanto da carne de frango quanto carne suina, apresentaram resisténcia de
quatro até 13 antimicrobianos, demonstrando a prevaléncia da caracteristica de
multirresisténcia para este sorovar neste pais.

A ocorréncia de cepas de carater multirresistente pode estar associada, além da
utilizacdo inadequada de antimicrobianos na avicultura industrial, a disseminac¢do de
genes de resisténcia aos antimicrobianos. O PREBAF, programa de monitoramento da
prevaléncia e do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos em Salmonella spp
isoladas de carcacas de frango congeladas comercializadas no Brasil, enfatiza a
importancia de caracterizar os clones multirresistentes quanto a sua capacidade de

albergar e disseminar genes de resisténcia a antimicrobianos (BRASIL 2008).
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A B-lactamase de espectro estendido é uma enzima que permite que as bactérias
se tornem resistentes a uma grande variedade de penicilinas e cefalosporinas, sendo que
as bactérias que contém esta enzima sdo resistentes aos [3-lactimicos penicilinas,
cefalosporinas de 32 e 42 geracdo e monobactdmicos, permanecendo sensiveis aos
carbapenémicos, cefamicinas (cefalosporinas de 22 geracdo) e inibidores de (-
lactamases. Nos EUA estima-se que aproximadamente 26.000 infec¢des ocorram
anualmente em decorréncia de bactérias produtoras de ESBLs, resultando em cerca de
1.700 mortes, gerando grandes despesas hospitalares no pais (CDC 2014).

Entre os genes de resisténcia que codificam ESBL estao blaampc, blacrx-m, blatem e
blasuv, os quais tém sido detectados em Salmonella isoladas de produtos de origem
animal em varios paises (Rodriguez et al. 2009; Tamang et al. 2011). De 18 (35,3%)
cepas resistentes aos antimicrobianos da classe dos [-lactdmicos (amoxacilina e
ceftazidima), 11 (61,1%) albergavam um ou mais genes de resisténcia avaliados, sendo
que 10 (55,5%) foram positivas para o gene blaampc, cinco (27,8%) para blacrx-m, duas
(11,1%) para blasnv e nenhuma cepa apresentou o gene blatem. Duas cepas apresentaram
os genes blaampc e blacrx-m, e outras duas os genes blaampc, blactx-m e blasuy,
concomitantemente (Quadro 4).

Todas as 10 cepas que albergavam o gene blaampc apresentaram resisténcia ou
sensibilidade intermediaria a amoxacilina. A presenca do gene AmpC em S. Infantis
isolada de carne de frango é preocupacao para os 6rgaos de saude publica japonesa por
este sorovar ser uma das principais causas de salmonelose humana, e pela carne de
frango ser a principal fonte de infec¢do humana no pais (Aviv et al. 2014; Noda et al.
2015).

Embora fenotipicamente tenham apresentado resisténcia aos antimicrobianos do
grupo dos B-lactamicos, sete cepas ndo apresentaram a presen¢a de nenhum dos genes
avaliados (Quadro 4). Este resultado indica que a resisténcia pode estar associada a
presenca de outras -lactamases, cujos genes ndo foram avaliados neste estudo, e/ou a
outros mecanismos de resisténcia a estes antimicrobianos, tais como: bombas de efluxo,
perda na expressdo de porina, alteracdes nas proteinas de ligacdo a penicilina (PLPs),
presenca de multiplas, ou mesmo de novas [3-lactamases (Babic et al. 2006, Nikaido et al.
2008, Jacoby 2009).

Verificou-se que 100% das cepas foram positivas para os genes invA e agfA, e

92,2% (47/51) para o gene IpfA e nenhuma cepa apresentou o gene sefA. A presenca do
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gene invA em todas as cepas era esperada e este resultado concorda com Rowlands et al.
(2014), que estudaram fatores de viruléncia em Salmonella sp. isoladas de alimentos
associados ou nao a surtos de salmonelose no Brasil, e também encontraram 100% de
positividade para este gene. A presenca desse gene é fundamental na expressdo da
capacidade de invasao dos tecidos do hospedeiro pelo micro-organismo (Amini et al.
2010).

A presenca do gene agfA em todas as cepas estudadas demonstra a sua
capacidade de adesdo durante o processo de infeccdo, além de estar associado com a
formacao de biofilme (Yoo et al. 2013). A deteccao deste gene em isolados de cortes
carneos, carcacas, agua de chiller e de escaldagem, sugere que sua permanéncia durante
0 processamento possa ocorrer devido a producio de biofilme e, provavelmente, ha um
risco maior de contaminacdo do produto final nos matadouros frigorificos.

A auséncia do gene sefA é condizente com a literatura, uma vez que a fimbria SefA
ndo estd presente em todos os sorovares, sendo restrita ao grupo D da Salmonella, nos
sorotipos Enteritidis, Dublin, Moscow e Blegdon (Amini et al. 2010). Porém, devido a
possibilidade de recombinacdo génica, sua presenca deve ser investigada em outros
sorovares de Salmonella, e por isso sua presenca foi avaliada em S. Infantis.

A maioria dos isolados de S. Infantis (92,2% - 47/51) apresentaram semelhancas
no potencial de viruléncia, pois foram positivos simultaneamente para trés genes
estudados, invA, agfA e IpfA, enquanto 7,8% (4/51) apresentaram apenas invA e agfA.
Isto indica que somado a capacidade de invasdo, estas cepas também podem ser
eficientes no processo de adesao e na formacao de biofilmes, o que estd associado a
presenca dos genes agfA e IpfA. A presencga de fimbrias, mediada por estes genes, é de
extrema importancia no processo de infecgdo. E possivel que haja efeitos aditivos das
adesinas Lpf e Agf na colonizagdo do intestino e expressao de viruléncia no hospedeiro,
que indicam potencial risco ap6s infeccao. Esses achados foram semelhantes a outros
dados obtidos em trabalhos anteriores que estudaram diferentes sorotipos de
Salmonella (Borsoi et al. 2009, Cesco 2010, Borges et al. 2013).

As caracteristicas de resisténcia e viruléncia em S. Infantis mostram que esse
sorovar pode ser considerado como potencialmente patogénico e que genes
relacionados a estas caracteristicas devem ser constantemente monitorados para
compreender e acompanhar o processo de adaptacao destas cepas ao longo do processo

produtivo do frango de corte e, consequentemente, no hospedeiro humano. Estas cepas
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podem adquirir e perder genes de viruléncia ao longo do tempo, determinando assim a
disseminacdo de diferentes perfis genéticos (Moussa et al. 2013; Suez et al. 2013).

A andlise de similaridade genética de S. Infantis demonstrou elevada proximidade
entre as cepas (Fig. 2), indicando que, provavelmente, ha fontes comuns de contaminacao.

Foram identificados cinco clusters e trés isolados que apresentaram perfil distinto,
que nao puderam ser agrupados com as demais cepas devido a proximidade genética ser
inferior a 80%.

O cluster A agrupou sete cepas com homologia de 80,4%, todas oriundas do aviario,
de amostras de suabe ambiental Esse perfil esteve presente por um periodo de cinco
meses no ambiente do avidrio. A identificagio comum dos genes invA, IpfA e agfA mostra
que possuem potencial para se fixar em superficies e produzir biofilmes no ambiente do
aviario, possibilitando sua manutenc¢do no local por longos periodos. A identificagdo dos
trés genes de resisténcia estudados (SHV, CTX-M e AmpC) indica o risco da disseminacdo
horizontal de genes de resisténcia entre as cepas que podem assim apresentar perfis
multirresisténcia. Ha, portanto, a necessidade de estabelecimento de medidas de
higienizacdo e biosseguridade mais eficientes e rigorosas para garantir o controle desse
agente no ambiente do avidrio. De acordo com Moura et al. (2014) a negligéncia as
normas de biosseguridade dentro da inddstria é um fator decisivo para a manutenc¢do do
micro-organismo no ambiente.

O cluster que agrupou o maior ntimero de isolados foi o B, composto por 33 cepas
com homologia de 83,7% e, portanto, considerado o principal problema desta industria.
Esse perfil foi isolado de suabe ambiental do aviario e das matrizes carneas no matadouro
frigorifico. Esse genotipo foi identificado ao longo dos dois anos de coleta das amostras
(2009 e 2010). O longo periodo de permanéncia sugere que houve infeccio em lotes
sucessivos de animais, associada a manuten¢ao do micro-organismo no ambiente do
aviario, e consequente contaminac¢ao do produto no matadouro frigorifico, o que indica
que a contaminagao cruzada parece ser importante na disseminac¢do desse genotipo ao
longo da cadeia de produgdo. A presenca desse perfil em amostras de suabes e propés do
aviario, altm das aguas de escaldagem e de chiller, sugere a negligéncia as normas de
biosseguridade na unidade de producdo, que contribuiram para a contaminac¢do das
amostras de carcagas e cortes carneos.

Alguns autores afirmam que ha influéncia do ambiente na contaminagdo do

produto final (Von Ruckert et al 2009, Colla et al. 2012). A agua de chiller e a agua de
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escaldagem sdo consideradas fatores importantes na disseminacdo de Salmonella no
matadouro frigorifico, ja que um grande niimero de carcagas passam no mesmo tanque de
agua, o que aumenta as chances de contaminagdo cruzada (Mead et al 2000).

Os genes invA, IpfA e agfA também foram comuns no grupo B, e demonstram a
viruléncia e a capacidade de produzir biofilmes pelas cepas, dificultando sua eliminagdo
dentro da industria.

Foram identificados seis sub-grupos clonais (>99% de similaridade) no cluster B
(B1 a B6) composto por 18 cepas. O sub-grupo B1 possui cepas isoladas de coxa de
frango, cartilagem e propé do aviario. Em B2 as cepas sdo todas de recorte de peito. O
perfil B3 foi detectado em carcacas e pescogo. B4 contém cepas isoladas de agua de chiller,
de 4gua de escaldagem e de cartilagem. Em B5 foram agrupadas cepas proveniente de coxa
e peito de frango. Por fim, B6 é composto por cepas isoladas de CMS. De acordo com Chu
et al (2009) a deteccdao de clones em diferentes amostras demonstra a propagacao de
Salmonella na cadeia produtiva e o risco de transmissao ao homem.

O perfil C apresentou similaridade de 94,1%, composto por quatro cepas, todas de
amostras de peito e pele de frango do matadouro frigorifico. Trés dessas cepas foram
isoladas no mesmo periodo (agosto de 2009), indicando que sua permanéncia foi
temporaria e que ha possibilidade de maior facilidade no seu controle. Além disso, a
presenca somente dos genes invA e agfA nesse perfil, pode justificar o menor periodo de
permanéncia, diferente do encontrado nos demais clusters. Esse fato, nao elimina o
potencial de formacgdo de biofilme das cepas, porém, a auséncia do gene IpfA pode ser o
fator determinante para sua menor capacidade de persistir no ambiente. O gene IpfA esta
envolvido no processo de adesdo as superficies e as células epiteliais que caracteriza uma
etapa essencial e anterior ao processo de formacgao de biofilmes (Gibson et al. 2007).

