Gabriella Bassi das Neves

DIFERENCAS NA EXPRESISAO GENICA DE ISOLADOS
DE CAMPO E DE FRIGORIFICO DE SALMONELLA
RESISTENTE AOS ANTIMICROBIANOS E

DESINFETANTES

Dissertacdo  apresentada  ao
Programa de Po6s-Graduacdo em
Ciéncia Animal na Universidade
do Estado de Santa Catarina —
UDESC, como requisito parcial
para obtencdo do grau de Mestre
em Ciéncia Animal com énfase
em Biologia Molecular.

Orientadora; Prof. PhD Lenita
Moura Stefani

LAGES, SC
2014



N518d Neves, Gabriella Bassi das
Diferencas na expressdao génica de isolados de
campo e de frigorifico de Salmonella resistente aos
antimicrobianos e desinfetantes / Gabriella Bassi
das Neves. - Lages, 2014.
120 p.: il.; 21 cm

Orientadora: Lenita Moura Stefani

Bibliografia: p. 80-92

Dissertacdo (mestrado) - Universidade do Estado
de Santa Catarina, Centro de Ciéncias
Agroveterindrias, Programa de Pés-Graduacdo em
Ciéncia Animal, Lages, 2014.

1. Resisténcia. 2. Antibidticos. 3. Bactéria.
4. Expressdo génica. 5. Saude publica. I. Neves,
Gabriella Bassi das. II. Stefani, Lenita Moura.
III. Universidade do Estado de Santa Catarina.
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia Animal. IV.
Titulo
CDD: 636.08969 - 20.ed.

Ficha catalogréafica elaborada pela Biblioteca
Setorial do CAV/ UDESC




GABRIELLA BASSI DAS NEVES

DIFERENCAS NA EXPRESSAO GENICA DE ISOLADOS
DE CAMPO E DE FRIGORIFICO DE SALMONELLA
RESISTENTE AOS ANTIMICROBIANOS E
DESINFETANTES

Dissertacdo apresentada ao curso de P6s-Graduacdo em
Ciéncia Animal do Centro de Ciéncias Agroveterinarias, da
Universidade do Estado de Santa Catarina como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncia Animal
com énfase em Biologia Molecular.

Banca Examinadora

Orientadora:

Proft PhD Lenita Moura Stefani
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC)

Membro:

Prof? Dra Laura Beatriz Rodrigues
Universidade de Passo Fundo (UPF)

Membro:

Prof® Dra Luciana Ruschel dos Santos
Universidade de Passo Fundo (UPF)

Lages SC, 11 de dezembro de 2014.






DEDICACAO

Dedico a
minha familia:
Vittoria, Luiz,

Matheus e
principalmente a
minha amada mae
gue sempre me

apoiou e

infelizmente néo
esta mais entre nos.






RESUMO

NEVES, Gabriella Bassi das. Diferencas na expressao génica
de isolados de campo e de frigorifico de Salmonella
resistente aos antimicrobianos e desinfetantes. 2014. 120f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade do
Estado de Santa Catarina. Programa de Pos-graduacdo em
Ciéncia Animal, Lages, 2014.

O objetivo deste trabalho foi determinar as diferencas
na expressdo dos genes de viruléncia (invA) e de resisténcia
aos antibioticos (blaCTXM-2) de isolados de S. Heidelberg
resistentes aos antimicrobianos e desinfetantes. Para isso,
primeiramente os isolados de S. Heidelberg (54), S. Enteritidis
(54) e S. Typhimurium (54) foram submetidos ao teste do disco
difusdo frente a dez antibioticos utilizados rotineiramente na
medicina veterinaria e humana com intuito de avaliar o padrdo
fenotipico de resisténcia e multirresisténcia antimicrobiana. Os
isolados de S. Heidelberg (17), S. Enteritidis (2) e S.
Typhimurium (1) resistentes as cefalosporinas (ceftiofur e
ceftriaxone) foram também avaliados pela técnica de
Concentracdo Inibitéria Minima (MIC). Além disso, 0s
isolados de S. Heidelberg (17) resistentes ao ceftiofur pelo
disco-difusdo e MIC foram submetidos ao teste de diluicdo em
tubos para averiguar a eficiéncia dos desinfetantes a base de
amoOnia quaternaria, glutaraldeido e hipoclorito de sodio. Ainda
foi feita a triagem do sistema de efluxo, utilizando o brometo
de etidio. Pela técnica do antibiograma, os isolados de S.
Heidelberg, S. Typhimurium e S. Enteriditis apresentaram 18,
16,9 e 9,6% de resisténcia, respectivamente. Os maiores niveis
de resisténcia foram observados para o acido nalidixico nos
isolados de S. Heidelberg (67%), S. Typhimurium (65%), e S.
Enteritidis (68,5%), assim como para a tetraciclina nos isolados
de S. Heidelberg (69%) e S. Typhimuirum (63%). A resisténcia
a gentamicina também foi elevada para os isolados S.
Typhimurium (31,5%), seguido da S. Heidelberg (7%). De
grande importancia para a industria avicola, nossos resultados






mostram significativa resisténcia para o ceftiofur entre os
isolados S. Heidelberg (32%) diferente do observado para
isolados de S. Enteritidis (3,7%) e S. Typhimurium (1,9%).
Apenas os isolados de S. Heidelberg (9%) e S. Enteritidis
(3,7%) apresentaram resisténcia frente ao ceftriaxone. Ao
agrupar o0s antibioticos utilizados, observou-se que 0s
pertencentes as classes quinolona, penicilina e cefalosporinas
apresentaram 0s maiores niveis de resisténcia com 68, 47 e
16%, respectivamente. O padrdo de resisténcia mais
encontrado foi C em 10% dos isolados. Observou-se ainda que
22,8% dos isolados sdo multirresistentes, ou seja, resistentes a
mais do que trés drogas. Em relacdo aos desinfetantes, apenas
um isolado de S. Heidelberg (ID 81) mostrou-se resistente a
associacdo glutaraldeido-amdnia quaternaria. Os isolados
submetidos a triagem do sistema de efluxo ndo mostraram a
presenca deste mecanismo. Todos os isolados de S. Heidelberg
(17) expressaram o0 gene invA com diferengas quantitativas,
sendo que as amostras provenientes do campo mostraram
maior expressao (2,53) quando comparadas as de frigorifico
(1,00). Por outro lado, para o gene blaCTX-M2, relacionado a
resisténcia antimicrobiana, a expressdo foi 4.94 vezes maior
nas amostras advindas do frigorifico. A expressdo do gene
invA permitem concluir que as S. Heidelberg apresentam
potencial patogénico. Ja o padrdo de resisténcia observado ao
ceftiofur e ceftriaxone associado & multirresisténcia e aos
resultados positivos da expressdo génica comprovam a
existéncia de bacterias produtoras de ESBL, o que dificultaria o
tratamento das salmoneloses, j& que ha o potencial de
transmissédo direta da Salmonella advinda dos produtos carneos
para cadeia alimentar humana, gerando danos a salde publica.
Novos estudos a serem conduzidos no futuro permitirdo a
melhor avaliagéo in vivo do grau de patogenicidade ao testar 0s
isolados resistentes.

Palavras-chaves: resisténcia, antibidticos, bactéria, expressao
génica, saude publica.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine differences in the
expression of virulence genes (invA) and antibiotic resistance
(blaCTXM-2) from S. Heidelberg isolates resistant to
antimicrobials and disinfectants. To do this, first isolates of S.
Heidelberg (54), S. Enteritidis (54) and S. Typhimurium (54)
were assessed by the disk diffusion test using ten antibiotics
routinely applied in veterinary and human medicine. S.
Heidelberg (17), S. Enteritidis (2) and S. Typhimurium (1)
isolates resistant to cephalosporins (ceftiofur and ceftriaxone)
were also evaluated by the technique of Minimum Inhibitory
Concentration (MIC). Moreover, isolates of S. Heidelberg (17)
resistant to ceftiofur by disk diffusion and MIC were subjected
to dilution test tubes to determine the efficacy of disinfectants
quaternary ammonium base, sodium hypochlorite and
glutaraldehyde. Screening efflux was performed using
ethidium bromide. The technique of antibiotic susceptibility
showed 18, 16,9 and 9,6% of resistance for S. Heidelberg, S.
Typhimurium and S. Enteriditis, respectively. High levels of
resistance were observed for nalidixic acid in S. Heidelberg
(67%), S. Typhimurium (65%), and S. Enteritidis (68.5%), as
well as for tetracycline in S. Heidelberg (69%) and S.
Typhimuirum (63%). The gentamicin resistance was also high
for S. Typhimurium (31.5%) followed by S. Heidelberg (7%).
Of great importance to the poultry industry, our results show
significant resistance for ceftiofur among S. Heidelberg isolates
(32%), differently from that observed for S. Enteritidis (3,7%),
and S. Typhimuirum (1,9%). Only isolates of S. Heidelberg
(9%) and S. Enteritidis (3,7%) showed resistance against






ceftriaxone. By grouping the antibiotics used, it is observed
that those belonging to the quinolone, penicillin and
cephalosporin classes showed higher levels of resistance 68, 47
and 16%, respectively. The resistance pattern most commonly
found was C on 10% of the isolates. It was also observed that
22,8% of the isolates were multidrug-resistant or resistant to
more than three drugs. In relation to disinfectants, only one
isolate of S. Heidelberg was resistant to the association of
ammonium quaternary and glutaraldehyde. The isolates
subjected to screening efflux system did not show the presence
of this mechanism. All isolates of S. Heidelberg (17) expressed
the invA gene with quantitative differences and the samples
from the field showed higher expression (2.53) when compared
to samples from the slaughterhouse (0.56). On the other hand,
for the blaCTX-M2 gene, related to antibiotic resistance, the
expression was 4.94 times greater in poultry meat samples. The
expression of the gene invA allows us to conclude that S.
Heidelberg isolates have pathogenic potential. But the pattern
of resistance to ceftiofur and ceftriaxone associated with
multidrug resistance and the positive results of gene
expression, demonstrate the presence of ESBL producing
bacteria, which could difficult the treatment of salmonellosis,
as there is the potential for direct transmission of Salmonella
from meat products to humans. . New studies in the future will
allow in vivo evaluation to acess pathogenicity.

