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Salmonella MINNESOTA ISOLADOS DA CADEIA DE PRODUGAO AVIiCOLA:
GENES DE VIRULENCIA, FORMAGAO DE BIOFILMES E INIBIGAO COM
BIOCIDAS

CARDOSO, Taciano dos Reis. Salmonella Minnesota Isoladas da Cadeia de
Producgao Avicola: Genes de Virulencia, Formagao de Biofilmes e Inibigdo com
Biocidas. 2019. 77 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias) - Universidade
Federal de Uberlandia. Uberlandia, 2019. Programa de Pdés-graduagéo em Ciéncias
Veterinarias.

Resumo

O género Salmonella destaca-se pela alta prevaléncia entre os micro-organismos mais
frequentemente incriminados em surtos de doengas transmitidas por alimentos. Dentre
os sorovares, S. Minnesota vem apresentando um constante crescimento no numero de
isolamentos ao longo de toda cadeia de produgao avicola brasileira e também na Uni&do
Europeia e nos Estados Unidos, o que demonstra sua importancia e a necessidade de
investigar as caracteristicas de sua emergéncia para estabelecer medidas de controle
mais efetivas. A tese foi dividida em trés capitulos, sendo o primeiro referente as
consideragdes gerais dos topicos abordados nos demais capitulos. O segundo capitulo
objetivou avaliar em 20 cepas de S. Minnesota, isoladas nos anos de 2009, 2010 e 2014
em plantas de abate de frangos de corte de duas empresas brasileiras, a presencga de
genes de viruléncia e de adaptagdo ambiental para inferir o perigo potencial que
representam, e também estabelecer a relagao filogenéticapor PFGE entre os isolados.
Foi avaliada a presenca dos genes associados a apoptose (avrA), estresse oxidativo
(sodC), invasao (invA), os ligados a adeséao (agfA), a formagéo de biofilmes (/pfA) e ao
processo de quorum-sensing (luxS). Os perfis de viruléncia gerados demonstraram que
as cepas sao potencialmente patogénicas e o PFGE demonstrou grande diversidade
genética, com 14 pulsotipos, sendo trés deles com similaridade maior que 80%. O
terceiro capitulo objetivou determinar o indice de formagao de Biofilme (IFB) para as 20
cepas de S. Minnesota em trés temperaturas (4°C/25°C/36°C), assim como, investigar a
acao dos agentes biocidas clorexidina 1%, hipoclorito de Sodio 1% e acido peracético
0,8% na inibicdo dos biofiimes formados. Os resultados demonstraram que a
capacidade de S. Minnesota produzir biofiime nas diferentes temperaturas é variavel e
cepa dependente, mas que as temperaturas de 25 e 36°C sao mais favoraveis a sua
formagcdo. Todas as cepas apresentaram resisténcia ao hipoclorito de sodio 1%
enquanto que o uso de acido peracético e cloroxidina demonstraram a mesma eficiéncia
na reducao das contagens das cepas resistentes. A existéncia de cepas tolerantes aos
biocidas testados é preocupante e sugere uma possivel expressdo de genes
relacionados ao estresse oxidativo e/ou a existéncia de exposicdo a concentracdes
subletais no ambiente de producado avicola, representando um potencial real para o
desenvolvimento de mecanismos de adaptacdo. A inclusdo de medidas mais rigorosas
para impedir a instalagédo e para garantir a remocéao de biofiimes de S. Minnesota, aliado
a protocolos de monitoramento deve ser uma estratégia na industria avicola para
garantir a inocuidade do alimento produzido.

Palavras-chave: Biocidas, Biofilmes, Frango de corte, Gene, PFGE, Salmonelose.



Salmonella MINNESOTA ISOLATED FROM THE POULTRY PRODUCTION
CHAIN: VIRULENCE GENES, BIOFILM FORMATION AND INHIBITION WITH
BIOCIDES

CARDOSO, Taciano dos Reis. Salmonella Minnesota Isolated Poultry Production
Chain: Virulence Genes, Biofilm Formation and Inhibition with Biocides. 2019.
77 f. Thesis (Doctorate in Veterinary Science) - Federal University of Uberlandia.
Uberlandia, 2019. Graduate Program in Veterinary Sciences.

Abstract

The Salmonella genus stands out for its high prevalence among the microorganisms
most often found in outbreaks of foodborne diseases. Among the serovars, S.
Minnesota, has been showing a constant growth in the number of isolations along the
entire Brazilian poultry production chain and also in the European Union and the
United States, which demonstrates its importance and the necessity to investigate
the causes of its emergence to establish more effective control measures. The thesis
was divided in three chapters, the first referring to the general considerations of the
topics covered in the other chapters. The second chapter aimed to evaluate the
presence of virulence genes and environmental adaptation in 20 strains of S.
Minnesota, isolated in the years 2009, 2010 and 2014, in broiler slaughter plants of
two Brazilian companies, in order to infer the risk potential that they represent, and
also to establish the phylogenetic relationship among isolates. The presence of
genes associated with apoptosis (avrA), oxidative stress (sodC), invasion (invA),
adhesion-related (agfA), biofilm formation (IpfA) and quorum-sensing process (luxS)
was evaluated. The virulence profiles generated showed that the strains are
potentially pathogenic and PFGE showed great genetic diversity, with 14 pulse types,
three of them with homology greater than 80%. The third chapter aimed to determine
the Biofilm formation index (IFB) for the 20 strains of S. Minnesota at three
temperatures (4°C / 25°C / 36°C), as well as to investigate the action of the tallowing
biocidal agents: 1% chlorhexidine, 1 % sodium hypochlorite and 0.8% peracetic acid
in inhibition of formed biofilms. The results demonstrated that the ability of S.
Minnesota to produce biofilm at different temperatures is variable and strain
dependent, but temperatures of 25 and 36°C are more favorable to their formation.
All strains were resistant to 1% sodium hypochlorite whereas the use of peracetic
acid and chlorhexidine demonstrated the same efficiency in reducing counts of
resistant strains. The presence of tolerant strains to the biocides tested is of concern
and suggests a possible expression of genes related to oxidative stress and / or
exposure to sublethal concentrations in the poultry production environment,
representing a real potential for the development of adaptation mechanisms. The
inclusion of stricter measures to prevent the installation and to ensure the removal of
S. Minnesota biofilms, coupled with monitoring protocols, should be a strategy in the
poultry industry to ensure the safety of the food produced.

Keywords: Biocides, Biofilms, Broiler, Gene, PFGE, Salmonellosis.
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1. INTRODUGAO

O género Salmonella é classificado como um patégeno zoonédtico capaz de
infectar o homem e uma grande variedade de espécies animais de forma
assintomatica ou causando enfermidades, apresentando quadros clinicos de leves a
graves. Casos e surtos de salmonelose envolvendo humanos e outros animais como
aves e suinos resultam em prejuizos bilionarios para saude publica e para as
industrias importadoras e exportadoras de alimentos de origem animal (FAO / WHO,
2009; EFSA, 2015; LEE et al., 2015).

Nos anos de 2016 e 2017, tanto no Brasil, quanto nos Estados Unidos e na
Unido Europeia, os surtos de salmonelose acometendo humanos e animais foram
responsaveis por internagdes, mortes e prejuizos as industrias, sendo necessaria a
emissao de alertas e medidas de controle nas importacdes e exportacao de produtos
alimenticios (BRASIL, 2016; BRASIL, 2017; CDC 2017; EFSA, 2017). Na Uniao
Europeia, 94.530 casos de salmonelose humana foram confirmados em 2016,
resultando numa taxa de notificagdo de 20,4 casos por 100.000 habitantes (EFSA,
2017). No Brasil, mesmo com medidas adotadas pelas agéncias de controle
promovendo a biosseguranga alimentar e a adogdo de normas para restringir o
numero de patdgenos, os surtos de salmonelose no periodo compreendido entre 2000
a 2017 permaneceram altos, representando 32,3% dos casos de doencgas
transmitidas pelos alimentos (DTAs) em que o agente etiolégico foi identificado
(BRASIL, 2018).

Dentre as fontes de infecgdo por Salmonella aos humanos, o consumo de
produtos de origem animal, em particular carne de frango e seus derivados s&o os
alimentos mais incriminados e, por isso, seu consumo pode ser considerado como
fator de risco para possiveis infecgcdes em humanos (FAO / WHO, 2009; EFSA, 2015;
EFSA, 2017).

Ha variagbes entre os sorovares de Salmonella envolvidos nas infecgdes
humanas, que dependem do periodo de isolamento e da regido geografica, porém, os
sorovares S. Enteritidis e Typhimurium permanecem entre os mais isolados. Os 28
estados membros da Unido Europeia em 2014 registraram 23,4 casos de
salmonelose por 100.000 habitantes sendo que os sorotipos S. Enteritidis e S.
Typhimurium representaram 44,4% e 17,4% dos isolamentos, respectivamente
(EFSA, 2015). Nos Estados Unidos em 2016, dentre os 7.554 casos de salmonelose
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humana confirmados, os sorotipos S. Enteritidis (17%), S. Newport (11%) e S.
Typhimurium (9%) foram os mais prevalentes (CDC, 2017). Porém, outros sorovares
tem ganhado importancia, seja por sua emergéncia como causa de doeng¢a humana
ou pelo aumento no numero de isolamentos em alimentos ou animais de produgéo.
Salmonella Minnesota € um dos sorovares que vem se destacando no Brasil e no
mundo pelo aumento do numero de isolamentos na cadeia produtiva avicola (CODA-
CERVA, 2014; VOSS-RECH et al., 2015).

Na Bélgica, no ano de 2009, somente 2% dos isolados eram identificados como
pertencentes ao sorovar S. Minnesota. Porém, em 2012, este sorovar tornou-se o
segundo mais prevalente em frangos de corte, representando 17,6% do total de
isolamentos (CODA-CERVA, 2014).

No Brasil, S. Minnesota esta entre os mais notificados em aves (FREITAS,
2011). Esta emergéncia também foi observada por COSTA et al. (2013) em carcagas
de frangos e produtos avicolas e por VOSS-RECH et al. (2015) em plantéis avicolas.

O Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF) nos anos de 2012 e 2013,
emitiram na Europa alertas da presenga do sorovar S. Minnesota em carne de frango
importada do Brasil (RASFF, 2012; RASFF, 2013). Novamente em 2017, novo alerta
foi emitido, com S. Minnesota identificada em quatro amostras de peitos de frangos
congelados importadas do Brasil (RASFF, 2017a; RASFF, 2017b).

CORCORAN et al. (2013) relataram que uma das hipdteses do constante
aumento no numero de isolamentos de S. Minnesota é a capacidade deste sorovar se
associar em comunidades na forma de biofilmes, o que facilitaria a sua perpetuacéo
no ambiente por longos periodos, aumentando a possibilidade de infecgdo das aves e
da contaminagao da carne. Esta hipétese foi corroborada por estudos conduzidos no
Brasil por MACHADO et al. (2017) em duas plantas de abate, em que em uma delas,
S. Minnesota correspondeu a 91,3% dos isolados. Os autores atribuiram a possivel
permanéncia das cepas deste sorovar por longos periodos nesta planta como
indicativo da formacao de biofilmes.

Novos estudos sao necessarios para conhecer as caracteristicas de S.
Minnesota, incluindo seu potencial perigo a saude publica, sua disseminagao,
formacao de biofiimes e formas para o seu controle. Estes conhecimentos poderao
auxiliar no estabelecimento de medidas para a avaliagao do risco de sua presenga em
alimentos e na implantacdo de medidas preventivas ou para o seu controle. Estes
estudos sao justificados pelo fato de que 33,1% da carne de frango produzida no
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Brasil sdo destinadas ao mercado externo e que o pais € o segundo maior produtor e
maior exportador mundial (ABPA, 2018), e ainda, que a presenga de Salmonella é

uma barreira sanitaria a exportacao (FAO / WHO, 2009).