Devido a somente duas cepas formarem os clusters D e E, ndo foi possivel realizar

uma analise mais aprofundada dos dados encontrados.

CONCLUSOES
Este estudo revelou a auséncia de perfis de multirresisténcia entre as cepas de S.
Infantis, sendo encontrado um maior percentual de resisténcia para a amoxacilina. Este
resultado alerta para uma condi¢do de risco, tendo em vista que esta droga pertence a
classe dos B-lactdmicos subclasse das penicilinas, a qual é usualmente empregada em

medicina humana e veterinaria, podendo ter implicacdes no tratamento de quadros
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clinicos graves ocasionados por Salmonella. Para os demais antimicrobianos testados
houve uma alta ou total sensibilidade das cepas, supondo assim uma adequada
utilizacao dessas drogas na produgdo avicola.

A elevada positividade para os genes de viruléncia, associada a presenga de genes
de resisténcia aos (-lactamicos em alguns isolados, demonstram o potencial patogénico
de S. Infantis, pela possibilidade em causar doenga clinica em humanos e pelas
complicacdes que podem acarretar no tratamento dos casos graves de salmonelose.

A avaliacdo filogenética demonstrou que cepas provenientes do aviario eram
bastante proximas geneticamente daquelas isoladas no matadouro frigorifico, e que
persistiram durante todo o periodo do estudo. A presenca dos genes IpfA e agfA,
associado a persisténcia de cepas no ambiente, alertam para o potencial de S. Infantis em
formar biofilme, devendo ser constantemente monitorada na cadeia de produgao
avicola, especialmente no ambiente de abate, de modo a minimizar a contaminag¢do do

produto final e os perigos para a sadde publica.
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Legendas das Figuras

Fig. 1: Frequéncia (%) de resisténcia antimicrobiana em Salmonella Infantis isoladas em
uma cadeia de producdo avicola localizada no Estado de Sdo Paulo, Brasil. AMO:
amoxacilina (10ug); SUL: sulfonamida (300pg); TET: tetraciclina (30pg); CAZ:
ceftazidima (30pg); NOR: norfloxacino (10pg); NEO: neomicina (30pg); GEN:
gentamicina (10pg); TRI: trimetoprima (5pg); CLO: cloranfenicol (30pg); IMP:
imipenem (10pg).

Fig. 2: Dendrograma comparativo de S. Infantis utilizando coeficiente de similaridade de
Dice com tolerdncia de 1% e método UPGMA com otimizac¢do de 0,80%. Perfis A ao E -
diferentes clusters, com homologia superior a 80%. Perfis B1 ao Bs - grupos clonais,
com homologia superior a 99%.
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Os Quadros

Quadro 1. Genes de viruléncia, sequéncia dos primers e tamanho de amplicom (pb).

GENE PRIMERS PESO MOLECULAR REFERENCIA

ap ESOTCCOGMCEANGE. oo
agfA Eigggﬁgﬁéggggﬁggﬁggg%gg: 350 pb Collinson et al. (1993)
IpfA ESS((:J'ZETF((:}(}F(EFTA(X:CTAG(}IXZTCT CGAGGTTg3 250 pb Heuzenroeder et al. (2000)

pb: pares de bases

Quadro 2. Genes de resisténcia, sequéncia dos primers e e tamanho de amplicom (pb).

GENE PRIMERS PESO MOLECULAR REFERENCIA

F: 5’CAGCGGTAAGATCCTTGAGA3’
R: 5’ACTCCCCGTCGTGTAGATAA3’
F: 5GGCCGCGTAGGCATGATAGA3’
blasty R: 5’CCCGGCGATTTGCTGATTTC3’ 714 pb Chen etal. (2004)
F: 5’ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC3’

R: 5 TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG3’
F: 5’CCCCGCTTATAGAGCAACAA3’

R: 5’'TCAATGGTCGACTTCACACC3’

blatem 643 pb Chen et al. (2004)

blacrx-m 593 pb Monstein et al., (2007)

blampc 634 pb Shahid (2010)

pb: pares de bases

Quadro 3. Perfis de resisténcia de 51 cepas de S. Infantis isoladas em uma cadeia de
produgdo avicola localizada no Estado de Sao Paulo, Brasil.

PERFIS RESISTENCIA ANTIMICROBIANA* NUMERO DE CLASSES! NUMERO DE CEPAS (%)

Al AMO 1 4(7,8)
A2 (AMO) 1 10 (19,6)
A3 SUL 1 2(39)
A4 (SUL) 1 2(39)
A5 TET 1 1(2,0)
A6 (TET) 1 1(2,0)
A7 AMO CAZ 2 2(39)
A8 AMO (CAZ) 2 1(2,0)
A9 (AMO) SUL 2 1(2,0)
A10 TET SUL 2 3(59)
All Multi sensiveis - 24 (47,0)
TOTAL 51 (100,0)

* Perfis entre parénteses: cepas com resisténcia intermediaria aos antimicrobianos. AMO: amoxacilina;
CAZ: ceftazidima; TET: tetraciclina; SUL: sulfonamida.
INumero de classes de antimicrobianos aos quais os isolados apresentaram resisténcia.
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Quadro 4. Relacao dos perfis de resisténcia e ocorréncia dos genes de resisténcia em 18
cepas de S. Infantis resistentes aos antimicrobianos da classe dos (3-lactamicos, isoladas
em uma cadeia de producdo avicola localizada no Estado de Sao Paulo, Brasil.

PERFIS DE RESISTENCIA* GENES DE RESISTENCIA NUMERO DE CEPAS (%)

AMO blaampc 2(11,1)

AMO blaampc blacrx-m blasuv 2(11,1)

(AMO) blaampc 4(22,2)

(AMO) blaampc blacrx-m 2(11,1)

(AMO) - 5(27,7)

AMO CAZ blacrx-m 1(5,6)

AMO CAZ - 1(5,6)

AMO (CAZ) - 1(5,6)

TOTAL 18 (100,0)

* Perfis entre parénteses: cepas com resisténcia intermediaria aos antimicrobianos. AMO: amoxacilina;
CAZ: ceftazidima.
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Salmonella EM CARCACAS DE FRANGO NO BRASIL

Diversidade, viruléncia e resisténcia antimicrobiana de Salmonella Enteritidis e S.

Typhimurium isoladas de carcacas de frango no Brasil

E. P. Mendonga®#, R. T. Melot, G. P. Monteiro?, B. B. Fonseca! and D. A. Rossi!

RESUMO

Avaliou-se 111 cepas de S. Enteritidis, 45 S. Typhimurium e 31 S. Typhimurium variante
monofasica 14,[5],12:i:-, isoladas de carcacas de frango no Brasil, provenientes do Programa
de Reducdo de Patdgenos, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Estudou-
se os perfis de resisténcia a 18 antimicrobianos, genes de viruléncia (invA, agfA, IpfA, sefA) e
resisténcia (blatem, blaskv, blactx-m, blaampc, qnrA, gnrS), e a similaridade entre as cepas por
ribotipagem. S. Enteritidis foi mais resistente a espectinomicina (96,4%), acido nalidixico
(93,7%) e ciprofloxacina (89,2%). Uma cepa (2,8%), resistente a seis classes de
antimicrobianos, apresentou o gene blaampc. Em S. Typhimurium, incluindo a variante
monofésica, o maior percentual foi para espectinomicina com 956% e 100%,
respectivamente. Dentre as cepas de S. Typhimurium resistentes aos p-lactamicos, 55%
apresentaram o gene blaampc, 35% blartem € 25% blacTx-m, enquanto na variante 14,[5],12:i:-,
46,7% foram positivas para blatem e 6,7% para blactx-m. Foram identificados 18 perfis de
multirresisténcia em S. Enteritidis agrupando 32,4% das cepas, 20 em S. Typhimurium com
46,7% e 10 em S. Typhimurium 14,[5],12:i:- com 32,3%. Nenhuma cepa apresentou 0s genes
blashv, gnrA e gnrS. Observou-se associacdo entre a resisténcia aos B-lactamicos e as
quinolonas e aos aminoglicosideos. Quanto aos genes de viruléncia, em S. Enteritidis houve
predominio do perfil P1 (92,8%), positivo para invA, sefA, agfA, IpfA. Em S. Typhimurium e
variante 14,[5],12:i:-, o perfil P2 (invA, agfA e IpfA) foi o mais prevalente com 93,3% e
96,8% respectivamente. S. Enteritidis apresentou 15 ribogrupos, sendo Rlse predominante
(48,6%) e amplamente distribuido pelo pais, presente em todas regides brasileiras. Em S.
Typhimurium foram descritos 17 ribogrupos, sendo R1st (31,1%) o mais prevalente. Em S.

Typhimurium 14,[5],12:i:- foram descritos seis ribogrupos, com maior frequéncia de Rlstvm

3 Laboratorio de Biotecnologia Animal Aplicada, Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

4 Corresponding author. Eliane Pereira Mendonca. Mailing address: Laboratério de Biotecnologia Animal
Aplicada, Universidade Federal de Uberlandia. R. Ceard, s/n, Bloco 2D, Sala 43, Umuarama, Uberlandia, MG,
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com 54,8%. Revelou-se alta resisténcia e viruléncia em S. Enteritidis e S. Typhimurium, e a
ribotipagem demonstrou a existéncia de ribogrupos amplamente distribuidos no pais,
confirmando a endemicidade de determinados fenotipos e gendtipos, e o perigo que

representam para satde publica.

Palavras-chave: Antimicrobiano. Gene de resisténcia. Gene de viruléncia. Salmonelose.

Ribotipagem automatizada.

INTRODUCAO

Salmonella é o principal agente causador de gastroenterite de origem alimentar,
representando um grande problema de saude publica mundial (BRASIL, 2014; CDC, 2014;
EFSA, 2015). Dentre os inUmeros sorovares, S. Enteritidis e S. Typhimurium estdo entre 0s
mais comumente identificados, tanto pelo envolvimento em casos humanos de doencas
alimentares, como também por serem frequentemente isolados desde a ave viva até a carne de
frango (EFSA, 2015). Apesar da implantacdo de inimeras medidas de monitoria e controle na
producdo de frangos de corte, sua carne ainda é um importante veiculo de infec¢bes humanas
por Salmonella.

A preocupagdo com este patdgeno vem aumentando devido ao surgimento e
disseminacéo de cepas resistentes aos antimicrobianos e potencialmente patogénicas. O uso
de antimicrobianos em animais destinados a producdo de alimentos tem contribuido para a
selecdo de cepas resistentes que podem ser transferidas ao homem via cadeia alimentar
(EFSA, 2008; Lai et al., 2014). De acordo com Alekshun e Levy (2007) a dindmica da
transmissdo da resisténcia aos antimicrobianos e a evolugdo de populagbes de bactérias
resistentes esta associada ainda a transferéncia genética de genes de resisténcia.