Key-words: resistance, antibiotics, bacterium, gene expression,
public health.
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1 INTRODUCAO

A cadeia avicola atualmente se destaca no agronegdcio
brasileiro, por gerar milhGes de empregos no pais e arrecadar
bilhdes de ddlares com a exportacdo. O aumento no consumo
de carne de frango é crescente, exigindo do setor industrial o
fornecimento de produtos de origem avicola com qualidade.

A salmonelose é uma doenca de origem alimentar que
representa um significativo problema de saude puablica em
muitos paises. Os produtos de origem avicola, principalmente
ovos crus, tém sido reconhecidos como grandes transmissores
desta bactéria, assumindo assim um papel importante na
perpetuacdo desta doenca. As salmoneloses sdo ocasionadas
por bactérias do género Salmonella, bacilos Gram negativos,
pertencentes a familia das Enterobacteriaceae que podem ser
encontradas nos mais variados ambientes, entretanto as aves
sd0 0s principais reservatorios naturais existentes na natureza.

A resisténcia microbiana pode ser definida como a
capacidade de alguns micro-organismos em crescer e
multiplicar na presenca de determinados antibidticos. Esta
capacidade é uma consequéncia natural da evolucao e pode ser
natural ou adquirida. A resisténcia adquirida € um problema
uma vez que populagbes de bactérias inicialmente sensiveis
tornam-se resistentes a um agente antibacteriano e sob a
pressdo seletiva do uso deste, conseguem crescer e se
proliferar, espalhando os genes de resistencia para outros
micro-organismos. Portanto, o antimicrobiano ndo induz a
resistencia, mas sim seleciona as bactérias mais resistentes
existentes no meio.

A resisténcia é codificada geneticamente e pode variar
a partir de mutagdes em genes cromossdmicos e/ou pela
transferéncia horizontal de genes que sdo carreados por
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elementos  genéticos modveis  (plasmideos, integrons,
transposons e fagos). Os mecanismos de resisténcia, como a
destruicdo ou inativacdo enzimatica da droga, alteracéo do sitio
alvo e reducdo do nivel intracelular do antimicrobiano podem
ser codificados por mutacGes pontuais ou pela a aquisicdo de
Novos genes.

Atualmente o aumento da viruléncia e da resisténcia
antimicrobiana em bactérias patogénicas & considerado um
sério problema para a medicina humana e veterinaria,
impactando diretamente na saude publica. O numero de
tratamentos eficazes para infeccdes causadas pela Salmonella
enterica continua diminuindo, por isso € importante cautela na
utilizacdo de agentes antimicrobianos. A terapia para infeccdes
causadas por Salmonella enterica invasiva inclui ceftriaxone
para humanos e ceftiofur para animais. A infeccdo invasiva
pela corrente sanguinea e hospitalizacdo sdo consequéncia da
infeccdo causada pela Salmonella enterica associada com
resisténcia a antimicrobianos (HOHMANN, 2001).

A infeccdo de pacientes pela S. Typhimurium mostra
uma forte associacdo entre a resisténcia a antimicrobianos,
infeccdo invasiva e os casos de hospitalizacdes (GUERRA B.
etal., 2004; FLUIT, 2005; VARMA et al., 2006).

Este cenario de isolados multirresistentes as drogas e
potencialmente patogénicos contribuiu para o aumento da
morbidade e mortalidade, além de contribuir para o aumento
dos custos e cuidados com a salde, tanto para a medicina
humana, como para a medicina veterinaria. Portanto, torna-se
necessaria a investigacdo e o entendimento dos principais
mecanismos de resisténcia utilizados por este micro-
organismo.

O objetivo deste trabalho foi averiguar as diferengas na
expressdo de genes de viruléncia (invA) e de resisténcia aos
antibidticos (blaCTXM-2) de isolados de S. Heidelberg de
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origem avicola, proveniente de campo e de frigorifico de
salmonelas com conhecido perfil de resisténcia a
antimicrobianos e desinfetantes. A PCR em tempo real (qPCR)
foi a técnica utilizada para avaliar a expressdao dos genes
estudados. Para isso, primeiramente o0s isolados de S.
Heidelberg (54), S. Enteritidis (54) e S. Typhimurium (54)
foram submetidos ao teste do disco-difusdo para identificar o
perfil  fenotipico de resisténcia e  multirresisténcia
antimicrobiana  frente a enrofloxacina, ciprofloxacina,
norfloxacina, gentamicina, ceftiofur, ceftriaxone, acido
nalidixico,  tetraciclina,  sulfametoxazol-trimetoprim e
cloranfenicol que sdo antibioticos utilizados rotineiramente na
medicina veterindria. Além disso, teve-se por objetivo
identificar nos isolados a concentracdo inibitéria minima
(MIC) frente ao ceftiofur. Os mesmos isolados foram testados
pelo teste de diluicdo em tubos para averiguar a eficiéncia dos
desinfetantes a base de aménia quaternaria, glutaraldeido e
hipoclorito de sédio. Ainda foi feita a triagem do sistema de
efluxo, utilizando o brometo de etidio.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1SITUACAO MUNDIAL DA AVICULTURA

A cadeia avicola é atualmente um dos mais importantes
componentes do agronegocio brasileiro, gerando milhdes de
empregos no pais e arrecadando bilhdes de dolares com a
exportacdo (NASCIMENTO et al., 2011). Atualmente, o Brasil
é 0 maior exportador de carne de frango, com destaque para a
producdo dos estados do Parand, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul, respectivamente. Hoje o Oriente Médio é considerado a
principal regido de destino da carne de frango brasileira,
seguida da Asia e Africa. Quanto a producdo mundial de carne
de frango, o maior produtor € os EUA, seguido da China, e do
Brasil que se encontra como o terceiro maior produtor. O
consumo per capita de carne de frango no Brasil vem
aumentando gradativamente e nos anos de 2000 a 2013,
“subiu” de 29,91 para 47,38 Kg e em 2013 “caiu” para 41,8 Kg
(UBABEF, 2014). Do volume total de carne de frango
produzida, 68,4% é destinada ao consumo interno e 31,6% a
exportacdo. Ja em relacdo a producdo de ovos, 99% é destinada
para 0 mercado interno, enquanto apenas 1% € para 0 mercado
externo (UBABEF, 2014).

2.2SALMONELLA SPP.

O género Salmonella engloba um grupo taxonémico
com mais de 2500 sorotipos, conhecidos com base em reacGes
bioquimicas e soroldgicas (LAZARO, 2008; BACK, 2002).

Este género é composto por duas espécies, Salmonella
entérica com seis subespécies ou subgéneros e a Salmonella
bongori. As subespécies sdo enterica, salamae, arizonae,
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diarizonae, houtenae e indica. O nome deste género foi adotado
em 1990 por Ligniéres em homenagem ao médico veterinario e
bacteriologista Daniel E. Salmon (LAZARO, 2008; LIBBY,
2004). Aproximadamente 99% dos sorotipos isolados com
maior frequéncia pertencem a subespécie enterica (FOLEY,
LYNNE, 2007).

Estas espécies de bactérias pertencem a familia das
Enterobactérias, morfologicamente classificadas como bacilos
Gram negativos que fermentam glicose e outros acgucares,
descarboxilam aminoécidos, oxidase negativa, catalase
positiva, aer6bicos ou anaerdbicos facultativos, e nao
formadoras de esporos. A maioria dos sorovares € movel por
meio de flagelos peritriquios, com excecdo da S. Gallinarum e
S. Pullorum (LIBBY, 2004; QUINN et al., 2005).

A Salmonella spp é uma bactéria cosmopolita e ubiqua
com capacidade de colonizar a maioria dos vertebrados,
incluindo mamiferos, aves e répteis. As Salmonelas sao
adaptadas a condicBes ambientais adversas tais como solo,
adubo e sobrevivem no meio ambiente por longos periodos, o
que facilita a sua transmissdo para 0s animais e o homem.
Alimentos contaminados, dgua e meio ambiente também sao
fontes comuns de infeccdo para 0s animais e o homem.
Alimentos destinados a producdo animal, como farinha de
peixe, farinha de osso, farinha de carne e leite sdo fontes
potenciais do micro-organismo. Ainda temos a possibilidade de
contaminacdo na soja a granel que é a base para muitas ragoes,
destinadas a varias espécies de animais domesticos
(TERZOLO, 2010; LAZARO, 2008; LIBBY, 2004;
ANDREATTI FILHO, 2006).

A dispersdo de Salmonella spp no ambiente natural
ainda é devida a producédo intensiva de alimentos de origem
animal, onde os produtos avicolas destacam-se como 0s
principais reservatorios do patdgeno, responsaveis por
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toxinfecges alimentares em humanos (BERCHIERI JUNIOR;
OLIVEIRA, 2006). Quando estes produtos sao consumidos
sem passarem pelo processo de cozimento, atuam como fontes
de veiculacdo e transmissdo da bactéria para 0s humanos.
Outros alimentos como pratos prontos e saladas também atuam
como disseminadores da bactéria (WELKER et al., 2010).

2.3SALMONELLA SPP. E A SAUDE PUBLICA

Os sintomas da salmonelose iniciam-se apos a
colonizagdo do epitélio intestinal pelo patégeno. O paratifo
aviario é a doenca conhecida por acometer aves e humanos,
sendo a S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar, e S.
Heidelberg os principais sorovares. Os sorovares S. Pullorum
(pulorose) e S. Gallinarum causam a doenga chamada de tifo
aviario e sdo sorovares adaptadas as aves causando doenca
grave nestas (BACK, 2002; BERCHIERI JUNIOR,
OLIVEIRA, 2006).