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Determinar em cepas de S. Minnesota isoladas em duas plantas industriais
brasileiras com ciclo completo de produgao e sistema de integragao, habilitadas pelo
Servigco de Inspecdo Federal (SIF) para o abate e comercializagdo de carne de
frangos no comércio interno e exportacédo, o perfil de viruléncia, a biodiversidade
genética, a capacidade para produzir biofilmes e a eficiéncia do uso de agentes
quimicos no seu controle, e ainda, avaliar o perigo potencial que podem representar

para a saude publica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFCOS

Determinar nas cepas de S. Minnesota previamente isoladas:

i) a presenca dos genes de viruléncia e de adaptacdo ambiental associados a
apoptose (avrA), estresse oxidativo (sodC), invasao (invA), adesao e biofilme
(agfA, sefA e IpfA) e quorum-sensing (luxS) por meio de PCR,;

i) os perfis génicos, considerando o numero e tipos de genes (viruléncia e
adaptacao ambiental) determinados em cada uma das cepas;

iii) a relacao filogenética entre os isolados, verificando a biodiversidade, a
disseminagao dos clones, agrupamento, assim como, a relagdo dos perfis
génicos de viruléncia e adaptacdo ambiental;

iv) o risco potencial que as cepas representam de causar infecgdes, considerando
a presenca dos genes e a disseminacao dos perfis;

v) o potencial para formagao de biofilmes de forma qualitativa e quantitativa sob
diferentes temperaturas ;
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vi) a atuagdo dos agentes quimicos: clorexidina 1% , hipoclorito de sodio 1% e

acido peracético 0,8% nos biofilmes formados.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Género Salmonella

O género Salmonella foi primeiramente isolado pelo médico veterinario norte
americano Daniel E. Salmon em 1884 de intestino de porco, e tornou-se um dos mais
importantes géneros bacterianos associado as doengas transmitidas pelos alimentos
(RYAN et al., 2017).

Este género pertence a familia Enterobacteriaceae, sdo bastonetes Gram
negativos, ndo esporogénicos, aerdbicos ou anaerdbios facultativos, oxidase
negativos e catalase positivos, reduzem nitrato a nitrito, formam acido e gas a partir
de glicose, ndo fermentam a lactose e a sacarose, produzem H,S, ndo produzem
indol ou hidrolisam ureia e descarboxilam lisina e ornitina (TINDALL et al., 2005).

A maioria das espécies de Salmonella sdo moveis pela presenga de flagelos
peritriquios, com exceg¢do dos sorovares S. Gallinarum e S. Pullorum. Sua
temperatura 6tima de crescimento esta proxima a 36°C, no entanto, ha registros de
crescimento entre 2°C e 4°C, podendo chegar até a 54°C. Sobrevivem a uma ampla
faixa de pH, de 3,8 a 9,5, com um crescimento 6timo entre pH 6,5 e 7,5. Necessitam
de atividade de agua superior a 0,94, sendo que valores inferiores a estes, inibem seu
desenvolvimento. Sdo patdgenos zoonoticos capazes de infectar humanos e uma
variedade de espécies animais, como aves, suinos, bovinos, animais domésticos. O
género € amplamente distribuido, sobrevivendo em diversos ambientes e hospedeiros
(HEW et al., 2005; D’AOUST; MAURER, 2007; GERMANO; GERMANO, 2008; WHO,
2015; ADLEY; RYAN, 2016).

A classificacdo e nomenclatura do género Salmonella passou por diversas
modificagdes (HEYNDRICKX et al., 2005). Atualmente adota-se a presenca de duas
espécies: Salmonella enterica e Salmonella bongori, sendo que S. enterica possui
seis subespécies: S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica
subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae e S.
enterica subsp. indica (TINDALL et al., 2005; GRIMONT; WEILL; 2007; LAN;
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REEVES; OCTAVIA, 2009; SYLVIE ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014; MIKALOVA
et al., 2017).

A classificacao das Salmonellas em sorotipos proposto por White-Kaufmann-Le
Minor é amplamente empregada. Salmonela enterica possui mais de 2600 sorovares
e Salmonela bongori, 22. A sorotipagem separa as cepas em diferentes grupos com
base em sua composi¢ao antigénica presente na parede celular (antigenos somaticos
“O”), nos flagelos (antigenos flagelares “H”) e na capsula (antigeno capsular “Vi*),
este ultimo, ocorrendo em trés sorotipos: S. Typhi, S. Paratyphi C e S. Dublin
(BRENNER et al., 2000; POPOFF e LE MINOR, 2005; GRIMONT e WEILL, 2007;
FERREIRA e CAMPOS, 2008; NATARO et al., 2011).

Neste estudo foi utilizado a nomenclatura proposta pelo Centers for Disease
Control and Prevention, Atlanta, E.U.A. (CDC, 2011), em que o0 género, a espécie e
subespécie sao grifados em italico e o sorovar com a primeira letra maiuscula, sem
italico, como exemplo: Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Minnesota, sendo
aceita a grafia somente com o nome do género em italico, seguida do sorovar com a
primeira letra maiuscula, sem italico: Salmonella Minnesota ou S. Minnesota (CDC,
2011; RESENDE, 2015).

3.2 Salmonella Minnesota: isolamentos na cadeia avicola e relagao

com saude publica

Salmonella Minnesota foi isolada pela primeira vez em 1936 pelo Dr. B.S.
Pomeroy em uma fazenda de criagdo de perus no estado de Minnesota nos EUA.
Apos este isolamento, estudos sorologicos demostraram se tratar de um novo sorovar
de Salmonella, denominado S. Minnesota (EDWARDS; BRUNER, 1938).

Dentre os sorovares de Salmonella, S. Minnesota vem se destacando pelo
aumento do numero de isolamentos na cadeia produtiva avicola no Brasil e no mundo
(CAMPOS et al., 2018; RASFF, 2017a; RASFF, 2017b).

No Brasil, os principais sorovares identificados e notificados a partir do
isolamento de aves sofrem constantes mudancas, e incluem: Salmonella Enteritidis,
Salmonella Minnesota, Salmonella Agona e Salmonella Typhimurium (FREITAS,
2011).

Apesar de o sorovar Minnesota possuir pouco envolvimento em doenga

humana, STEINEBRUNNER et al. (2013) relataram o primeiro caso clinico
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envolvendo este sorovar em um paciente imunodeprimido pela sindrome de Crohn’s
na cidade de Heidelberg, Alemanha. O paciente apresentava caso de urosepse ou
sepse grave, porém, por se tratar de um caso isolado, ndo permitiu estabelecer sua
importancia em saude publica.

Mesmo ainda n&o tendo sido identificada sua importancia em saude publica, S.
Minnesota tem trazido grandes preocupagdes as industrias exportadoras, ja que em
alimentos, geralmente n&o se avalia o sorovar, sendo somente a presenc¢a do género
suficiente para sua condenag¢do. O aumento no numero de isolamentos na cadeia de
producao de carne de aves e o0 pouco conhecimento de seu potencial zoondtico pode
se traduzir em barreira sanitaria as exportagdes, deixando o pais vulneravel a
embargos (FREITAS, 2011; CODA-CERVA, 2014; VOSS-RECH et al., 2015).

A Associacao Brasileira de Proteina Animal (ABPA) em seu relatério anual em
2018 relatou que 33,1% da carne de frango produzida no Brasil € destinada ao
mercado externo. O Brasil com a proximadamente 13.056 mil toneladas tornou-se o
segundo maior produtor de carne de frango no mundo, estando atras apenas dos
Estados Unidos, que produz 18.596 mil toneladas. Mas na exportacao, o Brasil ocupa
o lugar de maior exportador mundial de carne de frango e seus derivados, seguido
dos EUA e UE. Os paises com maior expressao de importagdo da carne de frango
brasileira sdo a Africa do Sul, Arabia Saudita, Japdo, México e UE (ABPA, 2018).

Pela importancia sanitaria da positividade de Salmonella spp na cadeia avicola,
o o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil (Mapa) instituiu a
Instrucdo Normativa da Secretaria de Defesa Agropecuaria no. 20 em 21 de outubro
de 2016, com o objetivo de realizar um maior controle e reduzir os embargos por meio
de um monitoramento extensivo de Salmonella spp nos estabelecimentos avicolas
registrados no Servico de Inspecao Federal — “SIF" (BRASIL, 2016).

COSTA et al. (2013) no Brasil, constataram que S. Minnesota foi o segundo
sorovar mais prevalente, quando avaliaram 12.582 cepas oriundas de carcagas de
frangos e produtos avicolas isoladas entre os anos de 2007 e 2011. O mesmo ocorreu
apos analise de 82 cepas de Salmonella spp. isoladas de plantéis avicolas brasileiros
por VOSS-RECH et al. (2015) que identificaram 15 sorotipos diferentes, sendo que os
mais prevalentes: S. Minnesota (40,24%), S. Infantis (14,63%) e S. Heidelberg
(7,31%), demonstrando a emergéncia desses sorovares no pais.

Em estudo conduzido no Brasil por Machado et al. (2017) nos anos de 2012 e
2013, duas plantas de abate de uma empresa, localizadas no estado de Mato Grosso
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do Sul (planta A) e em Santa Catarina (planta B), também foi observada a emergéncia
de Salmonella Minnesota, que foi o sorovar mais frequentemente isolado (91,3%) na
planta A. Os autores relataram que a permanéncia de cepas por longo periodo em
plantas de abate pode indicar a formacao de biofilmes, devendo as empresas
adotarem novas medidas de prevencao e controle.

A deteccao de Salmonella em carne de aves produzidas no Brasil e exportadas
para Portugal nos anos de 2014 e 2015 demonstrou além da presencga, a resisténcia a
cefalosporina de espectro estendido em cepas de S. Heidelberg e S. Minnesota
(CAMPOS et al., 2018). A resisténcia antimicrobiana € um problema de saude publica
mundial.

Segundo a Organizagao das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacéo
(FAO / WHO, 2009), o monitoramento e a vigilancia demonstraram que a principal
causa de enfermidades transmitidas por alimentos € devida a patégenos zoonéticos.
Considerando que Salmonella € um dos agentes etiolégicos mais prevalente nestas
enfermidades no Brasil € no mundo, e que o sorovar S. Minnesota apresenta aumento
na prevaléncia na avicultura brasileira, estudos que colaborem no entendimento de
sua epidemiologia e nos métodos para seu controle trazem contribui¢do as industrias,

autoridades sanitarias e a seguranca alimentar.

3.3 Genes de viruléncia e adaptagdao ambiental no género Salmonella

Os mecanismos pelos quais o género Salmonella interage com os hospedeiros
dependem de varios fatores relacionados ao hospedeiro e a bactéria. Para resultar
em doenca, um dos fatores que pode ser destacado € a presenca de genes
associados a viruléncia e adaptacdo ambiental, entre eles, genes relacionados a
presenca de fimbrias, flagelos, habilidade de penetrar, replicar nas células epiteliais
dos seus hospedeiros e a capacidade de formar biofilmes (VIEIRA, 2009;
MENDONCA, 2016).

O potencial patogénico de Salmonella spp esta relacionada a presencga de
genes de viruléncia e adaptacao, entretanto, a patogenicidade € variavel entre os
individuos devido as combinagdes de presenca/auséncia de determinados genes e
também, na capacidade de expressa-los. A utilizagdo de marcadores moleculares de
viruléncia relacionados aos processos de invasao e adesao celular, formacao de

biofiimes e aos mecanismos de resisténcia as condi¢cdes de estresse ambiental tem
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indicado o grau de patogenicidade de estirpes isolados de frangos ou da carne
destes animais e os riscos ao consumidor (OCHOA; RODRIGUES, 2005; BORGES
et al., 2018).

O processo de invasdo por Salmonella ao hospedeiro esta ligado a
transferéncia de proteinas efetoras para o interior das células eucaridticas. Estas
proteinas sé&o secretadas pelo sistema de secrecao Tipo Il (T3SS) que é codificada
pelos genes inv, spa, prg e org, que estdo localizados em ilhas de patogenicidade,
como a SPI-1 (Salmonella pathogenicity island 1), que é a ilha de patogenicidade
mais bem estudada das 17 ilhas de patogenicidade em Salmonella. A SPI-1 também
codifica o antigeno Vi presente apenas nos sorotipos de Salmonella (S. Typhi, S.
Paratyphi e S. Dublin), e SPI-2 que esta relacionado a infecgdes sistémicas e
codifica o sistema de secregao Tipo Il (SCHMIDT e HENSEL, 2004; FERREIRA e
CAMPOS, 2008; HARAGA; OHLSON; MILLER, 2008).