A capacidade de Salmonella causar doenca pode ser atribuida a uma série de genes de
viruléncia localizados no cromossomo ou em plasmideos (Fluit, 2005). A regido do DNA
bacteriano responsavel por codificar estes genes é designada de ilha de patogenicidade em
Salmonella (IPS), e sua presenga no genoma permite distinguir bactérias patogénicas daquelas
ndo patogénicas, que sdo estreitamente relacionadas (Gal-Mor and Finlay, 2006; Suez et al.,
2013). Estes genes propiciam ao micro-organismo a invaséo e colonizagdo das células do
hospedeiro, determinando uma série de eventos que desencadeiam a doenga (Vieira, 2009). O
gene invA codifica a producéo de proteinas do sistema de secrecdo do tipo Ill, relacionadas
com a invasdo de Salmonella na célula do hospedeiro (Valdez et al., 2009). H& muitos tipos

de fimbrias que mediam a adeséo intestinal de Salmonella incluindo a fimbria polar longa
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(Lpf), fimbria agregativa (Agf), cujo operon é altamente conservado entre os isolados deste
patdgeno, e a fimbria Salmonella Enteritidis (Sef), identificada apenas nos sorotipos do grupo
D (Baumler et al., 1997).

O controle da disseminacdo da salmonelose constitui em um desafio para o0s
epidemiologistas, sendo o emprego de técnicas moleculares imprescindivel, por permitir a
deteccdo da fonte de infeccdo. Dentre estas técnicas, destaca-se a ribotipagem, um método
baseado na analise de restricdo do DNA, que discrimina estirpes de Salmonella envolvidas em
casos de infecgdo e fornece informacdes sobre a relacdo genética entre os sorotipos, sendo por
isso, utilizada para estudos de investigacdo epidemioldgica (Fernandes et al., 2003; Martins et
al., 2006).

Objetivou-se caracterizar em S. Enteritidis e S. Typhimurium isoladas de carcacas de
frango de corte brasileiros: os fenotipos de resisténcia antimicrobiana, a presenca dos genes
blatem, blasHv, blactx-m € blaampc associados a resisténcia aos B-lactamicos, os genes gnrA e
gnrS relacionados a resisténcia as quinolonas e fluoroquinolonas, o potencial de viruléncia
pela deteccdo dos genes invA, agfA, sefA e IpfA, os padrbes de distribuicdo destes genes, e a

relacdo filogenética pelo uso da ribotipagem automatizada.

MATERIAL E METODOS
Isolados bacterianos e analises

Foram utilizadas 111 cepas de S. Enteritidis, 45 de S. Typhimurium e 31 de S.
Typhimurium variante monofasica | 4,[5],12:i:-, isoladas de carcacas de frango de corte em
diferentes matadouros brasileiros fiscalizados pelo servigo de inspecdo federal, durante o
periodo de 2009 a 2011. Os espécimes eram provenientes do Programa de Reducdo de
Patdgenos (PRP), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), e foram
previamente identificados e ribotipados pelo Laboratério Nacional de Agricultura de
Campinas, SP (LANAGRO-SP).

As cepas foram enviadas para o Laboratorio de Biotecnologia Animal Aplicada da
Universidade Federal de Uberlandia (LABIO-UFU), devidamente identificadas quanto a
matriz alimentar, data, local de isolamento e o ribogrupo, onde foram realizadas as seguintes
analises: resisténcia aos antimicrobianos pelo teste de disco difusdo, avaliacdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM) para os antimicrobianos ciprofloxacina
(fluoroquinolona) e ceftazidima (B-lactamicos), pesquisa dos genes de viruléncia e de

resisténcia aos f-lactamicos e fluoroquinolonas.
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A ribotipagem automatizada foi realizada pelo sistema de caracterizagdo microbiana
Riboprinter® (Qualicon, Wilmington, DE), de acordo com as instru¢cbes do fabricante,
utilizando para a digestdo a enzima Pvull Os isolados que apresentaram coeficientes de
similaridade iguais ou maiores que 0,93 (93%) foram classificados como do mesmo
ribogrupo. Aqueles que apresentaram coeficientes de similaridade < 0,92 foram considerados

isolados diferentes com padrées de ribotipagem distintos (Bruce, 1996).

Susceptibilidade antimicrobiana

Utilizou-se o método de difusdo com disco, segundo o protocolo recomendado pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013). Foi avaliada a sensibilidade das
cepas frente a 18 antimicrobianos: amoxicilina/acido clavulanico (30 pg) (B-lactdmico —
penicilina com inibidor de B-lactamases), ampicilina (10 pg) (B-lactdmico — penicilina),
cefalexina (30 pg) (B-lactamico — cefalosporina de 12 geragdo), ceftazidima (30 pg) (B-
lactdmico — cefalosporina de 32 geracdo), cefotaxima (30 pg) (B-lactdmico — cefalosporina de
32 geracdo), ceftiofur (30 pg) (B-lactamico — cefalosporina de 3? geracdo), imipenem (10 ug)
(B-lactamico — carbapenémico), &cido nalidixico (30 pg) (quinolona), ciprofloxacina (5 pug)
(fluoroquinolona), norfloxacina (10 pg) (fluoroquinolona), enrofloxacina (5 Q)
(fluoroquinolona), gentamicina (10 pg) (aminoglicosideo), neomicina (30 Q)
(aminoglicosideo), espectinomicina (10 pg) (aminoglicosideo), tetraciclina (30 pg)
(tetraciclina), sulfato de colistina (10 pg) (polimixina), sulfametoxazol/trimetoprim (25 pg)
(sulfonamida e diamino-pirimidina) e fosfomicina (50 pg) (epdxido fosforado)
(LABORCLIN®).

Isolados de Salmonella resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos foram
definidos como multirresistentes, seguindo critérios estabelecidos por Magiorakos et al.
(2012). A cepa Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada como cepa controle de qualidade
dos testes de sensibilidade.

Para os antibioticos ciprofloxacina e ceftazidima, muito utilizados na medicina
humana e animal para o tratamento de infec¢Bes por enterobactérias, foi realizada a analise da
CIM. Para isto, foram utilizadas fitas Etest (BIOMERIEUX®), com diferentes gradientes do
antimicrobiano, sendo os resultados interpretados conforme indicagdo do fabricante, e
baseada em critérios do CLSI (2013).

A escolha dos antimicrobianos testados foi baseada na utilizacdo destas drogas na
medicina veterinaria e humana, e também na ocorréncia de resisténcia dentro da producédo

avicola brasileira e na medicina humana.



92

Para cada sorovar de Salmonella foram comparados os resultados do teste de disco
difuséo e CIM para os antimicrobianos ciprofloxacina e ceftazidima, utilizando-se o teste do
Qui Quadrado de independéncia, e o calculo do coeficiente de contingéncia para verificar a
relacdo entre os testes. Foi utilizado o teste binomial para duas proporcdes para fazer
comparacgdo dos resultados obtidos para cada antimicrobiano testado pelo método de disco
difusdo entre os sorovares de Salmonella. Em todos os testes adotou-se um nivel de

significancia de 95%.

Pesquisa dos genes de viruléncia e resisténcia antimicrobiana

Para extracdo do DNA bacteriano, para pesquisa dos genes de viruléncia e resisténcia
aos P-lactdmicos, utilizou-se o kit comercial DNA Purification Kit (Promega®), e para
extracdo do DNA plasmidial, para analise dos genes de resisténcia as quinolonas e
fluoroquinolonas, utilizou-se o kit comercial PureYield Plasmid Miniprep System
(Promega®), de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Para avaliacdo da viruléncia das cepas foram pesquisados 0s genes invA, agfA, sefA e
IpfA, relacionados com as fases de adesdo, invasdo e consequente lesdo em células intestinais
(Tabela 1). As reagdes de PCR foram realizadas a partir de um volume final de 25uL
contendo 1 pL de DNA da amostra, 2,5 pL de tampao 10X, 0,75 pL de 50 mM MgCl», 1,25
uL de 10 pmol/uL da sequéncia forward e reverse de cada primer (Invitrogen®), 0,25 uL de
20 mM do mix de DNTPs (Invitrogen®), 0,25 uL de Taq (5U/uL) (Invitrogen®) e 17,75 uL
de H2O ultrapura. As amostras foram submetidas aos seguintes ciclos de amplificacdo:
desnaturadas inicialmente a 94°C por 5 minutos, amplificadas em 35 ciclos de desnaturagéo a
94°C por 45 segundos, anelamento a 58°C por 30 segundos (invA); 50°C por 30 segundos
(sefA e IpfA), 66°C por 30 segundos (agfA); extensdo a 72°C por 90 segundos, com extensao
final a 72°C por 10 minutos. Como controle positivo das reac6es foi utilizada a cepa de S.
Enteritidis ATCC 13076.

Para os isolados resistentes aos antibioticos da classe dos p-lactdmicos foi verificada a
presenca dos genes de resisténcia blatem, blashv, blactx-m € blaampc, descritos na Tabela 1.
Para a realizacdo das analises de PCR foi utilizado como controle positivo uma cepa de
campo de Klebsiella pneumoniae. O preparo do mix para as reacdes de PCR foi 0 mesmo
descrito para os genes de viruléncia. As condicGes de amplificacdo foram as seguintes:
desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos,

anelamento a 50°C por 45 segundos (blatem), 56°C por 45 segundos (blasnv), 58°C por 1
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minuto (blactx-m) e 54°C por 1 minuto (blaampc), extensdo a 72°C por 90 segundos, seguido
de uma extenséo final de 72°C por 10 minutos.

As cepas resistentes aos antimicrobianos da classe das quinolonas e fluoroguinolonas
foram analisadas para a presenca dos genes gnrA e gnrS (Tabela 1). Foi realizado PCR
multiplex para pesquisa dos dois genes, sendo o volume final da reacdo de 25uL contendo
1uL de DNA plasmidial da amostra, 2,5 pulL de tampao 10X, 0,75 uL de 50 mM MgCly, 2 uL
de 10 pmol/uL da sequéncia forward e reverse de cada primer (Invitrogen®), 0,25 uL de 20
mM do mix de DNTPs (Invitrogen®), 0,5 uL de Taq (5U/uL) (Invitrogen®) e 16 uL de H20
ultrapura. As condicdes de amplificagéo foram de desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos,
35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 54°C por 1 minuto, extensao a
72°C por 90 segundos, seguido de uma extensdo final de 72°C por 10 minutos.

Todas as reacdes de PCR foram realizadas em termociclador (Eppendorf®) e os
produtos amplificados separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% por 120 minutos.
O gel foi corado com Syber Safe (Invitrogen®) e visualizado em transiluminador UV (Loccus

Biotecnologia®).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 2 estdo apresentados 0s percentuais de resisténcia obtidos para os 18
antimicrobianos. Dentre as 111 S. Enteritidis houve maior resisténcia para espectinomicina
com 107 (96,4%) isolados, ao &cido nalidixico com 104 (93,7%) e para ciprofloxacina com 99
(89,2%). De 2000 a 2004, um aumento da resisténcia ao acido nalidixico de 10% para 26%,
em S. Enteritidis de origem humana, foi relatado por Meakins et al. (2008). Também para S.
Typhimurium, incluindo a variante monofésica, o maior percentual de resisténcia foi para
espectinomicina, com 95,6% e 100%, respectivamente.