Nas aves a salmonelose é causada apenas pela S.
Pullorum e S. Galinarum que sd0 responsaveis por
significativos indices de morbidade e mortalidade. As taxas de
morbidade e mortalidade sdo variaveis em galinhas e séo
influenciadas pela idade, susceptibilidade a cepa, nutrigdo,
manejo do lote e caracteristicas de exposi¢do. Entretanto a
morbidade € muito maior que a mortalidade, sendo que
algumas aves afetadas se recuperam da doenca
espontaneamente (GAST, 1997).

De acordo com o Center for Disease Control and
Prevention - CDC (2013), a salmonelose € uma das principais
doencas entéricas em humanos em todo 0 mundo.

De acordo com Varnam e Evans (1991) citado por
Nascimento et al. (2011), a dose considerada infectante de
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Salmonella spp em humanos sadios é de 10° a 10" unidades
formadoras de colénias (UFC). Ja em pacientes
imunocomprometidos, segundo Lazaro (2008) a dose
infectante é reduzida (<10% para alguns sorovares quando
envolvidas em surtos de doencas de transmissdo alimentar
(DTA).

No Brasil, de acordo com dados da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria entre os anos de 2000 a 2011 foram
notificados 1600 surtos de salmonelose, sendo que,
surpreendentemente, nos anos de 2010 e 2011 esses surtos nao
chegaram a 50 (BRASIL, 2009).

O ovo é apontado como principal alimento envolvido
em surtos de salmonelose transmitidas por alimentos (BRASIL,
2009). Ja a carne de aves também pode estar contaminada com
Salmonella spp quando a bactéria é transferida do conteudo
intestinal a carcaca durante o abate e processamento. Da
mesma forma, as poedeiras podem contaminar 0s 0vOS nho
momento da postura ou ainda durante a formacdo do ovo
(GAST, 1997; BACK, 2002; ANDREATTI FILHO, 2006).

Dados da World Health Organization (WHO) (1992)
mostram que 25% das contaminacGes estdo associadas a
contaminacdo cruzada, envolvendo principalmente préaticas de
higiene deficientes tais como equipamentos contaminados,
estocagem inadequada, e contaminagdo dos funcionarios que
manipulam esses produtos.

Além do risco direto pela ingestdo de alimentos
contaminados, o tratamento inadequado da doenca também
pode afetar a salde humana através de residuos de antibidticos
deixados na carne que podem causar alergias e até choques
anafilaticos em humanos (TORTORA et al., 2012).

H& ainda o problema da resisténcia bacteriana
observada em isolados de Salmonella spp. que podem ser
transferidas para patdégenos de humanos (FRYE, JACKSON,
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2013; BOND; LOEFFLER, 2012). As bactérias resistentes aos
antibioticos respondem por grande parte do problema das
doencas infecciosas emergentes em todo o mundo. Patégenos
resistentes aos antibioticos afetam a recuperacdo dos pacientes
suscetiveis, como o caso dos imunossuprimidos (OLIVEIRA,
SILVA, 2008). A selecdo de bactérias resistentes pode resultar
em cepas mais virulentas como no caso de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. A presenca de resisténcia de uma
bactéria patogénica pode ocasionar o atraso da administracao
do antimicrobiano correto e dosagens toxicas ou insuficientes
para elimina-las (COSGROVE, CARMELI, 2003).

No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude, mais
de 70% das bactérias responsaveis pelas infecces hospitalares
sdo resistentes ha pelo menos um dos antimicrobianos
comumente utilizados para o tratamento dos pacientes. Além
disso, estes pacientes normalmente permanecem mais tempo no
hospital e precisam ser tratados com drogas de segunda e
terceira geracdo, que sao mais toxicas e, além disso, podem ser
menos efetivas e mais caras (OLIVEIRA, SILVA, 2008).
Taxas de resisténcia antimicrobiana entre hospitais e sistemas
de producdo animal aumentaram consideravelmente durante as
ultimas décadas, tornando o tratamento das doencas ainda mais
dificil (FRYE, JACKSON, 2013).

Considerando-se a natureza genética da resisténcia e a
selecdo de micro-organismos resistentes pelo contato com o0s
antimicrobianos, o0 uso destes compostos em animais de
producdo foi considerado uma potencial fonte de bactérias
resistentes que podem ser transmitidas para humanos e outros
animais, evidenciando-se a necessidade de um programa
sanitario e de biosseguranca eficaz a fim de limitar a
propagacao da epidemia desta bactéria (BOND; LOEFFLER,
2012; FRYE, JACKSON, 2013).



35

Johnson e colaboradores (2007) identificaram isolados
de E. coli resistentes em Minnesota e Wisconsin oriundos de
humanos e aves, e através de analises filogenéticas concluiram
que os isolados de humanos resistentes as drogas testadas
provavelmente tiveram origem avidria ou de reservatorios
semelhantes que ndo humanos. Este trabalho permite ressaltar a
importancia do monitoramento do perfil de resisténcia
fenotipica e genotipica aos antibioticos em espécies de
Salmonella spp isoladas de animais de produgdo e seus
derivados alimenticios com intuito de proteger a saide humana
e também animal (SAN MARTIN et al., 2005; RIBEIRO et al.,
2011).

Relativamente poucos recursos foram utilizados para
entender, prevenir e controlar a propagacdo da resisténcia
bacteriana (SILBERGELD, GRAHAM, PRICE, 2008). Frente
a esta situacdo, diversas iniciativas foram propostas com a
finalidade de prevenir ou minimizar a problematica. Mesmo
assim, a continua emergéncia de micro-organismos resistentes
nos sistemas de producdo, instituicdes de salde e até mesmo na
comunidade é ainda um grande desafio. Concomitantemente,
algumas medidas vém sendo utilizadas, entre elas auditorias,
melhoras na higienizacdo das méaos, isolamento dos pacientes e
educacdo. Entretanto, estas nem sempre tem sido eficiente no
controle da resisténcia bacteriana (OLIVEIRA, SILVA, 2008).

Segundo Sj6lund-Karlsson et al. (2010) tem sido
relatado um aumento da resisténcia aos antibidticos [-
lactdmicos, chamadas de bactérias produtoras de beta-
lactamases de espetro estendido (ESBL) em Salmonellas. Estas
enzimas sdo capazes de degradar uma ampla gama de
antibioticos, incluindo cefalosporinas de quarta geragdo
(FOLEY, LYNNE, 2007). Pacientes com infeccdo por E. coli
que produziram ESBL foram tratados por periodos mais longos
do que os infectados por E. coli ndo produtoras de -lactamases
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de espectro estendido. Ainda, estes pacientes também tiveram
hospitalizacdes significativamente mais longas e mais caras
que os individuos controle (LAUTENBACH et al., 2004).

Avaliar as implica¢bes do aumento da prevaléncia dos
patdgenos resistentes aos antimicrobianos & importante por
varias razdes. Primeiro, a informacéo sobre a resisténcia pode
ser importante na definicdo do progndstico para o paciente
individual. Em segundo lugar, o conhecimento sobre a
consequéncia da infecgdo com micro-organismos resistentes
incentiva os médicos e hospitais a controlarem e prescreverem
antibioticos adequados, prevenindo assim estas infecgoes.
Finalmente, a compreensdo do efeito da resisténcia ao
antibidtico na recuperacdo do paciente € relevante para 0s
responsaveis politicos, que devem tomar decisbes sobre o
financiamento de programas para controlar e prevenir a
propagacdo  destes  micro-organismos  resistentes a
antimicrobianos (COSGROVE, CARMELLI, 2003).

O impacto econdmico negativo causado pelas doencas
transmitidas por alimentos alcanca niveis cada vez mais
preocupantes, acarretando grandes perdas econémicas para a
indUstria avicola, o turismo, e a sociedade (WELKER et al.,
2010). Embora o problema da resisténcia antimicrobiana tenha
atraido a atencdo tanto da comunidade médica como do publico
em geral, a magnitude do impacto da resisténcia sobre a saude
e 0s resultados econdmicos permanecem em grande parte
desconhecidos (SILBERGELD, GRAHAM, PRICE, 2008).

A resisténcia aos agentes microbianos é um sério
problema mundial. O emprego indiscriminado, 0 uso abusivo
OuU nao criterioso em pacientes e, também em animais de
producdo e plantas tem acelerado o0 processo de
desenvolvimento da  resisténcia microbiana  (AUTO,
CONSTANT, CONSTANT, 2008; BARROS et al., 2008).
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2.4RESISTENCIA AS CEFALOSPORINAS

A resisténcia ao antibidtico é uma consequéncia natural
da evolucdo e pode ser natural ou adquirida. A natural
corresponde a uma caracteristica da espécie bacteriana e todas
as amostras desta espécie tém esta propriedade. Na adquirida,
somente parte das amostras sdo resistentes. A resisténcia
natural ndo perturba a terapéutica porque ja se sabe que um
determinado micro-organismo € naturalmente resistente ao
antimicrobiano. Os antimicrobianos que apresentam este tipo
de resisténcia sdo as penicilinas semi-sintéticas, cefalosporinas,
baixo nivel de resisténcia aos aminoglicosideos e baixo nivel
de resisténcia as fluorquinolonas. Por outro lado a resisténcia
adquirida pode trazer grandes transtornos na clinica médica
(ALTERTHUM, 2005; SPINOSA, 2006; TORTORA et al.,
2012), uma vez que as populacdes de bactérias sensiveis
inicialmente tornam-se resistentes a um agente antibacteriano,
proliferam e se espalham sob a pressao seletiva da utilizacdo
desse agente (TENOVER, 2006). Um conceito importante que
deve ficar claro é que o antimicrobiano ndo induz a resisténcia
e sim, seleciona as bactérias mais resistentes ja existentes no
meio de uma populacdo (ALTERTHUM, 2005).

A resisténcia é codificada geneticamente e pode variar a
partir de mutacbes em genes endodgenos  (genes
cromossémicos) e pelos genes exdgenos (extracromossémicos)
que sdo transmitidos horizontalmente e sdo carreados pelos
elementos  genéticos moveis  (plasmideos, integrons,
transposons e fagos) (FRYE, JACKSON, 2013). Tanto as
mutacdes pontuais, quanto a aquisicdo de genes de forma
horizontal podem codificar alguns mecanismos de resisténcia,
entre eles, destruicdo ou inativacdo enzimética da droga,
alteracdo do sitio alvo e redugéo do nivel intracelular do
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antimicrobiano (FRYE, JACKSON, 2013; FOLEY, LYNNE,
2007, TORTORA et al., 2012).