As bactérias Gram-negativas desenvolveram cinco sistemas de secregao (I, Il,
[ll, IV e V) para facilitar a passagem das proteinas efetoras pela membrana externa
até ao interior das células dos hospedeiros. A expressao do sistema de secrecao tipo
lIl parece ser altamente conservado no género Salmonella e é ativado pelo contato da
bactéria com a célula do hospedeiro, permitindo que as proteinas efetoras se
desloquem para o interior da célula (TEMME et al., 2008; FERREIRA e CAMPQOS,
2008). A interiorizagcao das proteinas efetoras leva a mudangas no citoesqueleto de
actina formando ondulagdes nas superficies das células do hospedeiro, denominado
“rufles”, permitindo a proliferagdo intracelular de Salmonella spp. (OCHOA e
RODRIGUES, 2005; FERREIRA e CAMPQOS, 2008; VIEIRA, 2009).

Para infectar um hospedeiro, Salmonella necessita invadir as células do epitélio
intestinal. GALAN e CURTISS (1989) identificaram um operon inv (invasibility)
composto de trés genes, invABC, que estavam relacionados a capacidade de S.
Typhimurium invadir células em cultivo celular. Posteriormente, os mapeamentos
genéticos de S. Typhimurium demostraram 15 genes para o operon inv (invABCDFG
até invO), onde o gene invA é o primeiro no operon, € parece ser essencial na
invasdo de células epiteliais por sorotipos de Salmonella enterica, e é também,
altamente conservado (PORTER; CURTISS, 1997).

No Egito foram analisadas 100 amostras de carnes coletadas em
supermercados, sendo 50 de carne bovina e 50 de aves, e delas, 16% foram positivas
para Salmonella. A positividade foi de 26% (13/50) na carne bovina e 6% (3/50) na
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carne de aves. Todos os isolados de Salmonella foram positivos para o gene invA
(100%), e isto levou os autores a afirmar que o gene invA parece ser bastante
conservado em todos os sorovares de Salmonella (KARMI, 2013).

BORGES et al. (2013) analisaram nove genes (invA, agfA, IpfA, sefA, avrA,
hilA, sopE, spvC e sivH) associados a viruléncia em 84 cepas de Salmonella
Enteritidis isoladas entre 1996 e 2010 de diferentes fontes aviarias, no estado do Rio
Grande do Sul, Brasil. Estes autores constataram 100% da presenga dos genes
invA, sefA, avrA, hilA e sivH, 99% das cepas possuiam os genes SopE e IpfA, 96%
continham o gene agfA e 92% dos isolados possuia 0 gene spvC .

Em estudo realizado no Brasil em 237 cepas de Salmonella enterica isoladas
de alimentos (ROWLANDS et al. 2014), também determinaram 100% de presenca
para os genes invA e avrA nas cepas analisadas.

Ao investigarem 300 amostras de carne bovina na Tunisia (OUESLATI et al.
2016), observaram presenca de Salmonella spp. em 5,7% (17/300). Seis sorotipos
foram identificados, incluindo S. Montevideo (8/17), S. Anatum (3/17), S. Minnesota
(2/17), S. Amesterdam (2/17), S. Kentucky (1/17) e S. Brandenburg (1/17). Todas as
cepas isoladas apresentavam 100% de presencga do gene invA.

Outra importante caracteristica de patogenicidade para o género Salmonella é
a fixagcado da bactéria a célula hospedeira, ja que para a invasao, necessitam entrar
anteriormente em contato, aderir e se fixar a um ou mais tipos celulares do tecido
intestinal. Estas bactérias utilizam o repertério de fimbrias, as quais estido
relacionadas a adesdo em diferentes células epiteliais e a matriz extracelular,
formacéao de biofilmes e motilidade. As mais frequentes sao fimbria tipo 1 (codificadas
pelo gene fim), fimbria fina agregativa (codificada pelo gene agf), fimbria plasmideal
(codificada pelo gene pef) e fimbria polar longa (codificada pelo gene Ipf) (GIBSON et
al., 2007; FERREIRA e CAMPQOS, 2008).

As fimbrias possuem especificidades variadas em relacdo aos hospedeiros,
sendo as caracteristicas das fimbrias tipo 1 ainda pouco conhecidas. Ja as fimbrias
finas agregativas sao codificadas pelo operon agfBAC cujo gene agfA promove a
interacao entre o patdgeno e o epitélio intestinal do hospedeiro, ligando-se a proteinas
que irao auxiliar na adesao, formacdo da matriz extracelular, formacao de biofilme,
persisténcia ambiental e auto-agregacao de Salmonella spp, entre elas, a fibronectina,
permitindo a sobrevivéncia da bactéria (COLLINSON et al., 1996; WHITE et al., 2006;
GIBSON et al., 2007).
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A fimbria polar longa esta entre as maiores fimbrias relatadas, e é codificada
pelo gene IpfA, foi identificada inicialmente em uma cepa de S. Typhimurium, e esta
localizada na regido mais polar da bactéria. O operon IpfABCDE possui cinco genes
e € observado apenas no género Salmonella. O operon Ipf estd associado ao
tropismo pelas placas de Peyer do intestino e a imunidade cruzada entre diferentes
sorovares de Salmonella nos diferentes hospedeiros (NORRIS; BAUMLER, 1999;
OCHOA, RODRIGUES, 2005).

MOURA et al. (2014) analisaram 86 cepas de Salmonella spp. isoladas de
trés lotes de suinos em granja de terminagcdo sob inspec¢ao oficial no Brasil e
analisaram separadamente a presencga de trés genes de viruléncia: invA, agfA e
IpfA. A co-ocorréncia dos trés genes foi identificada em 73,34% dos isolados,
enquanto que genes invA e agfA foram detectados em 100% das cepas e o gene
IpfA em 80,63%.

A presengca da fimbria SEF14, foram observadas por (CLOUTHIER et
al.,1993) ao avaliarem cepas de S. Enteritidis, estas fimbrias sdo formadas e
expressas pela presenca do operon sef, com trés subunidades sefA, sefB e sefC. Ja
estudo desenvolvido por COLLINGHAN e WOODWARD (2001) identificaram mais
dois genes sefD e sefE no operon sef. O gene sefA codifica as fimbrias, sefB
codifica uma proteina da membrana externa, sefC é o maior componente da fimbria,
e sefD codifica uma adesina. Esta fimbria esta relacionada com adesao e invasao a
placa de Peyer no intestino delgado e a sobrevivéncia em macréfagos. Na auséncia
do gene sefA, os genes sefB e sefC nao se expressam (MIRMOMENI et al., 2008).

ZOU et al. (2012), nos Estados Unidos, entre os anos de 2009 e 2010,
avaliaram 425 isolados clinicos de S. Enteritidis de origem humana responsaveis por
surtos de salmonelose devido ao consumo de ovos contaminados. A maioria dos
isolados (422/425; 99,3%) apresentou os genes de viruléncia invA e sefA.

Estudos gendmicos comparativos entre os sorovares de Salmonella enterica,
demostraram que sua patogenicidade esta relacionada a proteinas expressas pelos
genes presentes em suas ilhas de patogenicidade especificas, auxiliando esses
patdgenos na capacidade de invasdo, adesdo, manutengdo no meio ambiente e
formagao de biofiimes (JACOBSEN et al., 2011; MCWHORTER e CHOUSALKAR,
2015).

HARDT e GALA (1997) demonstraram em estudos com cepas de S.

Typhimuruim, a presenga do gene avrA na ilha de patogenicidade tipo Ill. A proteina



28

efetora avrA possui um papel importante na adaptacdo ao meio com a inibicdo do
processo inflamatério e leva a apoptose em culturas de células. Outros
pesquisadores demonstraram que a proteina avrA, faz um processo de translocacao
para o interior da célula do hospedeiro alterando sua resposta imune frente ao
micro-organismo e que esta resposta pode estar ligada a SPI-1 e SPI- 2, podendo
ser localizada ou sistémica. O gene avrA esta presente em aproximadamente 80%
das cepas de Salmonella enterica, com exceg¢ao de S. Typhi e S. Paratyphi, que ndo
possuem este gene (GIACOMODONATO et al. 2014).

3.4 Biofilmes de Salmonella

Biofilmes sdo comunidades bacterianas nas quais as células de uma ou de
diferentes espécies se aderem umas as outras a uma superficie viva ou inerte. Estas
células sao envolvidas em uma matriz polimérica extracelular composta
principalmente exopolissacarideo (EPS), proteinas e acidos nucléicos. As formagoes
destes biofilmes podem impactar na saude publica, onde estes microrganismos
sésseis podem se tornar resistentes os varios antimicrobianos se tornando fontes
constantes de contaminagao (HALL-STOODLEY e STOODLEY, 2009; FLEMMING e
WINGENDER, 2010; AZEVEDO e CERCA, 2012).

A formacéo de biofiimes de patégenos ou deteriorantes em superficies de
contato com alimentos € uma grande preocupacgao para as industrias, podendo levar
a perdas econOmicas e embargos sanitarios. Dentre os fatores que podem ser
facilitadores para a colonizacdo ambiental e consequente formacao de biofilmes
podem ser destacadas, a falta de higienizagado adequada, falta do rodizio no uso de
bases desinfetantes e deficiéncias nas instalacbes pela presenca de equipamentos
inadequados com bordas e frestas, que dificultam a higienizacdo (GRAM et al.,
2007; HUNG, HENDERSON, 2009; SERENO et al., 2017; BORGES et al., 2018).

Uma das dificuldades no controle de Salmonella no ambiente esta ligada a
sua capacidade de formacao de biofilmes. Esta estrutura confere maior resisténcia
aos antimicrobianos, aos agentes quimicos, as condi¢cdes adversas do ambiente, as
variagoes de temperatura, as concentragdes de oxigénio e de privacao de nutrientes
(STEENACKERS et al., 2012; BORGES et al., 2018).

A formacao de biofilme pelos micro-organismos geralmente € uma resposta

adaptativa dos mesmos as injurias do ambiente, incluindo ai alteragdes no pH,
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tensdo de oxigénio, temperatura, nutriente e osmolaridade. A resposta ao estresse
pode ser regulada pela expressdo de genes especificos e pela formagdo de uma
matriz extracelular, que leva a maior sobrevivéncia e contaminagdo dos alimentos
(GERSTEL; ROMLING, 2003; MILAN; TIMM, 2015a).

BORGES et al. (2018) avaliaram no Brasil, a capacidades de formac&o de
biofilmes por 243 cepas de Salmonella enterica, pertencentes a 11 sorotipos,
isolados de aves ou de alimentos envolvidos em surtos de salmonelose. Os ensaios
foram realizados em quatro diferentes temperaturas de incubacgao (36°C, 28°C, 12°C
e 3°C). Os autores verificaram que a formagao de biofilme foi influenciada pela
aderéncia a superficie e temperatura.

Uma vez que a fixacdo de bactérias € estabelecida, elas comegam a formar
um microambiente por meio do recrutamento de outras bactérias do ambiente
circundante e replicam-se constantemente. Esta comunidade bacteriana cresce
rapidamente e evolui para um formato tridimensional. Quando o biofiime atinge a
maturidade, algumas células sao liberadas, se tornam plancténicas e migram para
outros locais adequados para a colonizagédo e para o estabelecimento de um novo
biofiime (WATNICK, P e KOLTER., 2000; BRANDA et al., 2005). Estas estruturas
tornam-se pontos constantes de contaminagao.

As células dentro de um biofilme expressam genes de maneira bastante
distinta quando comparadas as formas planctonicas (AN, PARSEK, 2007). As
diferentes fases da formacao de biofilme sdo caracterizadas pela expressédo de
genes distintos. A fixagao inicial requer a expressao de pili e fimbrias para auxiliar no
contato com a superficie e ajudar as células bacterianas a superar as forcas
eletrostaticas que a superficie tera sobre elas. Essa fase inicial é reversivel e as
células podem facilmente desprender-se e voltar ao estado plancténico. Para aderir
de forma irreversivel, as bactérias devem diminuir a expressdo dos genes de
motilidade e induzir a expressao de genes que codificam os componentes da matriz
extracelular (PETROVA; SAUER, 2012).