Quando comparados os percentuais de resisténcia obtidos para cada antimicrobiano
entre os sorovares de Salmonella, observa-se que houve diferenca (p < 0,05) entre os
sorovaves Enteritidis e Typhimurium para ciprofloxacina, enrofloxacina e neomicina. Entre S.
Enteritidis e S. Typhimurium variante monofésica | 4,[5],12:i:- diferenca (p<0,05) no
percentual de resisténcia foi encontrado para neomicina, enrofloxacina e tetraciclina,
enquanto que para S. Typhimurium e S. Typhimurium variante monofésica | 4,[5],12:i:- para
amoxacilina/acido clavulanico e acido nalidixico (Tabela 2).

A alta resisténcia encontrada para a espectinomicina, um aminoglicosideo, pode ser
explicada por ser de uso comum na avicultura, principalmente em pintainhos recém eclodidos,

para controle de Salmonella (Spectinomycin, 2008). Em estudo desenvolvido no Brasil pela
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Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) com cepas de Salmonella isoladas de
carcacas de frango, também foi relatado alto percentual de resisténcia para a classe dos
aminoglicosideos, com 89,3% para estreptomicina (BRASIL, 2012).

Drogas mais antigas e de grande uso no tratamento de infec¢bes, como o
cloranfenicol, sulfametoxazol-trimetoprim, ampicilina e amoxacilina, tm sido substituidas
atualmente pelas fluoroquinolonas (Souza et al., 2010). Com isso, o elevado percentual de
resisténcia das cepas de S. Enteritidis ao acido nalidixico (quinolona) e ciprofloxacina
(fluoroquinolona), possivelmente se deve ao fato de serem comumente utilizados hoje na
medicina humana e veterinaria (Tamang et al., 2011). Somado a este problema, muitos
estudos correlacionam ainda o aumento na resisténcia as quinolonas em Salmonella na
medicina humana a liberacdo dessas drogas para uso na producdo animal (Mglbak et al.,
2002; Marimon et al., 2004; Choi et al., 2005).

Para os B-lactamicos avaliados, o maior indice de resisténcia foi para o ceftiofur em S.
Enteritidis, com 30,6% (34/111) (Tabela 2). Acredita-se que 0 aumento da prevaléncia de
resisténcia as cefalosporinas em Salmonella, tanto de origem humana como animal, pode estar
relacionada com a utilizacdo de ceftiofur em animais de producdo. Este antimicrobiano é
utilizado apenas em medicina veterinaria, e seu uso na producdo animal pode ter selecionado
positivamente cepas de Salmonella carreando p-lactamases responsaveis por conferir
resisténcia aos P-lactamicos (Carattoli et al., 2002). Como os B-lactamicos sdo amplamente
utilizados para tratar infecces por Salmonella tanto em animais como em humanos,
consequentemente, a resisténcia generalizada a essas drogas tem emergido (Bradford, 2001).

A avaliagdo da CIM para ciprofloxacina demonstrou que a maioria dos isolados de S.
Enteritidis apresentou inibicdo do crescimento entre 0,125 a 0,25 pg/mL (resisténcia
intermediaria) com 92,8% (103/111) dos isolados, e entre 0,023 a 0,032 pg/mL (sensivel)
para S. Typhimurium com 77,8% (35/45) dos isolados, incluindo a variante monofasica |
4,[5],12:i:- com 96,8% (30/31). Para ceftazidima, em todos os sorovares de Salmonella, a
faixa de maior inibigdo de crescimento microbiano variou entre 0,38 e 0,75 pg/mL (sensivel),
com 86,5% (96/111) para S. Enteritidis, 91,1% (41/45) para S. Typhimurium e 100% (31/31)
para S. Typhimurium variante monofasica I 4,[5],12:i:-.

Quando comparados os resultados obtidos pelos testes de disco difuséo e CIM para 0s
antimicrobianos ciprofloxacina e ceftazidima, nota-se que ha alta relacéo entre os testes (P <
0,05), demonstrando a equivaléncia dos resultados obtidos. Isso indica que o teste de disco
difusdo, método relativamente barato em relacdo a CIM, pode ser seguramente aplicado na

rotina para triagem da resisténcia das cepas circulantes. Ja a CIM permite a obtencdo de



95

resultados mais precisos quanto a monitorizacdo da sensibilidade dos micro-organismos aos
antimicrobianos, pois determina a exata dosagem a ser aplicada na terapéutica. Estes dois
métodos associados atuam como ferramentas de grande importancia para caracterizacdo das
cepas circulantes (BRASIL, 2012).

S. Enteritidis e S. Typhimurium estdo comumente envolvidos em casos humanos de
doengas alimentares (EFSA, 2015), desta forma, os elevados percentuais de resisténcia
encontrados neste estudo geram preocupacfes quanto as perspectivas no tratamento de
infeccdes humanas. Isto se deve a possibilidade de cepas resistentes isoladas do frango de
corte serem transferidas ao homem via alimento contaminado, as quais podem n&o responder
adequadamente a terapia com uso de antimicrobianos (Lai et al., 2014).

Foi evidenciado neste estudo resisténcia a uma ou mais classes de antimicrobianos nos
diferentes sorovares de Salmonella avaliados, permitindo reconhecer inumeros perfis de
multirresisténcia, com 32,4% (36/111) para S. Enteritidis, 46,7% (21/45) em S. Typhimurium
e 32,3% (10/31) em S. Typhimurium variante monofésica | 4,[5],12:i:-. Esses dados apontam
para um quadro extremamente preocupante, especialmente pelo percentual de cepas que
apresentaram resisténcia de cinco a sete classes, com 16,2% (18/111) em S. Enteritidis e 20%
(9/45) em S. Typhimurium (Tabela 3).

A tabela 4 mostra os 33 perfis de resisténcia aos antimicrobianos identificados (Al a
A33) em S. Enteritidis, sendo que os perfis de A16 a A33 agruparam cepas de carater
multirresistente, correspondente a 32,4% (36/111). De 36 cepas resistentes aos B-lactamicos,
apenas uma cepa (2,8%), pertencente ao perfil A32, apresentou o gene blaampc, a qual foi
resistente a seis classes de antimicrobianos, incluindo quase todas as drogas testadas na classe
dos B-lactamicos. Micro-organismos que superexpressam as B-lactamases do tipo AmpC séo
uma grande preocupacao clinica, pois sdo geralmente resistentes a todos os antimicrobianos
[B-lactdmicos (Pérez-Pérez e Hanson, 2002).

Para S. Typhimurium, 30 perfis de resisténcia foram descritos (B1 a B30), sendo que
os perfis de B10 a B29 agruparam 21/45 (46,7%) isolados multirresistentes. Destes, 20
isolados apresentaram resisténcia aos B-lactamicos, sendo que 75% (15/20) albergaram um ou
dois dos genes de resisténcia estudados. Onze cepas apresentaram o gene blaampc (55%), sete
(35%) o gene blatem e cinco (25%) o gene blactx-m. Seis isolados (30%) apresentaram
concomitantemente os genes blatem € blaampc, € dois (10%) os genes blactx-m € blaampc
(Tabela 5).

Na tabela 6 estdo demonstrados 20 perfis de resisténcia (C1 a C20) obtidos para S.

Typhimurium variante monofésica | 4,[5],12:i:-. Dez isolados (32,3%) foram classificados
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como multirresistentes, e foram distribuidos dos perfis C11 a C20. Quinze cepas (48,4%)
resistentes a um ou mais B-lactdmicos foram avaliadas para a presenca de genes relacionados
a resisténcia a estas drogas, sendo que destas, sete (46,7%) foram positivas para o gene
blatem, uma (6,7%) para blactx-v e sete (46,7%) ndo apresentaram nenhum dos genes
estudados.

Uma preocupacdo emergente nos ultimos anos estd relacionada com agentes
patogénicos de origem alimentar que albergam genes de resisténcia aos antimicrobianos. A
elevada presenga dos genes de resisténcia aos B-lactamicos encontrados em S. Typhimurium
em relacdo a S. Enteritidis é um dado importante encontrado neste estudo. Isto provavelmente
se deve as mutacdes cromossdmicas descritas para o sorovar Typhimurium, o qual tem sua
resisténcia associada aos chamados integrons cromossémicos, que atuam como locais de
insercdo de genes de resisténcia ou grupo destes que podem ser encontrados tanto no DNA
cromossomico como extracromossomico (Sandvang et al., 1998). A resisténcia
antimicrobiana se tornou comum em S. Typhimurium, havendo diversos estudos que relatam
um aumento significativo do niUmero de cepas que apresentam resisténcia a inumeras drogas,
incluindo cefalosporinas de amplo espectro e quinolonas (Threlfall, 2002; Witte, 2004).

Nenhuma das 187 cepas estudadas apresentaram o gene blasnv, associado a resisténcia
aos B-lactdmicos. Este gene é comumente relatado em Enterobacteriaceae no mundo todo, no
entanto, parece ser mais comumente encontrados em Klebsiella spp. (Paterson et al., 2003).

Estudos demonstram que a integracdo de genes gnr em diferentes plasmideos tenham
proporcionado uma rapida disseminacdo de mecanismos de resisténcia as quinolonas (Poirel
et al., 2008), no entanto, os genes gnrA e gnrS nédo foram identificados em nenhuma cepa de
Salmonella. Cheung et al. (2005) afirmam que a resisténcia as quinolonas mediada por
plasmideos em Salmonella sdo eventos raros de ocorrer.

Ao correlacionar a existéncia de fendtipos de resisténcia as quinolonas com a auséncia
dos genes estudados, sugere-se que outros genes estejam envolvidos na manifestacdo destes
fenotipos, os quais ndo foram incluidos neste estudo, ou que pela localizagcdo plasmidial
tenham sido perdidos durante repiques e manutencgéo na bacterioteca. Silva (2011) ao estudar
mecanismos de resisténcia em cepas de Salmonella isoladas de aves e fontes relacionadas
também ndo identificou genes do tipo gnr nas amostras resistentes as quinolonas. Outros
mecanismos também podem estar envolvidos na resisténcia as quinolonas, como a perda de
permeabilidade da membrana, perda na expressao de porinas, e a superexpressao de bombas
de efluxo da droga (Nishino et al., 2007; Lunn et al., 2010).
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Vale ressaltar que, com excecdo do perfil B16 (Tabela 5), todos os demais perfis
classificados como multirresistentes nos trés sorovares de Salmonella, apresentaram
resisténcia a uma ou mais drogas pertencentes a classe dos B-lactamicos. Ao observar os
diferentes perfis de multirresisténcia obtidos para os diferentes sorovares, observa-se que a
resisténcia aos B-lactdmicos esta associada a resisténcia as drogas do grupo das quinolonas
(NAL) e fluoroquinolonas (CIP, ENR), e também aos aminoglicosideos (SH, NEO, GEN).
Este resultado pode ser explicado pelo fato de cepas produtoras de enzimas ESBLS,
responsaveis por conferir resisténcia aos B-lactamicos, geralmente exibirem co-resisténcia as
quinolonas e aminoglicosideos, sendo extremamente importante a realizacdo de teste de
susceptibilidade antimicrobiana para avaliagdo do uso adequado destes agentes (Uma et al.,
2010). Tais fenotipos de multirresisténcia em Salmonella tém sido associados a presenca de
um plasmideo que carreia genes de resisténcia a diversos antimicrobianos (Fernandes et al.,
2009), ou ainda devido a presenca de dois ou mais plasmideos diferentes em uma mesma
bactéria (Villa e Carattoli, 2005).