A inativagdo enzimética € a capacidade que a bactéria
tem de produzir enzimas especificas, tais como as [-
lactamases, capazes de inativar o principio ativo do
antimicrobiano, através da degradacdo ou modificacdo
estrutural. Estas enzimas atuam sobre o anel B-lactamico
hidrolisando seletivamente esta estrutura. Este tipo de mutacao
é observado no gene que codifica a B-lactamase AmpC
(AUTO, CONSTANT, CONSTANT, 2008; FRYE,
JACKSON, 2013; TORTORA et al., 2012).

Ainda as bactérias podem apresentar resisténcia pela
presenca de bombas de efluxo ou mudanca na permeabilidade
da membrana celular ou transporte do antimicrobiano. Estes
mecanismos sdo capazes de expelir o antimicrobiano,
reduzindo sua concentragao intracelular, impedindo assim que
este alcance uma concentracdo efetiva, consequentemente
impedindo a sua ag8o no sitio alvo para exercer o seu efeito
(AUTO, CONSTANT, CONSTANT, 2008; FOLEY, LYNNE,
2007; FRYE, JACKSON, 2013; TENOVER, 2006;
TORTORA et al., 2012).

A presenca de bactérias multirresistentes se deve a
presenca de genes de resisténcia, para diferentes
antimicrobianos em um sé plasmideo ou, ainda, amostras com
resisténcia multipla diante da presenca de dois ou mais
plasmideos  diferentes em uma mesma  bactéria
(ALTERTHUM, 2005).

A andlise destes mecanismos de resisténcia pode entédo
ser utilizada para determinar a relacdo genética entre
resisténcia encontrada em isolados a partir de animais e seres
humanos. Devido a diversidade de elementos genéticos que
levam a resisténcia a antimicrobianos, pode ser possivel
determinar se a resisténcia vista em bactérias isoladas de
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infecgBes de seres humanos esta intimamente relacionada com
0s isolados encontrados em animais, identificando assim
animais que sdo fontes de bactérias resistentes, responsaveis
pelas infec¢bes em humanos (FRYE, JACKSON, 2013).

A selecdo de bactérias resistentes pode ocorrer atraves
do uso inadequado de antimicrobianos ndo s6 em animais, mas
também em humanos (SCHWARZ et al., 2001). A presséo
seletiva na producdo animal, atraves da profilaxia, promogéo
de crescimento e tratamentos, podem ser fatores de estimulo da
selecdo de linhagens resistentes (MOLBAK, 2002).

Durante as ultimas quatro décadas, antimicrobianos tém
sido utilizados com o objetivo preventivo ou terapéutico, ou
seja, como suplemento aditivo nas dietas das aves, chamados
de promotores de crescimento (ROSTAGNO, 2003). O
aparecimento de resisténcia antimicrobiana em humanos fez
com que a Comunidade Europeia banisse o uso nao terapéutico
de antimicrobianos como agentes promotores de crescimento
na producdo animal, fazendo com que paises como o Brasil e
Estados Unidos reduzissem drasticamente a utilizacdo destas
drogas (SANTANA et al., 2011).

Estudos realizados por Rostagno (2003) demonstram
gue na auséncia dos promotores de crescimento, ha prejuizo na
producdo animal, com consequentemente reducdo do
desempenho zootécnico, comprometimento do aproveitamento
do potencial genético, e possiveis danos a salde das aves
(ROSTAGNO, 2003). Entretanto, isto acontece porgque 0S
animais sdo criados com alto desafio sanitario, uma vez que
para evitar estes prejuizos deve-se buscar um manejo sanitario
com medidas profilaticas que garantam a qualidade e a
seguranca dos produtos de origem avicola (JAENISCH, 2000).

No Brasil, segundo a Instru¢cdo Normativa (IN) n° 26 do
MAPA, é importante que os antimicrobianos utilizados na
terapéutica ndo sejam utilizados como aditivos alimentares,
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promotores de crescimento ou como conservantes de alimentos
para animais, sendo vetado o uso de anfenicdis, tetraciclinas,
beta lactamicos (benzilpenicilamicos e cefalosporinas),
quinolonas e sulfonamidas (BRASIL, 2009). E importante usar
adequadamente 0s agentes antimicrobianos em medicina
veterinaria, tanto para o tratamento como para a prevencdo de
doencas visando & seguranca para a saude publica
(SANTANA, 2011; BELLAVER, 2000).

As cefalosporinas constituem o grupo dos antibidticos
B-lactamicos e sdo separadas em quatro geracdes de acordo
com a cronologia de descoberta, espectro de agdo e estrutura
quimica (WEBSTER, 2005). Na primeira geracdo, as
cefalosporinas atuam principalmente contra bactérias Gram-
positivas e algumas Gram-negativas. As de segunda geracao
sdo bastante resistentes a agdo das P-lactamases produzidas
pelas Gram-negativas, e as de terceira geracdo sdo ainda mais
resistentes que estas. Enfim, as cefalosporinas de quarta
geracdo apresentam igual espectro de acdo das anteriores, além
de agir sobre alguns cocos Gram-positivos e bactérias
anaerdbias. As de primeira e segunda geracao sdo mais estaveis
frente a producao das P-lactamases (QUINN et al., 2005;
WEBSTER, 2005; ALTERTHUM, 2005).

O ceftiofur, cefalosporina de terceira geracdo, € a Unica
aprovada para animais de producdo (WEBSTER, 2005). Este
grupo de antimicrobianos impede a sintese da parede celular,
estrutura encontrada apenas em micro-organismos, responsavel
pelas fungdes de protecdo, sustentacdo e manutencdo da
morfologia bacteriana. A parede celular € constituida por uma
camada basal de mucopeptideos (também chamada de
peptidoglicano, composta de 4acido murdmico e N-acetil-
glicosamida), podendo estar coberta ou ndo por uma camada de
lipoproteinas e/ou lipopolissacarideos. Ainda as bactérias
Gram-negativas possuem uma camada lipidica adicional
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(SPINOSA, 2006).

Didaticamente podemos dividir a sintese da camada de
peptidoglicano em trés etapas: uma ocorrendo no citoplasma,
outra na membrana citoplasmatica e a terceira, externamente a
membrana. Os B-lactamicos interferem com a terceira etapa da
sintese (ALTERTHUM, 2005). Além de impedir a sintese, as
cefalosporinas impedem também & manutencdo do componente
peptidoglicano pela inibicdo da transpeptidase, uma enzima
que ¢é responsavel pela construcdo de polimeros de
peptidoglicano para formar a parede celular bacteriana,
imitando um bloco de construgdo (QUINN et al.,, 2005;
WEBSTER, 2005).

Os B-lactamicos tem um Unico anel de quatro membros
e quando agem sobre a enzima transpeptidase, formam uma
ligacdo irreversivel com a enzima inativando-a e impedindo
gue a enzima complete a sintese da parede celular. Essas
enzimas sdo também conhecidas como proteinas de ligacdo a
penicilina (PBP). A maior parte da resisténcia aos [3-lactdmicos
¢ conferida pela produgdo de enzimas bacterianas chamadas -
lactamases que clivam o anel B-lactdmico fazendo com que o
antimicrobiano apresente-se ineficaz (FRYE, JACKSON,
2013; QUINN et al., 2005; WEBSTER, 2005).

As B-lactamases formam um grupo diverso de enzimas,
algumas com afinidade a um numero limitado de estruturas de
agentes antimicrobianos, enquanto outras, as B-lactamases de
espectro estendido ESBL sdo capazes de degradar uma ampla
gama de antibidticos (FOLEY, LYNNE, 2007). Assim como
ocorre em inumeras bactérias Gram-negativas, as enzimas
citadas podem ser mediadas por plasmideos ou codificadas por
cromossomos (QUINN et al., 2005).

Outros mecanismos de resisténcia incluem genes que
codificam PBP que ndo sdo inativados pelo antibidtico, mas
sim, que tem baixa afinidade pelos B-lactamicos e/ou que usam
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diferentes blocos de ligacdo para construir a parede celular
(FRYE, JACKSON, 2013).

A producéo de beta-lactamases é o principal mecanismo
de resisténcia das bactérias Gram-negativas aos beta-
lactdmicos. O grau de resisténcia da bactéria depende da
quantidade de enzima produzida, da habilidade dessa enzima
em hidrolisar o antimicrobiano em questdo (poténcia) e da
velocidade com que o beta-lactamico penetra pela membrana
externa da bactéria (permeabilidade da membrana)
(BRADFORD, 2001).

As beta-lactamases podem ser agrupadas de acordo com
suas estruturas e substratos em classe A, B, C e D
(NORDMANN, POIREL, 2002). O grupo mais importante é a
classe A, formada por serino-proteases, as quais tém atividade
de amplo espectro, incluindo principalmente as enzimas SHV,
TEM-1, CTX-M, VEB, e GES que sdo encontradas nos
cromossomos ou em plasmideos e, portanto, sdo transferiveis
de uma celula a outra com facilidade. As enzimas da classe C
atuam principalmente sobre a cefalosporina com genes
encontrados no cromossomo de bactérias Gram-negativas. As
enzimas de classe B (metalo enzimas) e D (oxacilinases) tém
menor importancia clinica (DELAIRE et al., 1992;
MAJIDUDDIN; PALZKILL, 2005).

A presenca de CTX-M-2 em animais de producdo tem
sido observada no Japdo desde 1999. Em um estudo 2,747
isolados bacterianos de bovinos, suinos e aves no periodo de
1999-2002 foi observado que 18 cepas de E. coli foram
resistentes a cefazolina, sendo que quatro destas mostraram a
presenca da enzima blaCTX-M-2 e duas blaCTX-M-14
(CANTON, GONZALEZ-ALBA, GALAN, 2012).