Nos processos de formacdo de biofilmes por Salmonella a “fimbria fina
agregativa” ou Curli, estdo associadas a residuos hidrofébicos nas quais auxiliam na
adesao a superficies, invasao do hospedeiro e a formagdo da matriz extracellular
“EPS” (FERREIRA e CAMPOS, 2008; STEENACKERS et al., 2012; CORCORAN,
2013).

As fimbrias Curli sdo sintetizadas apartir dos genes csgD, organizado em dois
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operons csgBAC / csgDEFG e estdo presentes na superficie de bactérias Gram-
negativas (GERSTEL & ROMLING, 2003). ZAKIKHANY et al. (2010) avaliaram a
importancia do gene agfD, que também atua indiretamente no gene adrA, a fim de
regular a producédo de “celulose” bacteriana, um polimero de glicose que auxilia na
adeséo a superficies abidticas e no desenvolvimento do biofilme.

Os polissacarideos capsulares e os lipopolissacarideos (LPS) desempenham
um importante papel na formacdo de biofilmes, onde a delegdo dos genes
relacionados aos lipopolissacarideos pode resultar na diminuicdo ou perda total
dessa habilidade (ROMLING, 2007; CORCORAN, 2013).

3.5 Processo de higienizagao

O Brasil é o segundo maior produtor de carne de frango e ocupa o primeiro
lugar como maior exportador mundial (ABPA, 2018), e assim, para manter as
condi¢des de biosseguranca no processo produtivo adota diferentes programas de
controle e monitoramento das condi¢gdes higiénico-sanitarias desde a producéo
primaria até o abate.

O programa de higienizagao industrial € composto de duas etapas: a limpeza
e a sanitizacdo. O processo de limpeza reduz o acumulo de materiais organicos e
inorganicos e também atua na remogao de células bacterianas que ainda se
encontram na fase inicial reversivel de adeséo, quando sofrem a acao de forgas de
interagdes hidrofébicas, eletrostatica e ndo estdo totalmente aderidas a superficies,
sendo facilmente removidas pela acdo mecanica e uso de detergentes (WATNICK,
KOLTER, 2000; ANDRADE, 2008; KASNOWSKI et al., 2010). Assim, a limpeza é
um processo importante da manutengao da inocuidade do alimento e também visa
mitigar a formacgao de biofilmes (ANDRADE, 2008).

A sanitizagcdo € realizada apos a limpeza com o objetivo que reduzir a
contaminagao microbiologica e é realizada com o uso de biocidas como o acido
peracético, hipoclorito de sodio, clorexidina, amdnia quaternaria, entre outros, que
sdo necessarios para reduzir e/ou eliminar os micro-organismos presente nas
superficies. Os biocidas devem possuir caracteristicas quimicas e fisicas de baixa
toxidade, serem alergénicos, possuir baixa corrosividade, resistir a altas
temperaturas e reduzir a adesao e eliminar os micro-organismos das superficies
(MBRETRJ et al., 2012; SINDE CARBALLO, 2000).
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Apesar da adogdo de programas de controle e monitoramento das condigbes
higiénico-sanitarias, doengas transmitidas pelos alimentos so relatadas em diversos
paises (BRASIL, 2018). Uma das provaveis causas da presenga de patdgenos em
alimentos é a formacao de biofilmes em superficies de equipamentos e a sua dificil
remocao. Isso, por que as células sésseis apresentam caracteristicas diferentes das
formas planctbnicas, como interagcbes por pontes de hidrogénio, ligagdes
hidrofébicas, outras ligagbes quimicas e produgdo de substancias poliméricas
extracelulares. Além disso, quando associadas nestas comunidades, as bactérias
possuem maior facilidade na aquisicdo de genes de viruléncia e de adaptagao
ambiental, além de estarem fisicamente protegidas pela matriz polimérica
extracelular. Ap6s a maturagdo do biofilme, os micro-organismos se desprendem
das estruturas e contaminam outras superficies ou os alimentos (JOSEPH et al.,
2001; OLIVEIRA et al., 2010; KASNOWSKI et al., 2010).

Pesquisadores tém avaliado o uso de agentes quimicos na redugao ou
eliminagao de micro-organismos aderidos a superficie. Rossoni e Gaylard (2000)
avaliaram os efeitos do hipoclorito de sdédio e acido peracético na redugao e/ou
eliminacao P. aeruginosa, E. coli e S. aureus isoladas de carcagas de frango, e
posteriormente aderidas sobre superficie de ago inoxidavel. Concluiram que o uso
de hipoclorito de sddio é mais eficaz que o acido peracético para eliminar ou reduzir
a formacéo de biofilmes (VIRTO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2010).

CABECA et al. (2006) avaliaram a ag¢ao de sanitizantes utilizados na industria
alimenticia (iodo, biguanida, compostos quaternarios de aménio, acido peracético e
hipoclorito de sédio) na reducdo ou eliminagdo do numero de células de Listeria
monocytogenes aderidas a superficie de ago inoxidavel durante 24, 72 e 120 horas.
Concluiram que todos agentes quimicos testados foram capazes de reduzir a
formacao do biofilme, porém, nenhum deles foi capaz de eliminar todas as células
bacterianas. O agente quimico mais eficiente na reducdo de células de L.
monocytogenes foi o hipoclorito de sédio.

No Brasil, MILAN et al. (2015b) isolaram 20 cepas de Salmonella enterica
subsp. enterica de carcagas de frangos e avaliaram sua capacidade em formar
biofilme nas superficies de aluminio, polietileno e vidro na temperatura de 36°C por
24 horas. Apenas duas cepas do sorotipo Salmonella Enteritidis foram capazes de
formar biofilme nas trés superficies testadas. Posteriormente, analisaram a agéao dos
biocidas hipoclorito de sddio e iodo na remocao destes biofilmes e constataram que
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ambos os biocidas foram capazes de reduzir o biofiime, mas que com o uso do
hipoclorito a reducdo foi maior. Também observaram que a acdo dos biocidas pode
ser cepa dependente, ndo eliminando todos 0os micro-organismos.

Também no Brasil, COLLA et al. (2012) avaliaram 20 cepas de Salmonella
Heidelberg frente aos agentes quimicos clorexidina, amdnia quaternaria e acido
peracético em contato por 5, 10, 15 e 20 minutos, isoladas de agua, carcagas de
frango e seus derivados no periodo de 2005 (14 cepas) e 2009 (6 cepas). As cepas
foram isoladas no mesmo abatedouro de aves. Todas as 20 cepas de S. Heidelberg
foram susceptiveis ao acido peracético 1% em todos os tempos de tratamento,
enquanto que a clorexidina e a ambnia quaternaria ndo apresentaram a mesma
eficiéncia, ja que nao reduziram significativamente o numero de células bacterianas.
Os autores enfatizaram a necessidade de alternancia entre os biocidas nas
industrias de alimentos para evitar possivel transferéncia de resisténcia ou selecao

de cepas resistentes.

3.6 Pulsed Field Gel Electrophoresis - PFGE

A avaliagao da disseminagédo de patégenos ao longo da cadeia produtiva de
alimentos € importante para que as industrias possam atuar na prevencao e na
implantagdo 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 saude publica. Dos muitos métodos moleculares atualmente
disponiveis, a analise de macrorrestricdo por eletroforese em gel de campo pulsado
(Pulsed Field Gel Electrophoresis - PFGE) demonstrou ser particularmente util para
o agrupamento e diferenciacdo de muitos patégenos (STREULENS; DE RYCK;
DEPLANO, 2001). Embora a sensibilidade e o poder discriminatério de PFGE
dependam do micro-organismo a ser subtipado e da enzima de restrigao utilizada,
sua alta relevancia epidemiolégica tem feito esta técnica o "padrdo ouro" para
subtipar patégenos bacterianos de origem alimentar (GOERING, 2004; YANG et al.,
2013).

PFGE é o método subtipagem molecular mais amplamente utilizado para
Salmonella (BARRETT; GERNER-SMIDT; SWAMINATHAN, 2006) e é utilizado

rotineiramente pelo CDC e departamentos de saude estaduais nos Estados Unidos,
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bem como no Canada, América Latina, Asia e Europa pelo sistema PulseNet
(SWAMINATHAN et al., 2001, 2006). Os dados comparativos de subtipos de
Salmonella e diversidade PFGE entre cepas isoladas de humanos com doenca
clinica e cepas isoladas de animais e alimentos sdo fundamentais para facilitar
estudos epidemiolégicos e de rastreamento da fonte da infecgéo, além de identificar
subtipos restritos a um hospedeiro.

O CDC utiliza amplamente esta técnica para estudos de investigacao
epidemioldgica, a qual permite fazer associagao entre cepas isoladas dos doentes e
dos alimentos envolvidos, e assim, concluir a possivel fonte comum, responsavel
pela ocorréncia do surto. Como exemplo, pode-se citar um surto ocorrido no estado
de Minnesota, nos EUA, em decorréncia de S. Enteritidis, no qual pelo uso do PFGE
foi possivel concluir que a carne de frango foi a provavel fonte de infecgdo (CDC,
2015).

O estudo de cepas de Salmonella ao longo do processo da produgao de
frangos, com o estabelecimento de perfis genéticos semelhantes disseminados em
diferentes locais, assim como, a investigagdo da causa de surtos de origem
alimentar, sdo importantes em estudos epidemiolégicos, sendo ferramentas como o
PFGE importantes para o seu estabelecimento (SMITH et al.,, 2011; CDC,2013;
TURKI et al., 2014; MACHADO et al., 2017).

O rastreamento de patdgenos pode ser util em programas de prevengao e
controle de Salmonella, que exigem conhecimento cientifico da diversidade
fenotipica e genotipica dos sorotipos presentes nas granjas e industrias. Nas ultimas
décadas, os métodos tradicionais de tipagem de Salmonella como a sorotipagem e a
tipagem de fagos foram complementados por ensaios moleculares que
proporcionam maior discriminagdo e reprodutibilidade (TENOVER et al., 1995;
VERGE, P.; CLOECKAERT, A.; BARROW. P, 2005). Dentre estes, a PFGE é
considerada o padrao ouro para a subtipagem molecular de Salmonella spp, com
contribuigdo comprovada para investigagdes sobre a origem e disseminagdo do
patégeno (RIBOT et al., 2006; FAVIER et al., 2013; YANG et al., 2013).
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Potencial virulento e disseminagcdao de Salmonella Minnesota

isoladas na cadeia de produc¢ao avicola
T.R. Cardoso’, R. T. Melo, F. A. B. M. Peres’, D. A. Rossi’

' Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia,
Brasil

Resumo

1. Objetivou-se avaliar em S. Minnesota, a presenga de genes de viruléncia e
estabelecer a relagao filogenética para inferir o perigo potencial que representam
para a saude humana.

2. Avaliou-se a presenca de genes especificos em 20 cepas de S. Minnesota,
isoladas nos anos de 2009, 2010 e 2014, em plantas de abate de frangos de corte
de duas empresas brasileiras por PCR e a disseminacgao utilizando PFGE.

3. Os genes associados a apoptose (avrA), estresse oxidativo (sodC), invaséao (invA)
estavam presentes em 100% (20/20) das cepas; os relacionados a adesao (agfA), a
formacdo de biofilmes (IpfA) e ao processo de quorum-sensing (luxS) foram
identificados em 95% (19/20), 75% (15/20) e 80% (16/20) das cepas,
respectivamente. Os perfis de viruléncia gerados demonstraram que as cepas sao
potencialmente patogénicas adaptadas e capazes de forma de biofilmes.

4. O PFGE demonstrou grande diversidade genética, com 14 pulsotipos, sendo trés
deles com similaridade maior que 80%.

5. Os resultados revelam a necessidade de atencdo especial a este sorovar na
producéao de frangos visando ao seu monitoramento e controle.
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INTRODUGCAO

O género Salmonella destaca-se entre os micro-organismos mais frequentemente
incriminados em doengas transmitidas por alimentos (DTAs), tendo sido reconhecido
como importante causa de surtos nos anos de 2016 e 2017, tanto no Brasil (Brasil,
2016; Brasil, 2017), quanto nos Estados Unidos (CDC, 2017) e na Unido Europeia
(EFSA, 2017).