A ocorréncia concomitante de mecanismos de resisténcia as quinolonas e p-lactamicos
tém sido relatada na literatura como um ponto de urgéncia epidemioldgica, uma vez que as
fluoroguinolonas constituem uma alternativa terapéutica a produtores de p-lactamases,
restringindo assim as alternativas terapéuticas no tratamento de infec¢des por fendtipos
resistentes (Damian et al., 2010). A resisténcia a um agente antibacteriano frequentemente
resulta em resisténcia cruzada com outros agentes da mesma classe. Este tipo de resisténcia
pode ser transferido rapidamente entre diferentes géneros e espécies de bactérias, sendo
comum entre os membros da familia Enterobacteriaceae (Quinn, 2005).

Diante dos casos de resisténcia associada aos [-lactimicos (penicilinas e
cefalosporinas), quinolonas e aminoglicosideos, somente algumas drogas pertencentes a
classe dos carbapenémicos, como o imipenem, conservam sua atividade frente as
enterobactérias produtoras de ESBL (Pitout, 2010). Provavelmente, a ocorréncia de
resisténcia ao imipenem encontrada neste estudo, se deve a utilizacdo dos carbapenémicos no
Brasil, como a mais recente alternativa terapéutica. A ocorréncia de perfis que agruparam
amostras resistentes ao imipenem (A18, A22 e A33 em S. Enteritidis, B13, B21 e B27 em S.
Typhimurium e C7, C9 e C20 em S. Typhimurium variante monofésica | 4,[5],12:i:-) é um
dado preocupante, visto que a maioria destes perfis foram compostos por isolados
multirresistentes, limitando a utilizacdo de drogas comumente aplicadas na antibioticoterapia
(Tabelas 4, 5 e 6). Estes dados alertam para a necessidade do uso racional dos

carbapenémicos, visando prevenir a surgimento de novos micro-organismos multirresistentes.
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As melato-p-lactamases (MBLs) s&o enzimas codificadas por genes encontrados numa
variedade de elementos genéticos (cromossomo, plasmideo, integrons, etc), descritas por
conferir resisténcia aos carbapenémicos, cefalosporinas e penicilinas, de modo que as
bactérias que possuem esta enzima estdo entre os fenotipos mais resistentes encontrados na
clinica médica (Walsh, 2005). A presenca de MBLSs nas cepas estudadas podem explicar 0s
fendtipos de multirresisténcia encontrados, no entanto, ndo foi avaliada a presenca dos genes
codificadores dessas enzimas neste estudo.

Ao relacionar a presenca dos genes com os perfis de resisténcia antimicrobiana
identificados, observa-se que os genes blaampc € blacTx-m estdo associados a resisténcia as
cefalosporinas e penicilinas, enquanto o gene blatem as penicilinas (Tabelas 4, 5 e 6),
concordando com os relatos de Bush et al. (1995), Batchelor et al. (2005) e Babic et al.
(2006). Isto se explica pelo fato de haver uma variacdo em especificidade de substrato entre as
B-lactamases, sendo que algumas hidroxilam preferencialmente as penicilinas, enquanto
outras tém afinidade pelas cefalosporinas, além de algumas enzimas inativarem ambas as
classes de antibidticos (Sousa Jr. et al., 2004).

Quanto aos genes de viruléncia analisados, os isolados de S. Enteritidis foram
agrupados em cinco perfis (P1 a P5), com predominio do perfil P1 (invA, sefA, agfA, IpfA)
com 92,8% (103/111), demonstrando que estes genes estdo largamente distribuidos. Este dado
demonstra o potencial patogénico deste sorovar, o qual é o principal associado a salmonelose
humana no mundo (EFSA, 2015). Em S. Typhimurium e S. Typhimurium variante
monofasica | 4,[5],12:i:-, o perfil P2 (invA, agfA e IpfA) foi o mais prevalente com 93,3%
(42/45) e 96,8% (30/31), respectivamente (Tabela 7). A alta frequéncia destes genes de
viruléncia destaca o potencial de patogenicidade dos sorovares de Salmonella estudados, e sua
capacidade em desencadear doenga no homem e animais.

Verificou-se que todos isolados apresentaram pelo menos um dos genes fimbriais
analisados neste estudo (agfA, IpfA, sefA), destacando a importancia da fimbria no processo
de infecgdo. E possivel que haja efeitos aditivos das adesinas Lpf e Agf na colonizagio do
intestino e na viruléncia sistémica (Wagner e Hensel, 2011). Além de ser importante para a
adesdo durante o processo de infeccdo, 0 gene agfA também estd associado com a formacao
de biofilme (Yoo et al. 2013). A presenca deste gene em Salmonella isolada de carcacas,
indicam perigo de contaminagdo nos matadouros, e consequente infeccdo humana pelo
patdgeno. O gene sefA foi detectado apenas em S. Enteritidis (94,6%) (Tabela 7), o que era

esperado, ja que os genes do operon sef (sefABCD) sdo restritos aos sorotipos do grupo D,
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que incluem S. Enteritidis (Béaumler et al., 1997). Devido a especificidade do gene sef, ele tem
sido utilizado para a identificagdo molecular da S. Enteritidis (Craciunas et al., 2012).

Em S. Enteritidis foram identificados 15 ribogrupos, denominados R1se a R15se. R1se
foi o mais prevalente, com 48,6% (54/111), isoladas no periodo analisado, de 2009 a 2011,
amplamente distribuidas pelo pais, com isolados provenientes das cinco regies brasileiras,
abrangendo os Estados de PE e BA na regido nordeste, GO e MT na regido Centro Oeste, PA
na regido Norte, SP, MG e ES na regido sudeste, e PR, SC e RS na regido sul. O ribogrupo
R2sg, representou 18% (20/111) das cepas deste sorovar, também com ampla distribui¢do no
Brasil, ausente apenas na regido norte. R3se agrupou 15,3% (17/111) dos isolados, todos do
ano de 2011, presentes nas regides centro oeste (GO e MS), sudeste (MG e SP) e sul (PR e
RS). R4se foi composto por 6,3% das cepas, isoladas em GO, SP e RS nos anos de 2010 e
2011. Os ribogrupos R5se a R15se agruparam de uma a duas cepas, ndo sendo possivel uma
analise mais detalhada destes perfis (Tabela 8). Vale ressaltar ainda, o elevado nimero de
isolados de carater multirresistente encontrados principalmente no RS em 2010, e em GO em
2010 e 2011. Goias foi o Unico local no qual foi identificado o gene blaampc (A32), e também
0 Unico a agrupar isolados resistentes ao imipenem (A18, A22 e A33), incluindo um isolado
resistente a sete classes de antimicrobianos, alertando para o possivel uso indiscriminado
destas drogas na producao avicola dessa regiao.

Outro dado importante encontrado no ribogrupo R1se é o elevado nimero de cepas
multirresistentes encontradas no ano de 2010, apresentando resisténcia a seis classes de
antimicrobianos, incluindo drogas pertencentes as cefalosporinas, penicilinas, quinolonas,
fluoroquinolonas, aminoglicosideos (perfis A19, A23 a A31). Possivelmente estas cepas
podem ter adquirido um plasmideo, o que ndo foi avaliado neste estudo, o qual pode carrear
genes de resisténcia as quinolonas (acido nalidixico - NAL), fluoroquinolonas (ciprofloxacina
— CIP, enrofloxacina — ENR), aminoglicosideos (espectinomicina- SH), penicilinas
(amoxacilina/4cido clavulanico - AMC, ampicilina - AMP) e cefalosporinas (cefalexina -
CFX, ceftazidima - CAZ, cefotaxima - CTX e ceftiofur - EFT), responsavel pelo fenotipo de
resisténcia aos antimicrobianos descritos nestes perfis. A clonalidade de cepas, em especial as
gue apresentam resisténcia multipla a drogas antimicrobianas, € um assunto relevante em
estudos epidemiologicos, ja que a disseminacdo de clones multirresistentes provoca grandes
danos a saude publica, saude animal e economia, devido as perdas ocasionadas pela doenca,
com hospitalizagdo e gastos com medicamentos (Davies et al., 2002).

Para o sorovar S. Typhimurium foram descritos 17 ribogrupos (R1st a R17st), sendo
R1st e R2st 0s mais prevalentes, com 31,1% (14/45) e 28,9% (13/45), respectivamente. R1st
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agrupou cepas provenientes das regides centro oeste (GO e MS) e sul (PR e SC), com perfis
de multirresisténcia reportados em Goias, Parana e Santa Catarina, nos quais também houve
presenca dos genes blatem e blaampc. O ribogrupo R2st foi composto por cepas originarias
dos Estados da BA, ES, MG, SP, MS, PR e SC, entre os anos de 2010 e 2011. Neste
ribogrupo, cepas multirresistentes foram identificadas na BA e MS no ano de 2010, eno ES e
MG em 2011, e os genes blatem e blaampc estiveram presentes nos isolados da BA, ES e MG,
enquanto que blactx-m e blaampc foram verificados no MS. Os ribogrupos R3st a R17st
agruparam de uma a trés cepas, sendo que Ré4st, R9st, R10st, R13st, R14s1, R15s1 € R16sT
continham cepas de carater multirresistentes. O gene blacrx-m foi identificado no PR e em SP,
0 blaampc na BA, SP, SC e GO e blatem apenas em SC.

Em S. Typhimurium variante monofasica | 4,[5],12:i:- foram descritos seis ribogrupos
(R1stym a R6stvm), sendo R1lstym € R2stvm 0S mais prevalentes com 54,8% (17/31) e 32,2%
(10/31), respectivamente. R1STvm agrupou cepas provenientes de MG, SP, PR, SC e MS,
todas isoladas em 2011. Perfis de multirresisténcia foram identificados apenas nas cepas
isoladas em MG, SC e MS, as quais apresentaram apenas o0 gene blatem. J& 0 ribogrupo
R2stvm foi composto de cepas de MS, SP e PR de 2010, e uma cepa de GO de 2011, com
apenas uma cepa multirresistente proveniente de MS. Os ribogrupos R3stvm @ R6stvm
agruparam cada um apenas uma cepa. Apenas R3stvm € Rd4stym apresentaram cepas
multirresistentes provenientes de SP e MG, respectivamente, sendo que a cepa de SP foi
positiva para o gene blactx-m.

A alta resisténcia antimicrobiana e distribuicdo de genes de viruléncia, em cepas de S.
Enteritidis e S. Typhimurium isoladas em carcacas de frango, demonstram o perigo referente a
manipulagdo inadequada nas residéncias e consumo desse produto, e a necessidade de
assegurar boas préaticas de higiene desde o campo, no ambiente de criacdo das aves, até a
mesa do consumidor, a fim de reduzir a propagacdo destes micro-organismos patogénicos do
animal para o homem. Determinantes de viruléncia e resisténcia antimicrobiana podem estar
presentes no mesmo elemento genético, o qual pode ser selecionado por pressao
antimicrobiana (Mendoza et al., 2009), resultando no aumento de infeccBes sistémicas e
hospitalizacdo de pacientes infectados com Salmonella resistente (Varma et al., 2005).