Apesar de ndo haver evidéncia direta de transmissao de
CTX-M-2 produzido por cepas de E. coli do gado para
humanos, a presenca destas enzimas na superficie das carcacgas
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de gado e nas fezes sugere fortemente que estas bactérias
podem ser transmitidas aos seres humanos através da cadeia
alimentar (SHIRAKI, 2004). Na Europa, Salmonella enterica
Virchow produtora da enzima blaCTX-M-2 tém surgido em
aves nos ultimos anos, principalmente na Holanda, Irlanda e
Bélgica (HASMAN, 2005; BERTRAND, 2006).

O aumento da resisténcia as cefalosporinas de amplo
espectro (ceftiofur e ceftriaxone) entre isolados de Salmonella
spp é de interesse significante para a salde publica, porque o
ceftriaxone € uma importante droga para o tratamento de
criangas com a forma severa da salmonelose. Considerando-se
gue 0s micro-organismos resistentes ao ceftiofur apresentam
resisténcia cruzada ao ceftriaxone, o0 uso desse agente
antimicrobiano em animais de producdo esta sob a crescente
fiscalizacdo, por ser um potencial agente responsavel pela
emergéncia e disseminacdo de resisténcia ao ceftriaxone em
Salmonella spp e outros patdgenos entéricos (FOLEY,
LYNNE, 2007; DUTIL, 2010).

Tem sido observado um aumento brusco da resisténcia
ao ceftiofur entre isolados de Salmonella spp associados a
medicina veterinaria, de 2% em 1997 para mais que 15% em
2005 (FOLEY, LYNNE, 2007).

No Canada, o Programa Integrado de Vigilancia
Canadense de Resisténcia aos Antimicrobianos relatou uma
forte correlagdo (r = 0,9) entre isolados de S. Heidelberg
resistentes ao ceftiofur a partir de retalhos de frango e
incidéncia de infeccbes por S. Heidelberg resistentes ao
ceftiofur em seres humanos (DUTIL, 2010).

Os mecanismos de resisténcia sdo conferidos
principalmente por mutacdes e pela aquisicdo de novos genes,
sendo, portanto, facilmente transmitidos de uma bactéria a
outra, ndo necessariamente da mesma especie. A resisténcia
destas aos antimicrobianos é uma consequéncia natural da
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evolucdo, sendo muito dificil de impedir que novos genes ou
mutacdes aparecam. Dessa forma € importante o
monitoramento continuo destes patdgenos resistentes, tanto na
industria avicola, quanto nos hospitais (FRYE, JACKSON,
2013; FOLEY, LYNNE, 2007).

Para acompanhar a evolugédo da resisténcia bacteriana a
antibioticos, ndo se deve apenas avaliar bactérias causadoras de
doencas, mas também, bactérias ndo patogénicas para as
diferentes espécies de animais e seres humanos, como € 0 caso
de algumas enterobactérias. Estas bactérias ndo patogénicas
também adquirem resisténcia por meio da presséo de selecéo e
poderdo ser avaliadas ao longo do tempo, servindo como
indicadores epidemioldgicos da evolucdo das bactérias
resisténcias aos antibidticos (RUIZ, 2006).

Devido a resisténcia, novos p-lactdmicos foram
sintetizados através de modificaces no grupo quimico ao redor
do anel p-lactaimico produzindo [-lactamicos que s&o
resistentes as B-lactamases. Em resposta a pressdo de selecéo
criada por esses novos antibidticos, mutacGes nos genes de [3-
lactamases tem também criado enzimas que podem digerir
estes B-lactamicos mais recentes (FRYE, JACKSON, 2013). O
gasto com a producdo de novos antibioticos € inviavel além de
levar bastante tempo para ser aprovado até a comercializagdo,
pois precisa passar por comités de ética uma vez que antes de
ser liberado para 0 uso em humanos precisa ser testado em
animais. Se faz necessario compreender 0s mecanismos de
resisténcia, 0S genes responsaveis por esta resisténcia, a forma
como ocorre a disseminacdo destas bactérias resistentes e
também a relagéo existente entre 0 uso do antimicrobiano e o
aumento da resisténcia. Este entendimento auxiliard no
monitoramento destes patogenos resistentes, além de servir
como base para a busca de uma solugcdo que amenize a
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prevaléncia destas bactérias resistentes (NASCIMENTO et al.,
2008).

2.5RESISTENCIA AOS DESINFETANTES

A desinfecdo é uma importante medida para a
destruicdo da microbiota patogénica e é obtida principalmente
pela limpeza e o uso adequado de desinfetantes nos galpdes de
criagcbes animais (FERREIRA, 2008). Os desinfetantes agem
pela atuacdo na estrutura ou no metabolismo bacteriano pelo
blogqueio da membrana, independentemente de seu estado
funcional (GUERREIRO et al., 1984). Segundo Imming
(2013), os desinfetantes podem causar a coagulacdo das
proteinas celulares, dissolucdo de substancias celulares, lesdo
irreversivel e alteracdo osmotica.

Diversos compostos quimicos ativos estdo disponiveis
no mercado, sendo os mais utilizados na avicultura, o0s
compostos de amonia quaternaria, glutaraldeido, e hipoclorito
(JAENISCH et al., 2004; GREZZI, 2007).

De modo geral os compostos clorados sdo muito
utilizados pelo seu baixo custo e por serem efetivos contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, leveduras, e
fungos filamentosos. Dependendo do pH da solucdo podem ser
efetivos até contra esporos bacterianos. Atuam através da
liberacdo do é&cido hipocloroso em solucdo aquosa que € a
forma ndo dissociada, 80 vezes mais bactericida que a forma
dissociada (ANDRADE, 2008).

Os compostos quaternarios de amonio (QAC), entre 0s
quais se encontra o alquildimetilbenzilamonio, sdo detergentes
catibnicos sintéticos que possuem atividade antimicrobiana.
S8o agentes sanitizantes sollveis em agua, com baixa
toxicidade e boa eficiéncia frente as bactérias Gram-positivas e
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termoddricas, porém, pouco eficientes contra Gram-negativas,
coliformes psicotroficos e ineficientes contra esporos. O
mecanismo de acdo acontece através da inativacdo de enzimas
relacionadas aos processos de transformacdo de energia, a
desnaturacdo de proteinas celulares e a ruptura da membrana
celular (ANDRADE, 2008).

O glutaraldeido é um agente desinfetante bactericida
que apresenta rapida e efetiva acdo contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. E considerado um dialdeido,
alifatico de baixo peso molecular, liquido miscivel em &gua,
alcool e solventes organicos, acido (pH 3 a 4) (BRASIL, 2007).

Uma das caracteristicas do glutaraldeido como
bactericida é a capacidade de se ligar fortemente as camadas
exteriores dos micro-organismos, especificamente com aminas
ndo protonadas. O principal alvo do glutaraldeido € a
membrana ou a parede celular. Pode interferir diretamente no
DNA e RNA bacteriano e consequentemente na sintese de
proteinas. O glutaraldeido desativa aminoacidos celulares pela
forte interacdo formada, especialmente com a lisina
(MCDONNEL, RUSSEL, 1999).

Alguns mecanismos responsaveis pela resisténcia a
antibidticos sdo também aplicaveis a biocidas, aumentando
com isto a possibilidade de resisténcia cruzada entre
antibidticos e biocidas (MCDONNELL, RUSSEL, 1999;
RUSSEL, 2002). Existem poucos relatos disponiveis sobre a
acao de desinfetantes contra micro-organismos, diferente do
observado quanto a resistentes bacteriana a antibioticos
(GUIMARAES et al., 2000).

Assim como acontece para 0Ss antibidticos,
concentracdes residuais de desinfetantes podem acarretar na
sobrevivéncia de micro-organismos tolerantes ou ainda na
selecdo gradual ou réapida de bactérias tolerantes a biocidas
(RUSSEL, 2002).
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2.6 ILHAS DE PATOGENICIDADE

A patogenicidade e definida como a capacidade de um
micro-organismo causar doenca. As bactérias patogénicas
possuem e expressam genes que codificam fatores de
viruléncia, isto €, fatores que propiciam a colonizacdo e
ocorréncia de diversos eventos que perturbam a fisiologia
hospedeira, ocasionando o aparecimento de sinais e sintomas
que irdo definir o estado de doenga (VIEIRA, 2009).

A viruléncia da Salmonella esta diretamente relacionada
a capacidade da mesma em invadir células hospedeiras,
replicar-se dentro dessas células e resistir a destruicdo por
componentes fagocitarios ou a destruicdo por componentes
plasmaticos do complemento (QUINN et al., 2007).

A diversidade do genoma da Salmonella spp esta
relacionada com a aquisi¢cdo de plasmideos, uma vantagem
seletiva ndo apenas para os genes de resisténcia, mas também
para a expressdo de genes de viruléncia (CHU, CHIU, 2006).

A ilha genbmica da Salmonella spp (SGI) é um
elemento movel integrativo que confere resisténcia a
multidrogas e pode também estar envolvido no aumento da
viruléncia e invasdo das cepas de S. Typhimurium (MARCUS
et al., 2000).

Quando estas SGls apresentarem genes
comprovadamente ligados & viruléncia, estas sdo denominadas
de SPIs (Salmonella Pathogenicity Islands). Os genes presentes
nas SPIs codificam varias proteinas funcionais que resultam na
invasdo e interacdo entre o hospedeiro e a célula bacteriana
(VIEIRA, 2009; OCHMAN, 1996).

As ilhas de patogenicidade, mencionadas como SPIs
sdo grandes regides do DNA cromossémico (BLUM et al.,
1994). Cinco SPIs estdo envolvidas na expressdo da viruléncia
e na capacidade de invasdo da bactéria, denominadas SPI-1,
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SPI-2, SPI-3, SPI-4 e SPI-5 (OCHMAN, 1996; WONG et
al.,1998; VIEIRA, 2009).