O frango de corte destaca-se como reservatorio deste género, sendo alta a
frequéncia de infeccdo das aves e a contaminacao das carcacas e dos cortes nos
abatedouros (EFSA, 2014; EFSA, 2015). Assim, pode-se dizer que a carne de
frango e seus derivados estdo entre os produtos de origem animal com maior
responsabilidade na transmissao de Salmonella ao homem e, por isso, seu consumo
pode ser considerado como fator de risco para infec¢ao humana (FAO / WHO, 2009;
EFSA, 2015).

Dentre os sorovares de Salmonella, S. Minnesota vem se destacando pelo aumento
do numero de isolamentos na cadeia produtiva avicola no Brasil e no mundo. Costa
et al. (2013), no Brasil, constataram que S. Minnesota foi 0 segundo sorovar mais
prevalente entre os anos de 2007 e 2011, 22,3% quando avaliaram 12.582 cepas
oriundas de carcagas de frangos e produtos avicolas. Na Europa, o Rapid Alert
System for Food and Feed (RASFF), no ano de 2012, emitiu alerta sobre sorovares
de Salmonella isolados de carne de frango importada do Brasil, com destaque para
os sorovares S. Heidelberg e S. Minnesota (RASFF, 2012).

Voss-Rech et al. (2015) analisaram 82 cepas de Salmonella spp. isoladas de
plantéis avicolas brasileiros e identificaram 15 sorotipos diferentes, sendo que os
mais prevalentes foram S. Minnesota (40,24%), S. Infantis (14,63%) e S. Heidelberg

(7,31%). Em estudo conduzido em duas plantas de abate, localizadas no Mato
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Grosso do Sul (planta A) e Santa Catarina (planta B), nos anos de 2012 e 2013,
também foi observada a emergéncia de S. Minnesota, que foi o sorovar mais
frequentemente isolado (91,3%) na planta A (Machado et al., 2017).

No ano de 2017 ha relato de quatro notificacdes da presenca de S. Minnesota pelo
Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF) em amostras de carne de frango
importadas do Brasil para Europa. Um dos isolados foi identificado na Eslovaquia,
proveniente de peito de frango salgado congelado e duas cepas foram isoladas na
Alemanha, em amostras de filetes de peitos de frangos congelados, sendo um
salgado e outro natural (RASFF, 2017a; RASFF, 2017b).

Campos et al. (2018) relataram a presenca de Salmonella em amostras de carne de
aves importadas do Brasil para Portugal nos anos de 2014 e 2015, onde observaram
nestes isolados, pela primeira vez, a presengca de resisténcia a cefalosporina de
espectro estendido (ECS) em cepas identificadas como S. Heidelberg e S.
Minnesota.

Pouco se conhece sobre o envolvimento de S. Minnesota na infeccdo humana, e,
assim, o aumento na sua prevaléncia demonstra que sao necessarios estudos para
o melhor entendimento da sua epidemiologia, ja que o processo de interagcao entre
Salmonella e o hospedeiro € complexo e envolve diversos fatores, entre eles, a
presenca de genes de viruléncia e aqueles ligados a sua persisténcia no ambiente.
A identificagdo de genes associados a apoptose (avrA), estresse oxidativo (sodC),
invasdo (invA), adesao e biofilme (agfA, sefA e IpfA) e quorum-sensing (luxS)
(Jeongjoon et al., 2007; Sanjay et al., 2010; Borges et al., 2013) pode auxiliar tanto
na avaliagcdo de seu potencial patogénico quanto nas suas estratégias para se
perpetuar no ambiente.

Além dos genes, a subtipagem para a caracterizagcdo genotipica e
agrupamento de S. Minnesota pode auxiliar no entendimento de sua disseminacgao e
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na identificacdo das fontes de infecgdo, e posteriormente, em medidas para o seu
controle. Dentre os métodos disponiveis, o Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)
demonstrou ser particularmente utii e “padrdo ouro” para o agrupamento e
diferenciacdo de muitos patégenos alimentares (Streulens et al., 2001; Goering,
2004; Yang et al., 2013).

Considerando a emergéncia de isolamentos de S. Minnesota na cadeia avicola e o
pouco conhecimento de sua epidemiologia, objetivou-se determinar em cepas deste
sorovar isoladas de carne de frango e do ambiente, a presenca de genes de
viruléncia e de adaptagdo ambiental, assim como, estabelecer a relagéo filogenética
para verificar sua disseminagédo e o perigo potencial que podem representar para a

salde humana.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Para o estudo foram utilizadas 20 cepas de S. Minnesota, isoladas nos anos de
2009, 2010 e 2014, em plantas de abate de frangos de corte de duas empresas
brasileiras (A e B), com ciclo completo de producdo e sistema de integragao,
inspecionadas pelo Servigo de Inspe¢ao Federal - SIF, habilitadas para o comércio
interno e exportagdo. Da empresa A, localizada no estado de Minas Gerais, foram
utilizados nove isolados e da industria B, com plantas de abate nos estados de Sao
Paulo e Mato Grosso do Sul, foram utilizados sete e quatro isolados,
respectivamente.

Os isolamentos foram realizados nos laboratorios das industrias, com amostras
coletadas em programas de controle interno e/ou exigidos no Programa de Reducéao

de Patogenos - PRP (BRASIL, 2003). As cepas foram cedidas para o estudo apés
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identificacdo bioquimica, conforme recomendado pela Instrugdo Normativa 62
(BRASIL, 2003) e sorologica (Fundacao Instituto Oswaldo Cruz no Estado do Rio de
Janeiro (IOC/FIOCRUZ, RJ, Brasil); e permaneceram estocadas na bacterioteca do
Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada da Universidade Federal de

Uberléndia (LABIO/UFU).

Reativagao das cepas e extragao do DNA genémico

Uma algada de cada cepa pura mantida estocada em AN - agar nutriente (OXOID®)
foi inoculada em tubos contendo 5mL de caldo BHI e incubadas a 36°C por 24
horas, e, posteriormente, estriadas em Agar TSA — (Agar triptona de soja - OXOID®)
incubadas a 36°C por 24 horas.

Uma colbnia foi retirada do agar TSA e repicada em caldo TSB — (caldo triptona de
s0ja-OXOID®) e incubada 36°C por 24 horas, e, apés uma aliquota de 1mL, foi
utilizada para a extragdo do DNA gendmico utilizando-se o kit comercial Wizard®

Genomic DNA Purification (Promega), seguindo protocolo fornecido pelo fabricante.

Identificcao molecular de genes de viruléncia e adaptagao

As cepas de S. Minnesota foram analisadas por Reagao de cadeia em polimerase
(PCR) quanto a presenca dos genes ligados aos processos de apoptose (avrA),
estresse oxidativo (sodC), invasao (invA), adesao e biofilme (agfA, sefA e IpfA) e
quorum-sensing (luxS). Primers, o tamanho do amplicon e a referéncia para cada
gene estao descritos na tabela 1.

O preparo da reacdo de PCR constou de 12,5uL de GoTaq® Green Master Mix
(Promega), 1uL de DNA a 10ng/uL, 1uL do primer (tabela 1) e 10,5 uL de agua Milli-

Q®. Os microtubos, contendo os reagentes da PCR, foram transferidos para o
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termociclador (Eppendorf®) para amplificagdo, obedecendo aos ciclos: um ciclo
inicial de desnaturacédo a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturagao a 94°C por
45 segundos, anelamento por 30 segundos a 58°C (invA); a 50°C (sefA e IpfA), a
66°C (agfhA) e 62°C (avrA, sodC e luxS); extensdo a 72°C por 90 segundos, com
extensao final a 72°C por 10 minutos. Como controle positivo das reagdes, foi
utilizada a cepa de S. Enteritidis ATCC 13076 e como controle negativo, agua
ultrapura estéril.

Os produtos amplificados (8uL) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1,5%, utilizando o tampao de corrida TBE 0,5x (Invitrogen®) e como padrao de
peso molecular, o marcador de 100pb (Invitrogen®). Os géis de agarose
(Afllymetrix®) foram corados pela solugdgo de SYBR® Safe DNA gel stain
(Invitrogen®) e visualizados sob luz UV, no transiluminador (Loccus Biotecnologia®)
apo6s 90 minutos de corrida do gel a 100W de poténcia, 80V de voltagem e 80A de

corrente elétrica.

Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Foi utilizado o protocolo Pulse Net, preconizado pelo CDC (2013). As bactérias
cultivadas a 36°C “overnight” em agar TSA foram suspensas em tubos contendo 2
mL de solugdo salina fosfato tamponada (PBS: tampao fosfato 0,01 M; pH 7,2;
0,85% de NaCl). Apés emblocamento em agarose, para digestdo do DNA gendmico
utilizou-se 30 U da enzima Xba | (Invitrogen) durante duas horas a 25°C.

Os fragmentos de DNA foram separados em gel de agarose 1% (SeaKem Gold) em
tampao TBE 0,5X no aparelho CHEF DRIII (Bio-Rad®), por um periodo de 18 horas,
com os seguintes parametros, 200v, angulo de 120°, gradiente de 6v/icm e

temperatura do tampéao de 14°C. Os géis foram corados com brometo de etidio e
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fotografados sob luz UV, em transiluminador (Loccus Biotecnologia®).

Estatisticas

Os resultados dos genes de viruléncia foram analisados por meio de estatistica
descritiva, com calculo das porcentagens. A analise para construgdo do
dendrograma foi realizada utilizando o software GelCompar Il. A comparagéo dos
padroes de bandas foi realizada pelo método de analise UPGMA, sob utilizacdo do
coeficiente de similaridade de Dice, com homologia superior a 80% e tolerancia de

1,5% na comparacao da posicao de bandas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As 20 cepas de S. Minnesota apresentaram diferentes frequéncias de positividade
para os genes estudados.

Os genes ligados a indugdo de apoptose a células afetadas (avrA), ao estresse
oxidativo (sodC) e a invasdo (invA) estiveram presentes em 100% (20/20) das
cepas. Aqueles ligados a adeséao (agfA), a capacidade potencial de formar biofilmes
(InfA) e ao processo de quorum-sensing (luxS) foram identificados em 95% (19/20),
75% (15/20) e 80% (16/20) das cepas, respectivamente.

As cepas foram discriminadas em quatro perfis de viruléncia distintos (P1, P2, P3 e
P4), sendo P1 positivo para todos os genes (10/20); P2 negativo apenas para luxS
(4/20); P3 negativo para IpfA (5/20) e P4 negativo para agfA (1/20). O perfil de maior
frequéncia foi P1, presente em 50% dos isolados, conforme posto na tabela 2. Estes
resultados indicam que as cepas isoladas sao potencialmente patogénicas.

Para o gene invA, a presenga em todas as cepas também foi relatada por Rowlands

et al. (2014), ao observarem 237 cepas de Salmonella spp. isoladas de alimentos no
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Brasil. Zou et al. (2012) em um estudo realizado na Carolina do Norte (EUA), no
periodo de junho de 2009 a setembro de 2010, mostraram que 99,3% das cepas de
S. Enteritidis isoladas de surtos de salmonelose em humanos apresentavam o gene.
De acordo com Whang et al., (2009), o gene invA parece ser bastante conservado
em Salmonella spp., o que justifica sua elevada ocorréncia (Tabela 2).

Além da capacidade de invasao, a presenga do gene sodC sugere o potencial de
sobrevivéncia sob estresse oxidativo e de indugcdo de apoptose nas células
infectadas (avrA). Possuir o gene sodC reforga o potencial patogénico e adaptativo
das cepas e, apesar da inexisténcia de casos notificados de salmonelose por este
sorovar, demonstra a possibilidade de causar doengca em humanos. Portanto, seu
isolamento em amostras ambientais, carne de frango e seus derivados pode indicar
uma fonte de transmissao deste agente ao homem.

Borges et al. (2013) avaliaram 84 cepas de S. Enteritidis, isoladas entre 1996 a 2010
de diferentes fontes aviarias, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil, e observaram
resultado similar ao nosso estudo, com presenca dos genes invA e avrA em 100%
(84/84) dos isolados e os genes IpfA e agfA identificados em 99% (83/84) e 96%
(81/84) dos isolados, respectivamente.