A ribotipagem automatizada ndo distinguiu isolados multirresistentes daqueles
sensiveis. Portanto, ndo houve relacdo entre ribogrupo e resisténcia antimicrobiana, podendo
cepas sensiveis e resistentes a varios antimicrobianos pertencerem ao mesmo ribogrupo,
sugerindo que cepas indistinguiveis geneticamente pela ribotipagem podem ser recuperadas

de diferentes locais, apresentando perfis de resisténcia e viruléncia caracteristicos da regido de
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origem. Estes resultados permitem inferir que isolados das diferentes regides brasileiras estéo
clonalmente relacionados, indicando a disseminacdo de cepas provenientes de uma fonte
comum no pais. No entanto, os perfis de resisténcia identificados mostram que 0s niveis e
extensdo da resisténcia sdo influenciados pelas diferentes praticas de uso destes farmacos,
determinando a variacdo dos perfis de acordo com a regido de isolamento da cepa, as quais
podem ter incorporado ao seu material genético elementos mdveis presentes no ambiente
local.

Concluindo, S. Enteritidis e S. Typhimurium isolados de carcacas de frango no Brasil
apresentaram taxas relativamente altas de resisténcia aos antimicrobianos de uso humano e
veterinario. Consideramos alarmante o elevado numero de fenétipos multirresistentes,
incluindo a co-resisténcia entre B-lactamicos, fluoroquinolonas e aminoglicosideos, o que
provavelmente tem resultado em falhas na terapéutica, e ao maior uso dos carbapenémicos, o
que explicaria a ocorréncia de casos de resisténcia ao imipenem dentre os sorovares.

A identificacdo de cepas de Salmonella clonalmente relacionadas, agrupando elevado
namero de isolados multirresistentes, confirma a endemicidade deste fenotipo, amplamente
distribuido no Brasil, alarmando para o perigo que representa para a salde publica. Além
disto, grande parte das cepas albergaram quase todos os genes de viruléncia estudados, com
destaque para o agfA, relacionado a capacidade de formacdo de biolfime, o que permite a
adaptacdo e fixacdo deste patdgeno no ambiente e, consequentemente, sua disseminacao
dentro do matadouro, contaminando carcacas e aumentando o perigo da infeccdo em

humanos.
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Tabela 1. Sequéncia dos primers e peso molecular (pb) dos genes de viruléncia e resisténcia
avaliados no estudo.

Gene Primers Peso Molecular Referéncia
A A AT e Ol o
an LSOO IOMCOTAMY w Oheimets. (09
T L o collmonetl (159
IpfA IF{SS(él/;TGTTCGGTCT&CfCTSC? : [\T[Sgggé% 250 pb Heuzenroeder et al. (2000)
wam  crnots oo
plasn, ¥ 300CCACATAGICATGATAGAS raph  Chenetal (00d
e [ INTTATIACCATTANCTIATOOC! (s S5m0 Moot o
e SSCSCOOTINTAGASCACAS sap oo
oo Catoretl o)
qnrs F: >GCAAGTTCATTGAACAGGGT3’ 428 pb Cattoir et al. (2007)

R: 5 TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG3’

pb: pares de bases

Tabela 2. Resisténcia aos antimicrobianos de S. Enteritidis, S. Typhimurium e S.
Typhimurium variante monofésica | 4,[5],12:i:- isoladas de carcacas de frango de corte no
Brasil entre os anos de 2009 a 2011.

Numero de cepas (%)*

S. Typhimurium variante

Antimicrobianos S. EnEeI’ItIdIS S Typh_lmurlum monofasica | 4,[5],12:i:-
N=111 N =45 N =31
Amoxacilina/Acido Clavulanico 18 (16,2) 10 (22,2) E 1(3B2)F
Ampicilina 19 (17,1) 13 (28,9) 9(29,0)
Cefalexina 18 (16,2) 7(15,5) 1(3,2)
Ceftazidima 17 (15,3) 5(11,1) 0(0,0)
Cefotaxima 16 (14,4) 9 (20,0) 3(9,7)
Ceftiofur 34 (30,6) 9 (20,0) 5(16,1)
Imipenem 3(2,7) 3 (6,6) 3(9,7)
Acido Nalidixico 104 (93,7) 8(178)E 1(32)F
Ciprofloxacina 99 (89,2) A 17 (37,8) B 6 (19,3)
Norfloxacina 0(0,0) 1(2,2) 0(0,0)
Enrofloxacina 42 (37,8) AC 6(13,3)B 132D
Gentamicina 1(0,9) 10 (22,2) 7(22,6)
Neomicina 4 (3,6) AC 9(20,0)0B 5(16,1) D
Espectinomicina 107 (96,4) 43 (95,6) 31 (100,0)
Tetraciclina 1(,9¢C 14 (31,1) 5(16,1) D
Sulfato de Colistina 0(0,0) 1(2,2) 0(0,0)
Sulfametoxazol/Trimetoprim 0(0,0) 1(2,2) 0(0,0)
Fosfomicina 1(0,9) 1(2,2) 0(0,0)

* Os percentuais referem-se a soma das cepas classificadas como resistente e intermediaria pelo teste de disco difuséo.

Letras diferentes na mesma linha indicam que ha diferenca significativa (p<0,05). A e B: Comparagéo entre S. Enteritidis e S. Typhimurium.
C e D: Comparagéo entre S. Enteritidis e S. Typhimurium variante monoféasica | 4,[5],12:i:-. E e F: Comparagdo entre S. Typhimurium e S.
Typhimurium variante monofasica | 4,[5],12:i:-.
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Tabela 3. Percentual de resisténcia entre os sorovares de Salmonella isolados de carcacas de
frango de corte no Brasil entre os anos de 2009 e 2011.

NUmero de cepas (%) resistentes
conforme o niimero de classes de

Sorovares antimicrobianos* Total
0 1-2 3-4 5-7
S. Enteritidis 0(0,00 75(67,6) 18(16,2) 18(16,2) 111(100,0)
S. Typhimurium 2(4,4) 22(48,9) 12(26,7) 9(20,0) 45 (100,0)
S. Typhimurium variante monofasica | 4,[5],12:i:- 0(0,0) 21(67,7) 9(29,0) 1(3,3) 31 (100,0)

* Os percentuais referem-se a soma das cepas classificadas como resistente e intermedidria pelo teste de disco difuséo.

Tabela 4. Perfis de resisténcia aos antimicrobianos e presenca dos genes de resisténcia aos f3-
lactdmicos em 111 cepas de Salmonella Enteritidis isoladas de carcagas de frango de corte no
Brasil entre os anos de 2009 e 2011.

Perfis Resisténcia a antimicrobianos’ Classes?  Genes® N (%)
Al SH 1 - 1(0,9)
A2 (SH) 1 - 3(2,7)
A3 NAL (CIP) 1 - 2(1,8)
A4 NAL (CIP) (ENR) 1 - 1(0,9)
A5 NAL (SH) 2 - 2(1,8)
A6 SH (CIP) 2 - 2(1,8)
A7 NAL (CIP) (SH) 2 - 28 (25,2)
A8  NAL SH (CIP) 2 - 15 (13,5)
A9  NAL (CIP) (SH) (ENR) 2 - 9(8,1)
A10  NAL SH (CIP) (ENR) 2 - 7(6,4)
All SH GEN NEO TET 2 - 1(0,9)
Al12  NAL SH CIP (ENR) 2 - 1(0,9)
A13  NAL NEO (SH) (CIP) 2 - 1(0,9)
Al4  NAL FOS (CIP) (ENR) 2 - 1(0,9)
A15  NAL NEO (CIP) (ENR) (SH) 2 - 1(0,9)
A16  NAL (CIP) (SH) (EFT) 3 0 1(0,9)
Al7  NAL SH (CIP) (EFT) 3 0 1(0,9)
A18  NAL IPM (SH) (CIP) 3 0 1(0,9)
A19  NAL (SH) (CIP) (EFT) (ENR) 3 0 8(7,2)
A20  NAL SH (CIP) (EFT) (ENR) 3 0 5 (4,5)
A2l NAL AMP (CIP) (EFT) (ENR) (SH) 4 0 1(0,9)
A22  NAL (CIP) (IPM) (EFT) (ENR) (SH) 4 0 1(0,9)
A23  NAL SH AMC AMP CFX (CIP) (CAZ) 6 0 1(0,9)
A24 NAL SH AMC AMP CAZ CTX CFX EFT 6 0 3(2,7)
A25  NAL SH AMC AMP CAZ CFX EFT (CTX) 6 0 1(0,9)
A26  NAL SH AMP CFX EFT (AMC) (CTX) (ENR) 6 0 1(0,9)
A27  NAL SH AMC AMP CFX (CAZ) (CIP) (EFT) 6 0 1(0,9)
A28 NAL SH AMC AMP CAZ CTX CFX EFT (CIP) 6 0 2(1,8)
A29  NAL AMC AMP CAZ CTX CFX EFT (SH) (CIP) 6 0 1(0,9)
A30  NAL SH AMC AMP CTX CFX EFT (CAZ) (CIP) (ENR) 6 0 1(0,9)
A31  NAL SH AMC AMP CAZ CTX CFX EFT (CIP) (ENR) 6 0 5 (4,5)
A32  NAL SH AMC AMP CAZ CTX CFX EFT (CIP) (NEO) 6 blaampc 1(0,9)
A33  NAL SH AMC AMP CAZ CTX CEX EFT (CIP) (IPM) 7 0 1(0,9)

TOTAL 111 (100,0)
1 Perfis entre parénteses: cepas com resisténcia intermediaria aos antimicrobianos. AMC: amoxicilina/acido clavulanico (30 pg); AMP:
ampicilina (10 pg); CAZ: ceftazidima (30 pug); CIP: ciprofloxacina (5 pg); GEN: gentamicina (10 pg); CTX: cefotaxima (30 pg); CFX:
cefalexina (30 pg); NEO: neomicina (30 pg); IPM: imipenem (10 pg); CT: sulfato de colistina (10 ug); EFT: ceftiofur (30 pug); ENR:
enrofloxacina (5 pg); FOS: fosfomicina (50 pg); NOR: norfloxacina (10 pg); NAL: &cido nalidixico (30 pg); TET: tetraciclina (30 pg); SXT:
sulfametoxazol/trimetoprim (25 pg); SH: espectinomicina (10 pg).
2 Numero de classes de antimicrobianos a que as cepas apresentaram resisténcia.
3 Genes de resisténcia aos B-lactamicos avaliados: blarem, blasnv, blacrx-w € blaamge.
Perfis em negrito agruparam cepas de carater multirresistente (A16 a A33).
Antimicrobianos em negrito sdo pertencentes a classe dos B-lactamicos, cujas cepas foram avaliadas quanto & presenca dos genes de
resisténcia aos f3-lactamicos.
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Tabela 5. Perfis de resisténcia aos antimicrobianos e presenga dos genes de resisténcia aos [3-
lactdmicos em 45 cepas de Salmonella Typhimurium isoladas de carcagas de frango de corte

no Brasil entre os anos de 2009 e 2011.