A capacidade de invasdo da Salmonella spp ¢é
codificada em genes localizados em uma SPI denominada SPI-
1. Além de codificar proteinas que capacitam a invasdo de
células do hospedeiro, existem na SPI-1 genes que codificam
inimeras proteinas para o sistema de secrecdo. Estes sistemas
de secrecdo sdo dispositivos moleculares que permitem as
bactérias exportar para o interior das células hospedeiras,
proteinas denominadas “efetoras” (VIEIRA, 2009). Estas
proteinas, apds penetrar a celula intestinal, atuam na célula
hospedeira provocando modificagcbes no citoesqueleto e
consequentemente no arcabouco celular. Além disso, permitem
a fuga do sistema de defesa no interior de fagossomos,
possibilitando a entrada da bactéria levando a morte da célula e
outras alteracdes celulares (GRASSL; FINLAY, 2008). Um
dos sistemas muito bem descrito e encontrado em bactérias que
infectam o trato gastrointestinal é o sistema de secrecéo tipo Il
(SSTT), o qual é codificado pela SPI-1. Este sistema garante
que as proteinas efetoras sejam introduzidas na célula
hospedeira por meio de uma “seringa molecular”, garantindo a
absorcdo da Salmonella spp pelas células epiteliais intestinais
do hospedeiro (VIEIRA, 2009).

O gene invA é selecionado como um marcador para
cepas virulentas de Salmonella spp. Este € o primeiro gene do
operon que é responsavel pela internalizacdo da bactéria dentro
de células de mamiferos (GALAN, CURTISS, 1999). A SPI-1
encontra-se em toda a Salmonella e contém o gene invA, como
0 principal responsavel pela expressdo do sistema SSTT,
entretanto mais de 29 genes codificados dentro SPI-1 estdo
envolvidas na montagem do aparelno de SSTT. Esta ilha
compreende uma regido de 40 kb do DNA que codifica um
aparelho de secrecdo que regula a transcricdo e secrecdo das
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proteinas efetoras (MADIGAN, 2010).

Devido a existéncia de proteinas codificadas em outra
SPI, a SPI-2, a bactéria adquire a capacidade de sobreviver e
multiplicar-se na célula do hospedeiro (VIEIRA, 2009). Apos a
sua entrada a bactéria sobrevive nos macrofagos promovendo
sua distribuicdo sisttmica no organismo (HENSEL et al.,
1995). Ha outra ilha, a SPI-3, que codifica o operon mgtCB
possibilitando a sobrevivéncia intracelular da Salmonella em
condi¢Bes limitadas de magnésio. Embora menor, também
codifica elementos que permite a sobrevivéncia da bactéria no
meio intracelular (SMITH et al., 1998). Usando os sistemas
codificados em SPI-1 e SPI-2, as outras SPIs da Salmonella,
que ndo possuem seu préprio sistema de secrecdo, realizam
suas funcdes por meio de um consércio (VIEIRA, 2009).

2.7PCR EM TEMPO REAL

O avango das técnicas de Biologia Molecular foi
certamente um dos maiores passos das ciéncias bioldgicas
durante o século XX. Estas técnicas tém revolucionado os
conhecimentos sobre 0 genoma, quanto a sua estrutura,
expressdo e funcdo. Estudos de expressdo génica vém sendo
empregados em Varios organismos. A maioria dos estudos tem
a finalidade de identificar e caracterizar genes relacionados a
caracteristicas economicamente importantes, como no caso das
reprodutivas e aquelas relacionadas a resisténcia a doengas
(FAHRENKRUG et al., 2002). Além disso, o gPCR é uma
ferramenta promissora na detecgéo e quantificacdo de amostras
patogénicas. A quantificacdo € baseada na determinagdo do
namero de copias do gene (RODRIGUEZ-LAZARO, 2003;
SHARMA, DEAN-NYSTROM, CASEY, 1999).

Uma reacdo de PCR tipica inicia pela desnaturagéo, ou



50

seja, 0 aquecimento de uma amostra de DNA a temperaturas
entre 93°C a 95°C, transformando as fitas duplas em fitas
simples. O conhecimento da sequéncia do gene a ser
amplificada, é utilizado para projetar o par de primers. O
anelamento dos primers acontece quando a temperatura é
reduzida entre 50-60°C, ou seja, quando ocorre a formacao de
pontes de hidrogénio entre cada par de primer e a fita molde
(ZAHA, 2003; ALBERTS et al., 2004; GONCALVES,
FIGUEIREDO, FREITAS, 2008).

Os primers ja anelados servirdo de iniciadores para a
sintese da cadeia da nova fita de DNA. Uma vez que a enzima
polimerase utiliza um molde de fita simples para sintetizar uma
fita complementar. A fungédo desta enzima na amplificacdo in
vitro é exercida pela, Taqg DNA polimerase, que na presenca
dos desoxinucleotideos (dNTPs) vai sintetizar a nova fita de
DNA. Ao concluir o processo se obtém dois segmentos de
DNA a partir de um. Tendo em vista que a mesma operagao é
repetida em cada segmento-filho, ao final do segundo ciclo, sdo
obtidos quatro destes segmentos e assim sucessivamente nos
ciclos vindouros (DE ROBERTS, HIB, PONZIO, 2003;
ZAHA, 2003; ALBERTS et al., 2004).

A anélise genémica funcional é uma das metodologias
disponiveis mais informativas para a identificacdo e a
expressao de genes, além de possibilitar a caracterizacdo dos
padroes de expressaio de mRNA e consequentemente da
proteina gerada. O trascriptoma é o nome dado ao produto
inicial da expressdo génica em um organismo e refere-se ao
conjunto de RNA mensageiro, cuja informacdo é requerida
pela célula em determinado momento (BINNECK, 2004).
Portanto, a expressdo de determinado gene é medida pela
quantidade de mMRNA (HOCQUETTE, 2005).

O gPCR tém se mostrado uma poderosa ferramenta na
quantificacdo da expressdo génica, permitindo determinar a
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presenca ou a auséncia de determinado transcrito, comparar
niveis de mRNAs em diferentes amostras e caracterizar
padroes de expresséo de mMRNAs e ainda possibilita a
quantificacdo de baixos niveis mMRNA, uma vez que é um
método muito sensivel. A principal diferenca entre o0 PCR e
gPCR é que a ultima permite 0 monitoramento da reacdo a
cada ciclo, permitindo a deteccdo direta dos produtos de PCR
na fase exponencial da reacdo, onde a quantidade de fragmento
gerado é proporcional a quantidade inicial (LIVAK,
SCHMITTGEN, 2001; WONG, MEDRANO, 2005).

O sistema SYBR Green é uma das metodologias
descritas que tém sido bastante empregado para amplificacdo
em ensaios de qPCR. As principais diferencas entre as variadas
metodologias sdo a especificidade do alvo de amplificagcdo, o
custo e a precisdo. Por ser um fluoréforo, o SYBR Green, é
responsavel por emitir a fluorescéncia que é detectada pelo
termociclador. Para isso, se liga a qualquer dupla fita de DNA
gerada durante a reacdo de PCR, sendo por isso considerado
um sistema de deteccdo ndo especifico. Uma das principais
vantagens no uso deste método de deteccdo em ensaios de
gPCR é o custo mais barato em relacdo a construcdo de sondas
marcadas (BUSTIN, 2000; BUSTIN, NOLAN, 2004).

O fato do corante SYBR Green se ligar a qualquer
dupla fita de DNA ¢ importante que os primers utilizados na
reacdo de PCR sejam desenhados cuidadosamente para evitar a
amplificacdo de produtos inespecificos e formacdo de dimeros
(BUSTIN, 2000; BUSTIN, NOLAN, 2004).

A quantificacdo do mRNA através do qPCR é feita pela
associacdo entre a amplificacdo do gene alvo em cada ciclo
com a emissdo de fluorescéncia. Portanto, a fluorescéncia
emitida é proporcional a quantidade de produto génico gerado
(BUSTIN, NOLAN, 2004; WONG, MEDRANO, 2005).

O valor de intensidade de fluorescéncia pode ser
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determinado durante a fase exponencial de amplificacdo. Este
valor é denominado Limiar (threshold) e € o nivel de sinal que
reflete um aumento estatisticamente significativo em relacéo ao
sinal de linha de base (baseline) calculado. E definido por
distinguir o sinal de amplificacdo a partir da linha de base. A
linha de base na reacdo de gqPCR refere-se a nivel de sinal
durante os ciclos iniciais de PCR, geralmente entre 0 3° e 0 15°
ciclo, onde ha pouca alteracdo no sinal de fluorescéncia. A
linha de base é determinada empiricamente para cada reacao,
por andlise automatizada do software do gPCR que gera o
grafico de amplificacdo, conforme pode ser exemplificado na
figura abaixo (BUSTIN, NOLAN, 2004).

O ciclo limiar (cycle threshold) ou Ct é a nimero de
ciclos de PCR requeridos para que cada amostra emita
fluorescéncia suficiente para alcancar o limiar, portanto é
utilizado para calcular o numero inicial de copias de DNA. O
Ct é especifico para cada amostra e € inversamente
proporcional a quantidade inicial do alvo presente na reacéo
(BUSTIN, NOLAN, 2004).