Deforma semelhante, Ahmed et al. (2016) também observaram no Egito, padroes
semelhantes aos deste estudo em 20 isolados de S. Typhimurium originados de
frango e 10 isolados de origem humana, com frequéncia dos genes invA e avrA de
100% (30/30). Concluiram, desta forma, que uma alta frequéncia destes genes &
observada em sorovares com potencial de causar salmonelose em humanos.

A auséncia do gene sefA nas cepas estudadas pode ser justificada pelo estudo
realizado por Amini et al. (2010), os quais constataram que este gene ndo esta

presente em todos os sorovares, sendo restrita a salmonelas do grupo D, como os
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sorotipos Enteritidis, Dublin, Moscow e Blegdon.

A presengca dos genes agfA, IpfA e luxS demostra que as cepas estudadas
possuem potencialmente capacidade de adaptar-se a condicbes ambientais
adversas por meio da aquisicdo da forma de vida séssil. Estudos semelhantes
realizados com diferentes sorotipos de Salmonella demostraram a presenca do gene
agfA em mais de 91,4% das cepas isoladas de aves (Borsoi et al., 2009, Borges et
al., 2013, Yoo et al., 2013).

Segundo Borges et al. (2013), a frequéncia destes genes e o estabelecimento de
perfis genéticos podem ser utilizados para determinar os padrbes de viruléncia dos
isolados podendo, deste modo, ser cruciais na prevencao e na implantacao de
programas mais eficazes de controle pelas industrias.

O dendrograma, construido a partir dos resultados do PFGE, foi comparado
considerando o local de isolamento, a data da coleta, e a presenca ou nao dos
genes avrA, sodC, invA, agfA, IpfA e luxS. A analise de similaridade das 20 cepas de
S. Minnesota demonstrou a presenca de 14 pulsotipos (A a N) (Fig.1), em que trés
apresentaram similaridade genotipica acima de 80% “C”, “K” e “M”.

O pulsotipo “C” agrupou duas cepas, M17 e M14, com similaridade igual a 82,8%,
oriundas do aviario de frango de corte da industria B em periodos distintos, 2009 e
2010, com a presenca dos genes avrA, sodC, invA, agfA e luxS em comum. Apesar
de pertencerem a mesma industria (B), sdo cepas de filiais distintas, sendo uma no
estado de Sao Paulo e outra do Mato Grosso do Sul, indicativo de manejo impropio
levando a uma selegcdo independente de cepas similares das aves para o
abatedouro.

O pulsotipo “K” agrupou quatro cepas, sendo duas (M04 e M03) clones, isoladas do

abatedouro da industria A de Minas Gerais os outros da industria B. A falta de
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higienizag&o correta pode ser a justificativa da ocorréncia deste perfil, uma vez que
foram isoladas em periodos muito proximos, ambas de novembro de 2014. A
presencga dos genes avrA, sodC, invA, agfA e IpfA foi comum em ambas.

Demais cepas do pulsotipo K (M20 e M16) foram isoladas em 2010 tanto no aviario
quanto na sala de cortes da industria B no Mato Grosso do Sul. Os genes avrA,
sodC, invA e luxS foram comuns entre elas. A contaminagdo cruzada também
parece ser a causa da presenga do agente, porém ha indicios de negligéncia das
normas de biosseguridade em virtude da presenga do agente tanto na area limpa
quanto na éarea suja do processamento. De acordo com Moura et al. (2014), a
negligéncia as normas de biosseguridade dentro da industria € um fator decisivo para a
manutengao do micro-organismo no ambiente.

Paralelamente, o pulsotipo K indica que houve disseminacao do perfil, uma vez que
ha cepas similares tanto em Mato Grosso do Sul quanto em Minas Gerais, em
diferentes industrias.

O pulsotipo “M” agrupou trés cepas (M08; M07 e M05) com similaridade igual a
83,6% do ano de 2014, provenientes do abatedouro da industria A de Minas Gerais.
As cepas apresentaram os genes avrA, sodC, invA e agfA em comum.

Além da contaminacao cruzada, € possivel sugerir que ha persisténcia de cepas
com similaridade maior que 80%, no ambiente do aviario ou abatedouro,
provavelmente, pela presenca em biofilmes. A forma séssil permite o isolamento em
momentos distintos e também facilita a disseminagcdo para outros ambientes da

industria.
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CONCLUSOES

A presenca dos genes de viruléncia, de formagao de biofilmes e de adapatagédo ao
estresse oxidativo encontrada nas cepas de S. Minnesota indica que este sorovar
apresenta potencial para causar doengca em humanos e adaptar-se a condi¢cbes
adversas.

A analise filogenética mostrou que as cepas apresentam alta diversidade genética e
que a presenca de cepas semelhantes esta associada, provavelmente, a problemas
de contaminagao cruzada, a disseminacdo entre empresas e a formacdo de
biofiimes dentro do estabelecimento.

A emergéncia do sorovar e o potencial virulento indicam a necessidade de seu
monitoramento tanto na produgdo primaria quanto na industria e sugere mais

investigacdes para determinar o risco que representam a saude publica.
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TABELAS

Tabela 1: Genes de viruléncia, concentracdo, numeros de pares de bases dos amplicons (pb),
sequéncia dos primers e trabalhos de referéncia utilizados para os protocolos de amplificagao.

Gene Concentracdo  Amplicon Primer Referéncia
(PB)*
avrA 20pmol 385 GTTATGGACGGAACGACATCGG Prager et al.
ATTCTGCTTCCCGCCGCC (2003)
sodC 20pmol 500 ATGAAGCGATTAAGTTTAGCGATGG Sanjay et al.
TTTAATGACTCCGCAGGCGTAACGC (2010)
invA 10pmol 284 GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA Oliveira et al.
TCATCGCACCGTCAAAGGAACC (2002)
sefA 10 pmol 488 GATACTGCTGAACGTAGAAGG Oliveira et al.
GCGTAAATCAGGATCTGCAGTAGC (2002)
agfA 10 pmol 350 TCCACAATGGGGCGGCGGCG Collinson et al.
CCTGACGCACCATTACGCTG (1993)
IpfA 10 pmol 250 CTTTCGCTGCTGAATCTGGT Heuzenroeder et
CAGTGTTAACAGAAACCAGT al. (2000)
luxS 20 pmol 1080 GATAATCCTGAACTAAGCTTCTCCGC Choi j et al.
GGTTATGAGAAAAGCATGCACCGATCA (2007)

PCR quanto a presenga dos genes associados aos processos de apoptose (avrA), potencial de
sobrevivéncia sob estresse oxidativo (sodC), invasao (invA), adesao e biofilme (agfA, sefA e IpfA) e
quorum-sensing (luxS). Analise de 20 cepas de S. Minnesota quanto a genes de viruléncia,

concentragao, tamanho de amplicom (pb) e sequéncia dos primers.  .* pb: pares de bases

Tabela 2. Perfis de viruléncia de 20 cepas de S. Minnesota isolados de plantas de abate localizadas
em trés estados brasileiros durante os anos de 2009, 2010 e 2014.

Genes de viruléncia Perfil N (%)
avrA, sodC, invA, agfA, IpfA, luxS P1 10 (50)
avrA, sodC, invA, agfA ,IpfA P2 4 (20)
avrA, sodC, invA, agfA, luxS P3 5 (25)
avrA, sodC, invA, IpfA, luxS P4 1(5)

Quatro perfis de viruléncia distintos (P1, P2, P3 e P4), sendo P1 positivo para todos os genes (10/20);
P2 negativo apenas para luxS (4/20); P3 negativo para IpfA (5/20) e P4 negativo para agfA (1/20). O
perfil de maior frequéncia foi P1, presente em 50% dos isolados.
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Figura 1: Dendrograma referente a avaliagdo dos isolados de S. Minnesota
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Abatedouro / Carcaga Inteira
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Abatedouro / Abatedouro
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Perfil de
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P3
P4
P3
P1
P2
P1
P3
P1
P2
P1

Pulsotipo

Dendrograma comparativo entre 20 cepas S. Minnesota, construido a partir dos
resultados do PFGE considerando o local de isolamento, a data da coleta, e a
presencga ou nao dos genes avrA, sodC, invA, agfA, IpfA e luxS utilizando o coeficiente
de similaridade de Dice com tolerancia de 1,5% e método UPGMA com otimizacéo de
0,80%. Presenca de 14 Pulsotipos (A ao N) — trés apresentaram similaridades
genotipica acima de 80% “C”, “K” e “M".
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CAPITULO 1lI

INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA FORMAGAO DE BIOFILMES
DE Salmonella Minnesota E EMERGENCIA DA SUA TOLERANCIA A
BIOCIDAS

Artigo a ser submetido ao periédico: Pesquisa Veterinaria

Brasileira
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Influéncia da temperatura na formagao de biofilmes de Salmonella Minnesota e emergéncia da
sua tolerancia a biocidas. *

Taciano R. Cardoso 2*, Eliane P. Mendonga®, Roberta T. Melo?, Guilherme P. Monteiro®, Phelipe
A.B.M. Peres?; Daise A. Rossi’

ABSTRACT. —Cardoso T. R., Mendoncga E.P., Melo R.T., Monteiro G.P., Peres P.A.B.M. e Rossi D.A.
2019. [Influence of temperature in Salmonella Minnesota’s biofilm formation and emergency of
its tolerance to biocides.]

Influéncia da temperatura na formacao de biofilmes de Salmonella Minnesota e emergéncia da sua
tolerancia a biocidas. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de Biotecnologia
Animal Aplicada da Universidade Federal de Uberlandia (LABIO-UFU), Universidade Federal de
Uberlandia, Rua Ceara, Umuarama, 38402018 - Uberlandia, MG, Brazil. E-mail.
tacianoreis@hotmail.com

We evaluated in S. Minnesota isolates, formation capacity and biofilm formation index (BFI) at
temperatures of 4°C, 25°C and 36°C, and the ability of biocidal agents to promote inhibition of the
formed structure. Twenty strains of S. Minnesota isolated in the years 2009, 2010 and 2014 in
slaughtering plants of broilers of two Brazilian companies were used, inspected by SIF and qualified
for internal and external trade. The BFI was performed by the classical method, in TSB broth
supplemented with 5% of chicken juice under constant agitation, at temperatures of 4°C, 25°C and
36°C. The reading was performed by absorbance (DO600). For the inhibition test, the biofilms were
formed on cellulose membranes (four membranes / strain) on TSA plates at 36°C for three
consecutive days. On the third day the membranes were added to the treatments: control, 1% of
chlorhexidine, 1% of sodium hypochlorite and 0.8% of peracetic acid for 15 minutes. After washing the
membranes with sterile 0.9% NaCl, 1% of trypsin was added for 15 minutes, and counts of the
suspended contents were performed. The ability of S. Minnesota to develop biofilm at different
temperatures is highly variable and strain dependent. Temperatures of 25°C and 36°C allowed the
formation of biofilms with the same intensity and higher than that found at 4°C. Considering the BFl,
we can conclude that the maintenance of the meat processing environment at temperatures of 4°C
inhibits the formation of biofilms, but there is formation of a biomass that may be sufficient for the
contamination of the final product. The use of peracetic acid and chlorhexidine showed the same
efficiency in the reduction of the counts for the resistant strains, with a mean reduction of 3.24 and
3.91 log cycles, respectively. The inclusion of stricter measures to prevent the installation and to
ensure the removal of S. Minnesota biofilms, coupled with monitoring protocols, should be a strategy
in the poultry industry to ensure the safety of the final product.