Perfis Resisténcia a antimicrobianos’ Classes? Genes? N (%)
Bl SH 1 - 5(11,2)
10
B2  (SH) 1 - (22.4)
B3  SHTET 2 - 12,2
B4  SH(CIP) 2 - 1(22)
B5 (SH) (CIP) 2 - 1(2,2)
B6 (SH) (CT) 2 - 1(2,2)
B7  NAL (SH) (CIP) 2 - 1(2,2)
B8  NEO TET (SH) 2 - 1(2,2)
B9  SHTET GEN 2 - 1(2,2)
B10  SH (CIP) (CFX) 3 blaampc 1(2,2)
B11  SH (CIP) (CTX) 3 0 1(2,2)
B12  SH (CIP) (CTX) (EFT) 3 blaampc 122
B13  SH (CIP) (IPM) (ENR) 3 blaampc 1(2,2)
B14 SH CTX (CIP) (NEO) 3 0 1(2,2)
B15 SHAMC NEO TET 3 0 1(2,2)
B16  NAL SHTET (CIP) (ENR) 3 - 1(2,2)
B17  SHAMP GEN TET (AMC) 4 blarewm, blaampc 1(2,2)
B18 SH AMP GEN NEO TET (AMC) 4 blatem (2), blaampc (2) 2 (4,6)
B19 SHAMP CTX CFX EFT (NEO) 4 blacTtx-m 1(2,2)
B20  NAL SH CAZ CIP (NEO) (EFT) (FOS) (NOR) 4 0 1(2,2)
B21 SH AMP CTX CFX EFT (IPM) 5 blactx-m 1(2,2)
B22  NAL SH AMP GEN TET (AMC) (CIP) 5 blarewm, blaampc 1(2,2)
B23  AMP GEN NEO TET (CIP) (EFT) (SH) 5 blarewm, blaampc 1(2,2)
B24 SH AMC AMP CAZ CTX CFX EFT 5 0 1(2,2)
B25  NAL SH AMP GEN TET (AMC) (CIP) (ENR) 5 blarem 1(2.2)
B26  NAL SH AMP GEN NEO TET SXT (CIP) (ENR) 5 blarewm, blaampc 1(2,2)
B27 SHAMP CAZ CTX CFX IPM EFT (AMC) (CIP) 7 blactx-m 1(2,2)
B28  SH NAL AMP CAZ GEN CTX CFX EFT TET (AMC) (CIP) (ENR) 7 blacTx-m, blaampc 1(2,2)
B29  SH NAL AMP GEN CTX CFX EFT TET (AMC) (CAZ) (CIP) (ENR) 7 blacTx-m, blaampc 1(2,2)
B30  Multissensivel - 2 (4,6)
45
(100,0)

L Perfis entre parénteses: cepas com resisténcia intermediaria aos antimicrobianos. AMC: amoxicilina/acido clavulanico (30 pg); AMP:
ampicilina (10 pg); CAZ: ceftazidima (30 ug); CIP: ciprofloxacina (5 pg); GEN: gentamicina (10 pg); CTX: cefotaxima (30 pug); CFX:
cefalexina (30 pg); NEO: neomicina (30 pg); IPM: imipenem (10 pg); CT: sulfato de colistina (10 pg); EFT: ceftiofur (30 pg); ENR:
enrofloxacina (5 pg); FOS: fosfomicina (50 pg); NOR: norfloxacina (10 pg); NAL: &cido nalidixico (30 pg); TET: tetraciclina (30 pg); SXT:

sulfametoxazol/trimetoprim (25 pg); SH: espectinomicina (10 ug).
2 Numero de classes de antimicrobianos a que as cepas apresentaram resisténcia.

3 Genes de resisténcia aos p-lactdmicos avaliados: blarem, blasky, blacrxw € blaamc. Valores entre parénteses nesta coluna referem-se ao

nimero de cepas que apresentaram o gene analisado.
Perfis em negrito agruparam cepas de carater multirresistente (B10 a B29).

Antimicrobianos em negrito sdo pertencentes a classe dos B-lactdmicos, cujas cepas foram avaliadas quanto & presenca dos genes de
resisténcia aos B-lactamicos.
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Tabela 6. Perfis de resisténcia aos antimicrobianos e presenca dos genes de resisténcia aos -
lactdmicos em 31 cepas de Salmonella Typhimurium variante monofésica | 4,[5],12:i:-
isoladas de carcacas de frango de corte no Brasil entre os anos de 2009 e 2011.

Perfis Resisténcia a antimicrobianos’ Classes? Genes? N (%)
C1 SH 1 - 4(12,9)
c2 (SH) 1 - 8 (25,8)
C3 SH (NEO) 1 13,2
C4 SH NEO 1 - 13,2
c5 SH (CIP) 2 - 2(6,5)
C6 SH (EFT) 2 0 1(3,2)
C7 SH (IPM) 2 0 1(3,2)
C8 EFT (SH) 2 0 1(3,2)
C9 (SH) (IPM) 2 0 1(3,2)
C10  SHAMP GEN 2 blarem 1(3,2)
Cll  SH(CIP) (CTX) 3 0 13,2
C12 AMP (CTX) (SH) 3 0 1(3,2)
C13 (SH) (CIP) (EFT) 3 0 1(3,2)
Cl14 SH AMP GEN TET 3 blatem 1(3,2)
C15  AMP GEN NEO TET (SH) 3 blarem 1(3,2)
C16 AMP GEN NEO TET SH 3 blatem 1(3,2)
Cl7  SHAMP GEN (AMC) (CIP) 4 blarem 1(3,2)
C18  AMP CTX CFXEFT (SH) 4 blacTx-m 1(3,2)
C19  AMP GEN NEO NAL TET (SH) (CIP) (ENR) 4 blarem 1(3,2)
C20  SH AMP GEN IPM TET (EFT) 5 blarem 1(32)

TOTAL 31 (100,0)

L Perfis entre parénteses: cepas com resisténcia intermediaria aos antimicrobianos. AMC: amoxicilina/acido clavulanico (30 pg); AMP:
ampicilina (10 pg); CAZ: ceftazidima (30 pg); CIP: ciprofloxacina (5 pg); GEN: gentamicina (10 pg); CTX: cefotaxima (30 pg); CFX:
cefalexina (30 pg); NEO: neomicina (30 pg); IPM: imipenem (10 pg); CT: sulfato de colistina (10 pg); EFT: ceftiofur (30 pg); ENR:
enrofloxacina (5 pg); FOS: fosfomicina (50 pg); NOR: norfloxacina (10 pg); NAL: &cido nalidixico (30 pg); TET: tetraciclina (30 pg); SXT:
sulfametoxazol/trimetoprim (25 pg); SH: espectinomicina (10 ug).

2 Numero de classes de antimicrobianos a que as cepas apresentaram resisténcia.

3 Genes de resisténcia aos 3-lactdmicos avaliados: blarem, blaswv, blacrx-m € blaampc.

Perfis em negrito agruparam cepas de carater multirresistente (C11 a C20).

Antimicrobianos em negrito sdo pertencentes a classe dos B-lactdmicos, cujas cepas foram avaliadas quanto & presenca dos genes de
resisténcia aos B-lactamicos.

Tabela 7. Genes de viruléncia e perfil genético de sorovares de Salmonella isolados de
carcacas de frango de corte no Brasil entre 0s anos de 2009 e 2011.

Sorovares Genes de viruléncia Per f." N (%) Total
genético

S. Enteritidis invA, sefA, agfA, IpfA P1 103 (92,8)
invA, agfA, IpfA P2 5 (4,5) 111
invA, sefA, IpfA P3 1(0,9) (100,0)
sefA, agfA, IpfA P4 1(0,9) '
invA, agfA P5 1(0,9)

S. Typhimurium invA, agfA, IpfA P2 42 (93,3) 45
invA, agfA P5 2 (4,5) (100,0)
agfA, IpfA P6 1(2,2) '

S. Typhimurium variante monofasica | 4,[5],12:i:-  invA, agfA, IpfA P2 30 (96,8) 31

invA, agfA P5 13,2 (100,0)
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Tabela 8. Ribogrupos, ano, local, caracteristicas de viruléncia e resisténcia de 111 cepas de S. Enteritidis isoladas de carcacas de frango de corte
no Brasil entre os anos de 2009 e 2011.

. Total
Ribogrupo  Ano  Local Pertll d'el Perfis de resisténcia? Genes de resisténcia3 por .Total poro
viruléncia local ribogrupo (%0)
P1 A3 (1), A7 (2), A9 (1) -(4) 4
2009 PE P2 A2 (1) - (1) 1
BA P1 A31 (1) 0(1) 1
GO P1 A28 (1), A29 (1) 0(2) 2
MT P1 A30 (1), A31 (1) 0(2) 2
PA P1 A7 (1) -(1) 1
2010 PR P1 A7 (2), A9 (1), A19 (1) -(3),0(1) 4
SC P1 A7 (3) -3 3
R1 RS P1 A5 (1), A23 (1), A24(1), A25 (1), A26 (1), A27 (1), A31 (1) 0(7) 7
S P3 A28 (1) 0 (1) 1 54 (48,6%)
SP P1 A4 (1), A7 (3) - (4) 4
ES P1 Al7 (1) 0(1) 1
GO P1 A7 (3), A8 (1), A9 (2), A10 (2), A19 (1), A24 (1) -(8),0(2) 10
P2 All (1) -() 1
2011 MG P1 A8 (1), A20 (1) -(1),0(1) 2
PR P1 A8 (1) -(1) 1
P4 A7 (1) -(1) 1
SP P1 A7 (5), A8 (1), A9 (1), A10 (1) -(8) 8
2009  PE P1 A3 (1) - 1
BA P1 A13 (1) -(1) 1
GO P1 A19 (1), A33 (1) 0(2) 2
010 MT P1 A7 (1) -(1) 1
PR P1 A7 (1), A19 (1) -(1),0 (1) 2
R2se RS P1 A24 (1) 0(1) 1 20 (18%)
SP P2 Al4 (1) - (1) 1
GO P1 A8 (2), A31 (1), A32 (1) -(2), 0 (1), blaampc (1) 4
011 MG P1 A8 (2), A20 (1) -(2),0(1) 3
SC P1 A5 (1), A8 (2) -(3) 3
SP P1 A20 (1) 0(1) 1
GO P1 A7 (1), A18 (1), A31 (1) -(1),0(2) 3
MG P1 A2 (1), A8 (1), A12 (1), A19 (1) -(3),0(1) 4
MS P1 A8 (1), A9 (1) -(2) 2 17 (15,3%)
R3se 2011 pp P1 A20 (1) 0 (1) 1
RS P1 A7 (1), A15 (1) -(2) 2
SP P1 A8 (1), A9 (1), A10 (3) - (5) 5
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GO P1 A7 (1) - () 1

2010 RS P1 A20 (1) 0(1) 1
Rése SP P1 A9 (1) - (1) 1 7 (6,3%)

2011 O P1 A8 (1), A19 (2) -(1),0(2) 3

SP P2 A6 (1) -(1) 1

MG P1 A7 () - () 1
R5se 2000 o P1. A2 (1) o) 1 2 (1,8%)

MG P1 A9 (1) -(1) 1
R6se 2011 sp p1 A16 (1) 0(1) 1 2 (1,8%)
R7se 2010 PR P2 A2 (1) - () 1 1 (0,9%)
R8se 2011 MG P1 A6 (1) -(D) 1 1 (0,9%)
R9se 2011 MG P1 A10 (1) - (1) 1 1 (0,9%)
R10se 2011 MG P1 A8 (1) -(1) 1 1 (0,9%)
R11se 2011 GO P1 A7 (1) - (1) 1 1 (0,9%)
R12se 2011 RS P1 A19 (1) 0(1) 1 1 (0,9%)
R13se 2011 GO P1 A22 (1) 0(1) 1 1 (0,9%)
R14se 2011 PR P5 Al (1) - (1) 1 1 (0,9%)
R15se 2011 GO P1 A7 (1) -(1) 1 1 (0,9%)

Total 111

LP1:invA, sefA, agfA, IpfA; P2:invA, agfA, IpfA; P3: invA, sefA, IpfA; P4: sefA, agfA, IpfA; P5: invA, agfA; P6: agfA, IpfA.