Existem duas metodologias que podem ser utilizadas
para quantificacdo do mRNA através da técnica do gPCR, a
quantificacdo absoluta e a quantificacdo relativa. Na primeira, a
construcdo de uma curva padrdo (standard curve) é utilizada
para determinar o numero de copias de mRNA. Para a
construcdo desta curva é utilizado diluigdes seriadas de uma
amostra de RNA com concentracdo conhecida. Ja na
quantificacéo relativa, ou método comparativo é feita a curva
padrdo para o gene alvo e para o gene referéncia, permitindo
posteriormente a comparacao da expressdo de ambos 0s genes
através dos valores do Ct de cada amostra (PFAFFL, 2001).
Quando existem muitos genes a serem testados em muitas
amostras, esta é a metodologia mais utilizada
(LEUTENEGGER et al., 2000).
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O gene referéncia (housekeeping gene), também
conhecido por controle enddgeno, sdo genes que apresentam
carater constitutivo, ou seja, sdo expressos em todos os tipos
celulares e estadios de desenvolvimento e portanto mantém as
funcdes celulares basicas. Sdo responsaveis pela expressao de
proteinas ribossomais, tRNA, rRNA e componentes da RNA
polimerase. O uso de um gene constitutivo procurar minimizar
as diferencas nas quantidades de RNA utilizadas na transcricao
reversa, as quais podem variar por influéncia das diferentes
técnicas de extracdo ou até pelas variacbes que possam ocorrer
durante cada reacéo e em cada tubo de reacéo. Portanto o gene
de referéncia € utilizado para estimar as mensurac6es no final
da reacdo de PCR, -evitando-se, assim, maiores erros
(SCHMITTGEN, ZAKRAJSEK, 2000; BAS et al., 2004).
Existem varios genes referéncias que podem ser utilizados,
sendo 0s mais comuns: actina, RNA ribossomal (rRNA),
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (HUGGETT
etal., 2005).
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3 ARTIGO

DIFERENCAS NA EXPRESSAO GENICA (INVAE
BLACTX-M2) DE ISOLADOS DE CAMPO E DE
FRIGORIFICO DE SALMONELLA RESISTENTE A
ANTIMICROBIANOS E DESINFETANTES

3.1INTRODUCAO

Atualmente o Brasil € um dos maiores produtores de
frangos isso em fungdo da alta demanda de consumo de carne
de origem avicola em todo o mundo. O Brasil é o terceiro
maior produtor de frango, ficando atrds somente dos Estados
Unidos e da China; é ainda o maior exportador mundial
(UBABEF, 2014).

A salmonelose é uma doenca gastrointestinal decorrente
da infeccdo causada por bactérias do género Salmonella spp.
pertencente a familia das Enterobacteriaceae e classificadas
como bacilos Gram negativos. Por acometer inclusive
humanos, ela representa um significativo problema de satde
publica em muitos paises. Esta bactéria é encontrada nos mais
variados ambientes, entretanto as aves sdo 0s principais
reservatorios naturais existentes na natureza. A ingestdo de
alimentos contaminados € a principal forma de contaminacgéo
humana, com destaque para os produtos de origem avicola,
especialmente 0 ovo cru.

A resisténcia microbiana é a capacidade de alguns
micro-organismos sobreviver, crescendo e multiplicando-se
mesmo na presenca de determinados antibioticos. Esta
resisténcia é codificada geneticamente e pode variar a partir de
mutacfes em genes cromossomicos e/ou pela transferéncia
horizontal de genes que sdo carreados por elementos genéticos
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moveis tais como plasmideos, integrons, transposons e fagos.
Tanto as mutagdes pontuais, quanto a aquisicdo de genes
podem codificar alguns mecanismos de resisténcia, entre eles,
destruicdo ou inativacdo enzimatica da droga, alteracdo do sitio
alvo e reducdo do nivel intracelular do antimicrobiano.

O tratamento das doencas causadas por bactérias
resistentes a antimicrobianos estd se tornando cada vez mais
dificil e oneroso considerando-se que as taxas de resisténcia
bacteriana em hospitais e sistemas de producdo animal
aumentaram consideravelmente durante as Ultimas décadas.
Diante do aumento na incidéncia de toxinfecgdes por
Salmonella spp e dos relatos cada vez mais frequentes de cepas
multirresistentes a antimicrobianos, torna-se necessaria um
melhor entendimento e monitoramento dos principais
mecanismos de resisténcia utilizados por estes micro-
organismos. Relativamente poucos recursos foram utilizados
para entender, prevenir e controlar a propagacdo destas
bactérias resistentes.

O objetivo deste trabalho foi averiguar através do PCR
em tempo real (QPCR) as diferencas na expressao de genes de
viruléncia (invA) e de resisténcia aos antibiéticos (blaCTXM-
2) de isolados de S. Heidelberg de origem avicola, proveniente
de campo e de frigorifico ja& com conhecido padrdo de
resisténcia a antimicrobianos e desinfetantes. Para isso,
primeiramente os isolados de S. Heidelberg (54), S. Enteritidis
(54) e S. Typhimurium (54) foram submetidos ao teste do
disco-difusédo para identificar o padrdo fenotipico de resisténcia
e multirresisténcia antimicrobiana frente a enrofloxacina,
ciprofloxacina,  norfloxacina, = gentamicina,  ceftiofur,
ceftriaxone, &cido nalidixico, tetraciclina, sulfametoxazol-
trimetoprim e cloranfenicol que séo antibidticos utilizados
rotineiramente na medicina veterinaria e humana. O trabalho
tambem teve por objetivo identificar nos isolados a
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concentracdo inibitéria minima (MIC) frente ao ceftiofur. Os
mesmos isolados foram testados pelo teste de diluicdo em
tubos para averiguar a eficiéncia dos desinfetantes a base de
amoOnia quaternaria, glutaraldeido e hipoclorito de sodio. Ainda
foi feita a triagem do sistema de efluxo, utilizando o brometo
de etidio.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Origem dos isolados

Os isolados de Salmonella (162) previamente
sorotipificados foram gentilmente cedidos por um laboratério
veterinario privado credenciado pelo MAPA para a realizacdo
de monitorias oficiais e pela Fundacdo Estadual de
Agropecuaria (FEPAGRO) no estado do Rio Grande do Sul.
Foram analisados 54 isolados de cada uma das Salmonella spp.
(S. Enteritidis, S. Typhimurium, e S. Heidelberg). Todas as
amostras eram oriundas de materiais avicolas conforme
descrito na Tabela 1, apéndice A.

Novos repiques foram realizados a partir das amostras
enviadas pelos laboratorios para a confeccdo de uma
bacterioteca seguindo a metodologia de conservagdo e
manutencdo de micro-organismos descritas por Sola et al.
(2012). A partir desta realizou-se todos o0s testes
microbioldgicos descritos a seguir.

3.2.2 Teste do disco-difusao

Os testes de disco-difusdo foram realizados no
Laboratério de Biologia Molecular, Imunologia e
Microbiologia (LABMIM) da Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC), no Centro de Educacdo Superior do Oeste
(CEO), em Chapecd-SC. Foi utilizada a metodologia aprovada
pelo NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standarts) e pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) que consta na IN M-2 A-8 de Padronizacdo dos
Testes de Sensibilidade aos Antimicrobianos por Disco-difusédo
(BRASIL, 2003). Os antimicrobianos utilizados para verificar a
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sensibilidade dos 162 isolados foram: enrofloxacina (5 pg),
ciprofloxacina (5 pg), norfloxacina (10 pg), gentamicina (10
ug), ceftiofur (30 pg), ceftriaxone (30 pg), acido nalidixico (30
ug), tetraciclina (30 pg), sulfametoxazol-trimetoprim (25 pg),
cloranfenicol (30 ug). A Escherichia coli ATCC 25922 foi
usada como cepa de referéncia para o controle dos discos.

As placas foram analisadas quanto a presenca de um
halo confluente. Com o auxilio de uma régua os halos foram
medidos e classificados de acordo com as tabelas descritas na
IN M-2 A-8 e desta forma foi possivel classificar os isolados
de Salmonella spp em sensiveis ou resistentes aos
antimicrobianos estudados.

3.2.3 Resisténcia a multiplas drogas

A partir dos dados do disco-difusdo foi possivel
determinar o numero de isolados que foram considerados
multirresistentes. Sdo considerados multirresistentes isolados
que apresentam resisténcia a trés ou mais antibioticos (FRYE;
CRAY, 2007).

3.24 Indice de resistétncia multipla a
antibioticos

O Indice de Resisténcia Mdltipla aos Antimicrobianos
(IRMA) foi calculado conforme metodologia descrita por
Krumperman (1983), através da razdo entre o numero de
antimicrobianos contra 0s quais cada isolado foi resistente e 0
namero total de antimicrobianos testados.
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3.2.5 Concentragao inibitéria minima

A realizacdo do MIC foi feita conforme a IN M-31A-3
de Padronizacdo dos Testes de Sensibilidade aos
Antimicrobianos por Disco-difusdo e Diluicdo Para Testar
Isolados Bacterianos de Origem Animal (CLSI, 2008).
Segundo a IN M-31A-3 os isolados sdo classificados como
resistentes ao ceftiofur se o ponto critico for > 8 ug/mL e
sensiveis se o ponto critico for <2 pg/mL.

Os isolados de S. Heidelberg (17), S. Enteritidis (2) e S.
Typhimurium (1) classificados como resistentes ao ceftiofur
pelo teste do disco-difusdo foram submetidos ao MIC com
produto comercial (Excenel®) contendo 50 mg de ceftiofur por
mL do produto. Foram testadas 10 diluicdes, variando de 0,064
mg/mL até 0,000125 mg/mL.

3.2.6 Meétodo de diluicdo de desinfetante em
tubos

Os 17 isolados de S. Heidelberg que foram resistentes
ao ceftiofur através do teste do disco-difusdo e MIC foram
submetidos a técnica de diluicdo em tubos para determinar o
nivel de resisténcia dos isolados frente a trés desinfetantes.
Ainda testou a susceptibilidade de um isolado de S. Heidelberg
considerado sensivel ao ceftiofur pelo teste do disco-difusdo. A
composicdo quimica dos desinfetantes utilizados e as
caracteristicas de fabricacdo dos produtos estdo descritas nas
Tabela 2 e Tabela 3 do apéndice B.