INDEX TERMS: Salmonellosis, disinfectants, sesseis cells, sanitation.
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2 Universidade Federal de Uberlandia — Pos-graduagéo em Ciéncias Veterinarias. Rua Ceara/n, Bloco
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correspondéncia: tacianoreis@hotmail.com

RESUMO- No6s avaliamos em isolados de S. Minnesota, o indice de formagao de biofilme
(IFB) nas temperaturas de 4°C, 25°C e 36°C, e a capacidade de agentes biocidas promoverem a
inibicdo da estrutura formada. Foram utilizadas 20 cepas de S. Minnesota isoladas nos anos de 2009,
2010 e 2014, em plantas de abate de frangos de corte de duas empresas brasileiras, inspecionados
pelo SIF e habilitadas para o comércio interno e externo. O IFB foi realizado pelo método classico, em
caldo TSB suplementado com 5% de chicken juice sob agitagdo, nas temperaturas de 4°C, 25°C e
36°C. A leitura foi realizada por absorbancia (DOgqo). Para o teste de inibigdo, os biofilmes foram
formados em membranas de celulose (quatro membranas/cepa) em placas de TSA a 36° C durante
trés dias consecutivos. No terceiro dia as membranas foram submetidas por 15 minutos aos
tratamentos: controle, clorexidina 1%, hipoclorito de Sédio 1% e acido peracético 0,8%. Depois de
lavar as membranas com NaCl a 0,9% estéril, adicionou-se 1% de tripsina durante 15 minutos e
realizaram-se as contagens dos conteudos suspensos. A capacidade de S. Minnesota para
desenvolver biofiime em diferentes temperaturas foi altamente variavel e cepa dependente. As
temperaturas de 25°C e 36°C permitiram a formacdo de biofimes com a mesma intensidade e
superior ao encontrado na temperatura de 4°C. Considerando o IFB, podemos concluir que a
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manutencdo do ambiente de processamento de carnes em temperaturas de 4°C pode inibir a
formacdo de biofilmes, porém ha formacdo de uma biomassa que pode ser suficiente para a
contaminacdo do produto final. O uso de acido peracético e clorexidina apresentou a mesma
eficiéncia na reducdo das contagens das linhagens resistentes, com redu¢cdo média de 3,24 e 3,91
ciclos log, respectivamente. Das cepas estudadas, 12/20 (60%) foram resistentes a todos os biocidas
testados. A inclusdo de medidas mais rigorosas para impedir a instalagdo e garantir a remogéo de
biofilmes de S. Minnesota, juntamente com protocolos de monitoramento, deve ser uma estratégia na
industria avicola para garantir a seguranga do produto final.

TERMOS DE INDEXAGAO: Salmonelose, desinfetantes, células sesseis, higienizagéo.

INTRODUGAO

Salmonella é um patdégeno zoondtico frequentemente incriminado em doenga alimentar, que
possui como maior fonte de infecgdo humana, a ingestao de carnes de frango ou de seus derivados
(CDC, 2017; EFSA, 2017).

Dentre os diferentes sorovares envolvidos na salmonelose humana, destacam-se
principalmente S. Enteritidis e S. Typhimurium. Porém, o aumento no ndmero de isolamentos de S.
Minnesota na cadeia de produgao de carne de aves no Brasil tem gerado preocupagao perante os
exportadores, uma vez que somente a presenga do género ja € motivo para embargos sanitarios ou
alertas internacionais. Assim, a emergéncia deste sorovar pode comprometer a qualidade da carne e
indicar a necessidade de novas medidas de controle (FREITAS, 2011; COSTA, et al., 2013; CODA-
CERVA, 2014; VOSS-RECH, et al., 2015; CAMPOS, et al., 2018).

Uma das hipéteses que podem explicar a persisténcia de S. Minnesota e o consequente
aumento no numero de isolamentos é sua capacidade de formar biofilmes, ja que na forma séssil,
geralmente os micro-organismos possuem maior potencial de sobrevivéncia em ambientes hostis
(STEENACKERS, et al., 2012; ZIECH, et al., 2016; BORGES, et al., 2018). Os biofilmes dificultam o
controle de Salmonella nas industrias alimenticias (ZIECH, et al., 2016), e nesta condicdo, estes
micro-organismos apresentam diferentes respostas aos tratamentos térmicos, biocidas e
antimicrobianos, e tornam-se uma fonte constante de contaminagao (CORCORAN, et al.,2013;
MACHADO, et al.,2017; SILVA, et al., 2018).

Os processos de higienizagdo com o uso adequado de agentes biocidas sdo indispensaveis
para a prevencao da formagao de biofilmes. De forma geral, bons agentes biocidas sdo aqueles com
capacidade de reduzir o numero de células livres, e também, prevenir a sua adesao as superficies.
Mgretrg et al. (2009) afirmam que a redugdo de no minimo 4 ciclos log das células sésseis
comprovam a eficacia de um sanitizante.

Considerando a importancia da formacgao de biofilmes na produgéo de alimentos, objetivou-se
conhecer o comportamento de diferentes cepas de S. Minnesota frente a condigdes de temperatura
que possam simular o ambiente industrial, assim como, a eficiéncia de agentes biocidas utilizados
nos processos de desinfecgdo para inibi-los. Estes dados podem orientar no estabelecimento de
temperaturas ideais para prevenir a formacao e desenvolvimento de células sésseis e na utilizagcdo de
biocidas mais eficazes.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 20 cepas de S. Minnesota isoladas nos anos de 2009, 2010 e 2014, em
plantas de abate de frangos de corte de duas empresas brasileiras, inspecionados pelo Sistema de
Inspecao Federal (SIF), habilitadas para o comércio interno e externo.

A confirmacao do género foi realizada conforme protocolo descrito na IN 70 (BRASIL, 2003) e
identificadas a nivel de sorovar pelo Departamento de Bacteriologia do Laboratério de
Enterobacterias da Fundagéo Instituto Oswaldo Cruz no estado do Rio de Janeiro (IOC/FIOCRUZ,
RJ, Brasil). Antes do processamento de cada uma das cepas, todas foram confirmadas como
pertencentes ao género Salmonella, utilizando os primers (F: 5' ATCGCTGACTTATGCAATCG 3', R:
5' CGGGTTGCGTTATAGGTCTG 3') referentes ao gene ompC (JAWAD e AL-CHARRAKH, 2016)

indice de Formagao de Biofilmes

A determinagao do indice de formagéo de biofiime (IFB) foi realizado segundo Kudirkiene et
al. (2012) e Naves et al. (2008), com modificagbes. As cepas foram cultivadas em caldo BHI
(Ox0id®), semeadas em agar TSA (Oxoid®) e incubadas por 24 horas a 36°C. Apds a incubagéo,
uma alcada da colbnia foi acrescentada a 20 mL de caldo TSB (Oxo0id®) suplementado com 5% de
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chicken juice, e novamente incubada por 24 horas a 36°C sob agitagdo constante (175rpm) até atingir
DOggo préoximo a 0,25. O material entdo foi centrifugado 5000 rpm /10 minutos /4°C, e o pellet obtido
lavado com solugdo de NaCl 0,9% em trés centrifugagdes sucessivas. A suspensao da ultima
lavagem foi acrescentada ao caldo TSB (Oxoid®) suplementado com 5% de chicken juice na
concentracao de 1:100, que foi entdo adicionado em microplaca de poliestireno (Kasvi®), que foram
incubadas por 24 horas nas temperaturas pré determinadas de 4°C, 25°C e 36°C. Como controle foi
utilizada a cepa de Salmonella Enteritidis ATCC13076. Foram realizadas trés repeticbes com oito
réplicas para cada uma das temperaturas.

Apos a incubacdo o conteudo em suspenséo foi submetido a leitura da absorbancia DOggg. O
biofilme formado no fundo dos pocgos foi lavado duas vezes com solugao NaCl 0,9% e secadas a
55°C por 50 minutos. Apds a secagem foi acrescentado em cada pog¢o 200uL de solugéo de cristal-
violeta a 1% (Synth®) por 5 minutos. As placas entédo foram lavadas trés vezes com agua ultrapura e
secadas novamente a 55°C por 15 minutos, sendo apds realizada a eluigdo do corante com solugao
de alcool-metilico (Synth®) e realizada a leitura da absorbancia DOggo.

Os resultados obtidos das células em suspensao e das células aderidas foram classificados
para determinacdo do indice de Formagéo de Biofilme (IFB) utilizando a férmula conforme Naves, et
al. (2008).

BA—PC
IFB = —
BS

O IFB ¢ o resultado do indice detectado, BA a leitura das bactérias aderidas, PC a leitura da
absorbancia dos pogos controle sem micro-organismos e BS a leitura da absorbancia das bactérias
em suspensao, classificados de acordo com a Quadro 1.

Teste de Inibigao da formagao dos biofilmes

Foi utilizado o protocolo descrito por Lu et al. (2012). As bactérias cultivadas em agar TSA
(Ox0id®) foram adicionadas a uma solugao de NaCl 0,9% até atingir a concentragao 10" UFC/mL e
uma aliquota de 100uL foi acrescentada a membrana de celulose sobre placas de agar TSA (Oxoid®)
e incubadas por 24 horas a 36°C, sendo utilizadas quatro membranas para cada cepa.

Apoés a incubagédo, as membranas foram removidas e transferidas novamente a uma nova
placa de agar TSA (Oxo0id®), incubadas nas mesmas condigdes e novamente esta operacao repetida
apos 24 horas. No terceiro dia as membranas foram acrescentadas aos tratamentos em frascos
estéreis, sendo o primeiro o controle com apenas caldo TSB (Oxo0id®), o segundo com clorexidina 1%
(Vicpharma®), o terceiro com hipoclorito de Sodio 1% (Sanikoll®) e o quarto com acido peracético
0,8% (Synth®). Cada tratamento foi incubado por 15 minutos. Em seguida, as membranas foram
lavadas com solucdo salina e apdés a lavagem foi acrescentado solugdo de tripsina 1%
(ThermoFisher®) e mantida por 15 minutos. Foram realizadas diluicbes seriadas do conteudo
desprendido até a diluigao 107, que foi entdo adicionado a placas de TSA (Oxoid®), incubadas a
36°C por 24 horas para realizagdo das contagens.

Andlise dos resultados

Para analise dos resultados foi utilizado o programa GraphPadPrism, verséo 5.0. Foi aplicado
teste de analise de variancia simples (ANOVA) para os testes qualitativos e quantitativos de formagao
de biofilme e para comparagao entre os tratamentos. Para o teste de inibicdo de biofilme, foi utilizado
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Todos os testes foram realizados com indice de confianga
de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Influéncia da temperatura nos biofilmes de S. Minnesota

Superficies umidas e ricas em nutrientes na produgéo avicola oferecem condigdes ideais para
Salmonella se fixar e formar biofilmes (ARIAFAR, et al., 2016).

Do total de 20 cepas avaliadas, observou-se que todas (100%) foram incapazes de formar
biofilme na temperatura de 4°C, de acordo com a classificagdo de Naves et al. (2008) (Quadro 2).
Esses dados estao de acordo com o trabalho realizado por Dhakal et al. (2019), que encontraram
valores de densidade optica iguais ao controle negativo para seis sorovares de Salmonella testados,
quando mantidos a temperatura de refrigeragéo.

Estudo realizado com uma estirpe padrdao de S. Minnesota demonstrou que este sorovar
apresenta capacidade de formar biofilmes de média intensidade em condigdes in vitro (SILVA, et al.,
2018). De maneira complementar, nosso estudo indica que a classificagdo do IFB para este sorovar é
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cepa-dependente, e que provavelmente, existem outros fatores que determinam essa variabilidade,
como a presenga e expressdo do gene agfA, que codifica uma fimbria agregativa que apresenta
fungéo importante no processo de fixagado na superficie facilitando a formagao de biofilmes (Melo et
al., 2019).

O aumento da temperatura (25°C e 36°C) favoreceu a formagao do biofilme, com formacgao
de biofilmes de fraca (6/20 cepas a 25°C e 8/20 cepas a 36°C) e média intensidade (3/20 cepas a
25°C e a 36°C) (Quadro 2). Nao foi identificado IFB de forte intensidade em nenhum dos tratamentos.
Isso condiz com estudo realizado por Borges et al. (2018), que avaliaram a formagao de biofilmes em
S. Heidelberg, S. Typhimurium, S. Agona, S. Infantis, S. Brandenburg e S. Tennessee nas
temperaturas de 3°C, 12°C, 28°C e 36°C, e também né&o identificaram em nenhum momento IFB
forte.

Foram identificados seis perfis de IFB nas cepas (A-F), sendo o mais prevalente aquele
classificado como inexistente nas trés temperaturas (9/20 — 45,0%) (Quadro 3).