2 Perfis em negrito agruparam cepas de carater multirresistente (A16 a A33). Valores entre parénteses: nimero de cepas que apresentaram o perfil analisado.

? Genes de resisténcia aos p-lactamicos avaliados: blarem, blasqy, blacrx.v € blaampe. (- ): genes ndo pesquisados nas cepas. ( 0 ): auséncia dos genes pesquisados. Valores entre parénteses nesta coluna referem-se ao
nimero de cepas que apresentaram ou ndo os genes analisados.
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Tabela 9. Ribogrupos, ano, local, caracteristicas de viruléncia e resisténcia de 45 cepas de Salmonella Typhimurium isoladas de carcacas de
frango de corte no Brasil entre os anos de 2009 e 2011.

Ribogrupo  Ano Local  Perfil de virulénciat Perfis de resisténcia? Genes de resisténcia3 Toltal por . Total por
ocal ribogrupo (%)
P2 B9 (1), B25 (1) - (1), blatem (1) 2
GO P5 B15 (1) 0(1) 1
Rist 2011 o ﬁg 88114 ((11)) O ((11)) i 14 (31,1%)
PR P2 B2 (2), B11 (1) -(2),0 (1) 3
SC P2 B1 (1), B6 (1), B16 (1), B17(1),B18(1),B20 (1) - (3),0 (1), blatem (2), blaampc (2) 6
BA P2 B2 (1), B26 (1) - (1), blatem (1), blaampc (1) 2
2010 MS P2 B28 (1), B29 (1) blactx-m (2), blaampc (2) 2
PR P2 B2 (1), B30 (1) -(2) 2
R2st SP P2 B2 (2) -(2) 2 13 (28,9%)
ES P2 B22 (1) blatem (1), blaampc (1) 1
2011 MG P2 B18 (1) blatem (1), blaampc (1) 1
SC P2 B2 (1), B4 (1), B7 (1) - (3) 3
2010 BA P2 B2 (1) -(1) 1
R3st RS P2 B5 (1) - (1) 1 3 (6,7%)
2011 RS P2 B1(1) -(1) 1
GO P2 B24 (1) 0 (1) 1
Rdst 2011 o P2 B21 (1) blactx-m (1) 1 2 (4,4%)
R5st 2010 MG P2 B3 (1) - () 1 1(2,2%)
R6st 2010 GO P2 B30 (1) - (1) 1 1(2,2%)
R7st 2010 PR P2 B1 (1) -() 1 1(2,2%)
R8st 2010  SC P2 B2 (1) -() 1 1(2,2%)
R9st 2010 BA P2 B12 (1) blaampc (1) 1 1(2,2%)
R10st 2011  SP P2 B13 (1) blaampc (1) 1 1(2,2%)
R1lst 2011 MG P2 B2 (1) - (1) 1 1 (2,2%)
R12st 2011 RS P2 B1 (1) -() 1 1(2,2%)
R13st 2011  SC P2 B23 (1) blatem (1), blaampc (1) 1 1(2,2%)
R14st 2011 GO P2 B10 (1) blaamc (1) 1 1(2,2%)
R15st 2011 PR P2 B19 (1) blactx-m (1) 1 1(2,2%)
R16st 2011 SP P2 B27 (1) blactx-m (1) 1 1(2,2%)
R17st 2011 MS P5 B8 (1) -(D) 1 1(2,2%)

Total

N
ol

L1P1:invA, sefA, agfA, IpfA; P2: invA, agfA, IpfA; P3: invA, sefA, IpfA; P4: sefA, agfA, IpfA; P5: invA, agfA; P6: agfA, IpfA.
2 Perfis em negrito agruparam cepas de carater multirresistente (B10 a B29). Valores entre parénteses referem-se ao nimero de cepas que apresentaram o perfil analisado.
3 Genes de resisténcia aos B-lactamicos avaliados: blarem, blashy, blactx-m € blaampc. ( - ): genes ndo pesquisados nas cepas. (0 ): auséncia dos genes pesquisados. Valores entre parénteses nesta coluna referem-se ao
namero de cepas que apresentaram ou ndo os genes analisados.
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Tabela 10. Ribogrupos, ano, local, caracteristicas de viruléncia e resisténcia de 31 cepas de Salmonella Typhimurium variante monofasica |
4,[5],12:i:- isoladas de carcacas de frango de corte no Brasil entre os anos de 2009 e 2011.

Ribogrupo  Ano  Local Pertll d'e Perfis de resisténcia? Genes de resisténcia® Total por . Total por
virulénciat local ribogrupo (%)
MG P2 C17 (1) blatem (1) 1
MS P2 C20 (1) blatem (1) 1
Ristun 2011 PR P2 C1(1),C2(1),C4(1),C5(1),C6(1),C7 (1) -(4),0(2) 6 17 (54,8%)
e P2 C1(1),C5(1),C10(1),C11(1),C14(1),C15(1),C16 (1) -(2),0 (1), blatem (4) 7
P5 C19 (1) blarem (1) 1
SP P2 C2 (1) - (1) 1
MS P2 C8(1),C13(1) 0(2) 2
2010 PR P2 Cl1(1),C2(2) -(3) 3
R2stvm sp P2 C2(3),C9 (1) 3,0 1 10 (32,2%)
2011 GO P2 C3(1) - (1) 1
R3stvm 2010 SP P2 C18 (1) blactx-m (1) 1 1 (3,2%)
R4stvm 2010 MG P2 C12 (1) 0 (1) 1 1 (3,2%)
R5s1vm 2010 TO P2 C2 (1) - (1) 1 1 (3,2%)
R6sTvm 2011 GO P2 Cl(1) - (1) 1 1(3,2%)
Total 31

LP1:invA, sefA, agfA, IpfA; P2: invA, agfA, IpfA; P3: invA, sefA, IpfA; P4: sefA, agfA, IpfA; P5: invA, agfA; P6: agfA, IpfA.

2 Perfis em negrito agruparam cepas de carater multirresistente (C11 a C20). Valores entre parénteses referem-se ao nimero de cepas que apresentaram o perfil analisado.

3 Genes de resisténcia aos B-lactamicos avaliados: blarem, blashy, blactx-m € blaampc. ( - ): genes ndo pesquisados nas cepas. (0 ): auséncia dos genes pesquisados. Valores entre parénteses nesta coluna referem-se ao
namero de cepas que apresentaram ou ndo os genes analisados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Devido a importancia que S. Infantis, S. Enteritidis e S. Typhimurium
representam para a saude publica mundial, os dados apresentados séo relevantes,
pois permitem uma caracterizagdo geral desses isolados circulantes na cadeia
avicola brasileira.

Fazendo uma analise geral dos resultados encontrados nos capitulos 2 e 3,
observa-se caracteristicas de patogenicidade tanto de S. Infantis como em S.
Enteritidis e S. Typhimurium, os quais apresentaram quase que na totalidade os
determinantes de viruléncia avaliados, demonstrando o potencial destes sorovares
para desencadear a doenca em humanos ou animais. A elevada presenca do gene
agfA nas cepas estudadas, associado a capacidade de adesdo e formacgdo de
biofilme, aponta para o perigo que a presenca destes isolados representam dentro
do matadouro, pela maior possibilidade de se aderirem as superficies dentro do
ambiente de abate, tornando-se numa fonte continua de contaminacdo das
carcacas, aumentando o perigo deste patégeno chegar até o consumidor e provocar
infeccéo.

Quanto aos perfis de resisténcia identificados, verificou-se que em S. Infantis
nao houve presenca de cepas multirresistentes, diferente de S. Enteritidis e S.
Typhimurium, em que foi encontrado grande numero de isolados multirresistentes.
Este dado aponta para as diferencas dos determinantes de resisténcia, variando de
acordo com o sorovar de Salmonella. Isto destaca a importancia que se faz dentro
da industria alimenticia de se realizar, além da resisténcia antimicrobiana, a
sorotipificacdo das cepas de Salmonella, para assim poder fazer uma associacao da
ocorréncia de perfis de multirresisténcia com determinados sorotipos. Estas
informacdes dao aos Orgdos de saude publica um maior entendimento das
caracteristicas dos sorovares circulantes no Brasil. O conhecimento da relagéo
sorovar vs perfis de multirresisténcia contribui para que estes 6rgaos possam adotar
estratégias para reduzir a pressdo de selegcdo e a evitar a emergéncia e a
disseminacédo de sorotipos resistentes, mantendo o espectro de acao e a eficacia
clinica dos antimicrobianos, principalmente aqueles de uso criticamente importante
na area de saude humana e animal.

O alto numero de isolados positivos para a maioria dos genes de viruléncia

estudados, e apresentando perfis de multirresisténcia aos antimicrobianos,
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demonstra a rapida selecdo dessas caracteristicas em S. Enteritidis e S.
Typhimurium durante o processo evolutivo, e sua melhor capacidade de adaptacéo
as condicdes adversas a que sdo submetidos. Para um melhor conhecimento
dessas caracteristicas, faz-se necessario a continuidade deste estudo para pesquisa
de outros determinantes de viruléncia e resisténcia, e assim avaliar a real ameaca
que este patdgeno possa representa para saude publica.

O tratamento de infeccbes causadas por Salmonella multirresistente,
produtoras de enzimas do tipo ESBL e AmpC, e o controle da disseminacdo de
genes de resisténcia na producdo avicola, representa um desafio para o0s
profissionais da area de salde animal. Além de todas as implicacdes sanitarias e de
saude publica, deve-se considerar 0s prejuizos econdmicos que este problema gera
para o setor avicola. Diante da posicdo de destaque do Brasil, como terceiro maior
produtor e maior exportador da carne de frango, tal situacdo pode prejudicar as
exportacdes brasileiras frente a importadores cada vez mais exigentes, cuja

legislacdo € rigorosa quanto ao uso de antimicrobianos na producdo animal.
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