Apesar da classificagdo de biofilme inexistente para todas as cepas quando mantidas a 4°C,
quando consideramos a analise estatistica comparada ao controle negativo, constatamos que 9/20
(45,0%) cepas apresentaram formagdo de biomassa a temperatura de 4°C, 19/20 (95,0%) a
temperatura de 25°C e 100% a temperatura de 36°C. Esses resultados mostram que, mesmo em
condicoes de estresse térmico sob baixas temperaturas, S. Minnesota consegue formar uma
biomassa que permite sua viabilidade.

Os resultados encontrados em nosso estudo indicam que S. Minnesota pode se tornar um
problema de dificil controle durante o processamento de frangos de corte na industria. Considerando
a elevada prevaléncia em aviarios e abatedouros de frangos de corte brasileiros (VOSS-RECH, et al.,
2015), é possivel que essas bactérias permanecam no ambiente industrial, mesmo sob as condi¢des
de estresse do ambiente de abate, por meio da produgao de biofilme. Esta informagao serve de alerta
para a industria avicola no incentivo de elaboragdo de medidas de controle mais rigorosas.

A avaliagdo da biomassa formada nas diferentes temperaturas mostrou que as temperaturas
de 25°C e 36°C favorecem de forma igual a formacdo dos biofiimes de S. Minnesota, quando
comparamos com a temperatura de 4°C (Fig.1).

O mesmo comportamento identificado nas temperaturas de 25°C e 36°C contraria alguns
achados na literatura, que afirmaram que temperaturas inferiores a temperatura 6tima de crescimento
e proximas a temperatura ambiente intensificam a produgédo de biomassa nos biofilmes de Salmonella
(STEPANOVIC et al., 2003; PIRAS et al., 2015). J&4 Cabarkapa et al. (2015) indicam que os fatores
envolvidos na produgéo de biofilme tém respostas diferentes dependendo da estirpe bacteriana e de
acordo com a temperatura de incubacéo.

A Fig.2 ilustra trés exemplos de cepas de S. Minnesota que apresentaram comportamentos
distintos e, portanto, diferentes perfis de IFB. As diferengas significativas (p<0,05) dentro do mesmo
sorotipo indicam que provavelmente, ha influéncia de caracteristicas intrinsecas como a presenca de
fimbrias, flagelos, proteinas de membrana e outras (AGARWAL, et al., 2011), que poderiam ser mais
importantes que as condicbes ambientais para a producao de biofilme por S. Minnesota.

Agentes quimicos reduzem o biofilme de S. Minnesota

Nas industrias avicolas onde as cepas foram isoladas, os agentes quimicos acido peracético
0,8%, hipoclorito de sodio 1% e clorexidina 1% séao utilizados pela equipe de controle de qualidade.
Estes biocidas promoveram redug&o nas contagens dos biofilmes de S. Minnesota apds exposigéo
por 15 minutos, sendo significativa somente para o acido peracético e a clorexidina. Para ambos os
agentes observou-se que, além de reduzir as contagens, em 8/20 (40,0%) cepas né&o foi constatado
crescimento apos o tratamento.

A Fig.3 mostra os resultados quantitativos obtidos nos biofilmes n&o tratados, que obtiveram
um valor médio de 6,87 + 0,38 Log UFC.mL™" (p>0,05), e dos biofimes tratados com os diferentes
produtos que apresentaram crescimento apds os 15 minutos de contato.

Todas as cepas (20/20 — 100,0%) apresentaram resisténcia ao hipoclorito de sodio 1%, de
maneira que a contagem média (6,57 + 0,55 Log UFC.mL™") nao diferiu daquela obtida no grupo
controle (p>0,05). Esse dado é alarmante uma vez que o hipoclorito de so6dio € um dos agentes mais
utilizados na industria.

O uso de acido peracético e clorexidina demonstrou a mesma eficiéncia na reducgéo
significativa das contagens, para as cepas resistentes. A quantificagdo média foi equivalente a 3,63 +
2,84 € 2,96 + 2,55 Log UFC.mL'1, respectivamente. Isso indicou uma diminuigado média de 3,24 e 3,91
ciclos de log, respectivamente, comparado com o grupo controle. Para ambos os agentes, a reducéo
no numero de UFC variou significativamente (p<0,001) entre as cepas tolerantes, indicando que a
persisténcia na presenca desses agentes é uma caracteristica cepa-dependente.
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A existéncia de cepas (12/20 — 60%) com perfil de resisténcia a todos os agentes (perfil 1V)
(Quadro 4) mostra que provavelmente existem mecanismos adaptativos intrinsecos ou extrinsecos
que permitem sua sobrevivéncia. Isso pode caracterizar um problema na industria pela dificuldade de
eliminar esses micro-organismos e pelo risco de disseminagdo dessa caracteristica para outras
estirpes.

A presenga de cepas tolerantes aos diferentes sanitizantes sugere que o uso desses agentes
na rotina do ambiente industrial de forma inadequada pode resultar na exposigdo subletal a estes
biocidas, representando um risco real para a adaptagdo destas bactérias, além de influenciar
positivamente na produgéo de biofilmes (KEERATIPIBUL, Techaruwichit, 2012).

Quanto a elevada resisténcia observada ao hipoclorito de sédio é possivel associar também o
envolvimento de fatores moleculares, como os genes RpoS e Dps ligados ao estresse oxidativo.
Estes sao ativamente expressos em S. Enteritidis SE86 resistente a presenca de hipoclorito de sédio
a 200ppm (RITTER et al., 2012). E possivel que para S. Minnesota haja mecanismos semelhantes
atuando nesse processo.

Embora o uso de compostos quimicos fornega beneficios na desinfecgéo, eles possuem a
limitacdo de nao destruir as estruturas residuais da matriz do biofilme que podem facilitar o seu
ressurgimento ou manutengdo dessas estruturas (OHSUMI et al.,, 2015). Assim, s&o necessarios
esforcos especiais para a remogéao completa de biofiimes de S. Minnesota adaptados aos biocidas.
Provavelmente, a efetividade no controle seja possivel pela associagdo de planos de higienizagéao
que incluem medidas de limpeza que colaboram para a eliminagado da matriz extrapolimérica com a
utilizagdo de diferentes agentes aliados ao respeito aos periodos entre higienizagdes, além de
estratégias como o rodizio periddico de sanitizantes.

CONCLUSAO

Nossa abordagem permitiu constatar que a capacidade de S. Minnesota para desenvolver
biofilme em diferentes temperaturas é altamente variavel e dependente da estirpe bacteriana. De
forma geral, as temperaturas de 25°C e 36°C permitiram a formagédo de biofilmes com a mesma
intensidade e superior ao encontrado na temperatura de 4°C. Ao considerar o IFB, a manutengao do
ambiente de processamento de carnes em temperaturas de 4°C inibe a formagao de biofilmes por S.
Minnesota, porém ha formacdo de uma biomassa minima que pode ser suficiente para a
contaminagdo do produto final. A existéncia de cepas tolerantes aos biocidas testados faz sugerir
uma possivel expressao exacerbada de genes relacionados ao estresse oxidativo e/ou a existéncia
de exposicdo a concentragdes subletais no ambiente de produgao avicola, representando um risco
real para o desenvolvimento de mecanismos de adaptagao, principalmente para a resisténcia ao
hipoclorito de sdédio. A inclusdo de medidas de mais rigorosas para impedir a instalacdo e para
garantir a remocao de biofiimes de S. Minnesota, aliado a protocolos de monitoramento deve ser uma
estratégia na industria avicola para garantir a inocuidade do produto final.
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Os Quadros

Quadro 1. Classificagao do indice de formagéao de biofilme (IFB)
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FORTE

MEDIO

FRACO

INEXISTENTE

21,10

0,70-1,10

0,36-0,69

<0,35

Fonte: Naves, et al. (2008)

Quadro 02: Classificagdo das cepas de S. Minnesota, de acordo com o indice de Formagao de
Biofilmes (IFB) em diferentes temperaturas.

4°C 25°C 36°C
Cepas Média Classificagcao Média Classificagao Média Classificagao
(IFB) (IFB) (IFB)
MO1 0,159* Inexistente 0,284* Inexistente 0,916* Médio
MO02 0,144* Inexistente 0,226* Inexistente 0,217* Inexistente
MO03 0,056 Inexistente 0,175* Inexistente 0,269* Inexistente
MO04 0,066 Inexistente 0,891* Médio 0,539* Fraco
MO05 0,079* Inexistente 0,493* Fraco 0,438* Fraco
MO06 0,162* Inexistente 0,471* Fraco 0,431* Fraco
MO7 0,118* Inexistente 0,550* Fraco 0,866* Médio
M08 0,074* Inexistente 0,870* Médio 0,612 Fraco
M09 0,179* Inexistente 0,928* Médio 0,547* Fraco
M10 0,039 Inexistente 0,229* Inexistente 0,537* Fraco
M11 0,037 Inexistente 0,039 Inexistente 0,136* Inexistente
M12 0,067 Inexistente 0,517* Fraco 0,421* Fraco
M13 0,025 Inexistente 0,284* Inexistente 0,095* Inexistente
M14 0,059 Inexistente 0,179* Inexistente 0,105* Inexistente
M15 0,088* Inexistente 0,576* Fraco 0,644* Fraco
M16 0,039 Inexistente 0,179* Inexistente 0,215* Inexistente
M17 0,056 Inexistente 0,219* Inexistente 0,206* Inexistente
M18 0,077* Inexistente 0,173* Inexistente 0,196* Inexistente
M19 0,054 Inexistente 0,462* Fraco 0,875* Médio
M20 0,030 Inexistente 0,196* Inexistente 0,118* Inexistente

* Valores de densidade optica distintos significativamente do controle negativo usando Teste de

Fisher (p<0,05).

Quadro 3: Perfil da formagao de biofilme em diferentes temperaturas por 20 cepas de S.
Minnesota, de acordo com o IFB

IFB de acordo com a temperatura

4°C 25°C 36°C Perfil — N(%)
Inexistente Inexistente Inexistente A 9 (45,0)
Inexistente Inexistente Fraco B 1(5,0)
Inexistente Inexistente Médio C 1(5,0)
Inexistente Fraco Fraco D 4 (20,0)
Inexistente Fraco Médio E 2 (10,0)
Inexistente Médio Fraco F 3 (15,0)

N (%): ndmero de cepas e a respectiva porcentagem.
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Quadro 4: Perfis de resisténcia aos agentes quimicos testados em 20 biofilmes de S.
Minnesota

Agentes quimicos Perfil N (%)
Hipoclorito I 3 (15,0)
Hipoclorito Ac. peracético I 3 (15,0)
Hipoclorito Clorexidina 1 2(10,0)
Hipoclorito Clorexidina Ac. peracético IV 12(60,0)

N (%): numero de cepas e a respectiva porcentagem.

Legendas das Figuras

Fig.1: Comportamento da biomassa de 20 cepas S. Minnesota em diferentes temperaturas.

Fig.2: Variacdo da biomassa de biofilmes de trés cepas de S. Minnesota de acordo com o perfil do
IFB.

Fig.3: Contagens de biofiimes de S. Minnesota (Log de UFC.mL'1) antes e ap6s manutengao por 15
minutos em solug¢ao de acido peracético 0,8%, hipoclorito de sédio 1% e clorexidina 1%.
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Figura 1

D.O.: Densidade optica a 600nm. Barras de erros indicam o desvio padrdo para as médias dos
valores de DO obtidos para cada cepa; * p<0,001 na analise comparativa entre os tratamentos,
usando one way Anova.
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SMO7 -E

SMO4 -F

Figura 2
D.O.: Densidade 6ptica a 600nm. SM02, 04 e 07: identificacdo das cepas de Salmonella Minnesota.

A, E e F: Perfis de IFB (Quadro 2). --: Separagéao entre os IFBs inexistente (<0,35), fraco (0,35-0,69) e
médio (0,70-1,10).
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Figura 3

* p<0,001 para as contagens nas amostras do mesmo tratamento; ** p<0,001 na analise comparativa
entre controle e tratamentos, usando Kruskal-Wallis.