A metodologia utilizada para analisar a eficacia dos
desinfetantes foi adaptada da Portaria n°101 de 11 de agosto de
1993 do MAPA com a contagem bacteriana total em placa
(BRASIL, 1993). Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
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Escherichia coli (25922 ATCC) e um isolado de S. Heidelberg
ndo resistente foram utilizados como cepas controle. O meio de
cultura utilizado para o cultivo dos micro-organismos foi agar
verde brilhante para S. Heidelberg, agar nutriente para
Staphylococcus aureus e EMB para E. coli. Para confirmar a
presenca do S. aureus foi feita a coloracdo de Gram
(TORTORA et al, 2012). Para a obtencdo da suspensdo dos
micro-organismos as coldnias acima foram submetidas a
diluicbes seriadas de 101 até 107, utilizando-se &gua
peptonada, sendo que a diluigdo 107 foi a utilizada para o teste,
obtendo uma contagem final de aproximadamente 10%°
UFC/mL para S. Heidelberg e 10° e 10° UFC/mL para as
cepas padrdo de E. coli e S. aureus. Para anélise da eficacia, os
desinfetantes testados foram diluidos conforme instrucdes do
fabricante (1:2000 para a amdnia quaternaria, 1:1500 para o
glutaraldeido e 1:25 para o hipoclorito de s6dio). As amostras
foram testadas na presenca e auséncia de matéria organica
(leite) diluida (1:5000) em agua destilada autoclavada.

Para o ensaio, distribuiu-se 9 mL de cada amostra do
desinfetante em um tubo de ensaio esterilizado. Adicionou-se a
esse tubo 0,1 mL de suspensdo de Salmonella Heidelberg.
Imediatamente apds o contato do in6culo com o desinfetante,
teve inicio a contagem do tempo (10 minutos). O mesmo foi
feito na presenca da matéria organica (1 mL).

3.2.7 Procedimento de triagem do sistema
de efluxo

As analises para avaliar a resisténcia a compostos de
amonia quaternaria mediada pelo sistema de efluxo foram
realizadas conforme protocolo descrito por Sundheim,
Hagtvedt e Dainty (1992). Para isso, 0,1 mL do caldo BHI
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(brain heart infusion) turvo contendo isolados de S. Heidelberg
(17 isolados resistentes e 1 isolado sensivel ao ceftiofur) foi
semeado individualmente em &gar Mueller-Hinton contendo
brometo de etidio (0,5ug/mL) com o auxilio de uma alca de
Drigalsky. As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C. Apos a
incubacdo as placas foram analisadas sob a luz ultra-violeta.
Células bacterianas que acumularam o EtBr emitiram
fluorescéncia vermelha e portanto foram consideradas sensiveis
a QAC pela auséncia de bombas de efluxo.

3.2.8 Extracao de RNA

As técnicas de biologia molecular foram realizadas no
Laboratorio de Biologia Molecular, Imunologia e
Microbiologia (LABMIM) da Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC), no Centro de Educacdo Superior do Oeste
(CEO), em Chapeco-SC.

As amostras submetidas a extracdo de RNA foram
aquelas que se mostraram resistentes ao ceftiofur através do
MIC, totalizando 17 isolados de S. Heidelberg. Ainda um
isolado de S. Heidelberg sensivel ao ceftiofur pelo teste do
disco-difusdo também foi submetido a extracdo de RNA.
Primeiramente as amostras foram retiradas da bacterioteca
conservada a 8-10°C e cultivadas em caldo BHI (24 horas a
37°C). Seguido do estriamento no &gar verde brilhante (24
horas a 37°C).

Para a extracdo de RNA, 3 a 5 colbnias isoladas foram
retiradas e inoculadas novamente em caldo BHI (24 horas a
37°C) até obter aproximadamente a concentragdo de 1,0 x 10°
UFC/mL. O RNA foi extraido utilizando-se 0 Mini kit RNA
PureLink® (AMBION, Life Technologies, Carlsbad, EUA) e
armazenado em nitrogénio liquido (—80°C) até a quantificacdo
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pelo Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, EUA). A qualidade do RNA foi estimada através da
relagdo entre OD 260/280, onde valores de 1,8 a 2 foram
considerados como 6timos por indicar RNA limpo de proteinas
e outros cromoéforos.

3.2.9 Transcriptase reversa

A fita de cDNA foi sintetizada a partir do RNA,
utilizando o kit de Transcriptase reversa com alta capacidade
de cDNA (Applied Biosystems, Foster, EUA). Primeiramente o
RNA foi tratado com a enzima Deoxyribonuclease I,
Amplification Grade (Invitrogen, Life Technologies, Carlshad).

O preparo do RT master mix foi feito utilizando-se 300
a 700 ng de RNA (10 pL), 2 pL tampéo, 0,8 uL do mix de
dNTP (100 mM), 2 pL primers randon, 1 pL enzima
transcriptase reversa (RT), 4agua livre de nucleases,
correspondendo ao um volume total de 20 pL de reacdo. O
cDNA foi tratado com a enzima inibidora de Ribonuclease
Recombinante RNaseOUT™ (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, EUA). O cDNA foi estocado a -15°C até o0 momento
de uso na reacdo de qPCR. O preparo do cDNA foi realizado
no termiciclador T100 (Bio-Rad).

3.2.10 PCR em tempo real

A analise da expressdo do gene de resisténcia as
cefalosporinas (blaCTX-M2) e do gene de viruléncia (invA) foi
feita utilizando-se a metodologia de PCR em tempo real
(QPCR). Como gene de referéncia foi utilizado o gene 16S
RNAr. A concentragdo do primer, tamanho do fragmento (pb),
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autor e referéncia utilizados para avaliar a expressdo dos genes
estdo descritos na Tabela 4 do apéndice C.

As reacdes do qPCR foram realizadas utilizando-se o
kit de SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Carlsbad, EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante.

As condicdes de amplificacdo para os genes invA e
16SRNAr foram obtidas conforme descrito por Singh e
Mustapha (2013) sendo estas: 95°C por 10 minutos, 40 ciclos
de desnaturagdo por 95°C por 15 segundos, anelamento e
extensdo 60°C por 45 segundos. As condicbes de amplificacdo
para 0 gene blaCTX-M-2 foram obtidas conforme descrito por
Chen et a. (2004) sendo elas: 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de
desnaturacdo por 95°C por 30 segundos, anelamento a 55°C
por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto e o passo final
consiste de 72°C por 7 minutos. Para os trés genes, apés 40
ciclos de amplificacdo todas as amostras foram submetidas a
analise da curva de dissociacdo (curva de melting) a fim de
validar a auséncia de produtos ndo especificos e dimeros de
primers. As amostras foram submetidas ao um aumento
gradual da temperatura de 0,1°C por 5 segundos, partindo de
60°C até atingir 95°C.

Para determinar a eficiéncia da reacdo e a curva de
dissociacgdo as reacfes foram otimizadas para os quatro genes
avaliados. Para tal, foi realizado um pool com todas as
amostras estudadas e na sequéncia foram feitas dilui¢Oes
seriadas (cDNA puro, 1:10, 1:100 e 1:1000). Cada amostra foi
feita em duplicata em placas opticas especificas para o gPCR
com 96 pocos, seladas com filme adesivo optico e amplificadas
no termociclador Real Time CFX96 (Bio-Rad). Os resultados
de amplificacdo obtidos foram analisados com o software Bio-
Rad CFX Manager.
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3.2.11 Analise estatistica

O teste do qui-quadrado (X?) com nivel de significancia
de 1% foi utilizado para avaliar estatisticamente os resultados
obtidos nos antibiogramas

3.3RESULTADOS

3.3.1 Teste do disco-difusao

Os resultados obtidos pelo teste do disco-difuséo foram
analisados de forma geral e também separadamente entre
amostras oriundas do campo e de frigorifico. O nimero e o
percentual de isolados de S. Heidelberg, S. Enteritidis e S.
Typhimurium podem ser observados na Tabela 5, apéndice D.
Em todas as situacOes foi observado significancia entre o perfil
de resisténcia conforme o antibiético testado (P< 0,001), exceto
para as amostras de frigorifico para os isolados de S. Enteritidis
e S. Typhimurium (p=0,3505). Além disso, os isolados testados
frente aos dez antibidticos foram agrupados conforme a classe
do antibidtico e pode ser observado na Figura 1, apéndice E.

3.3.2 Mudltipla resisténcia a drogas

A Tabela 6, apéndice F, mostra os resultados referente

ao numero e o percentual de isolados de S. Enteritidis, S.

Typhimurium e S. Heidelberg que mostraram-se resistentes a
nenhum, um, dois, trés ou mais antibioticos.

O numero e o percentual de isolados de S. Enteritidis,

S. Typhimurium e S. Heidelberg que mostraram um padréo de

Multipla Resisténcia a Drogas (MDR) com resisténcia a trés,
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quatro e cinco antibioticos e a referida identificacdo (ID) do
padrdo e o indice de Resisténcia Mdltipla aos AntibiGticos
(IRMA) sdo mostrados na Tabela 7, apéndice G. Do total de
isolados estudados, apenas 30 mostraram-se resistentes a trés
drogas. A resisténcia a quatro drogas foi baixa (3/162), sendo
um de cada sorovar estudado. E ndo foi observado isolados
resistentes a mais que 5 antibidticos.

3.3.3 Indice de resisténcia mdaltipla aos
antibioticos

O indice de Resisténcia Multipla aos Antibidticos
(IRMA) para os isolados de S. Enteritidis, S. Typhimurium e S.
Heidelberg foi de 0.2. Considerando-se cada um dos isolados
individualmente, a S Heidelberg mostrou o maior IRMA
(0,25), variando de 0,2 até 0,5. J& a S. Typhimurium mostrou
IRMA médio de 0,17, variando entre 0 a 0,4. E a S. Enteritidis
foi o isolado com menor IRMA (0,12), variando entre 0 a 0,4.

3.3.4 Concentracdo inibitéria minima

Amostras resistentes ao ceftiofur foram avaliadas pelo
MIC. Dos 17 isolados de S. Heidelberg obtivemos os seguintes
resultados: >64 pg/mL (11), 32 pg/mL (4), 16 pg/mL (1), 4
pg/mL (). Dois outros isolados de S. Enteritidis foram
analisados, onde um mostrou-se sensivel no MIC e o outro
obtivemos 32 pg/mL como resultado. O sorovar S.
Typhimurium mostrou-se sensivel ao MIC.
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3.3.5 Meétodo de diluicdo de desinfetante em
tubos

Dos isolados de S. Heidelberg que foram submetidos ao
teste de diluicdo em tubos, 17 mostraram-se sensiveis aos trés
desinfetantes testados nas diluicbes recomendadas pelo
fabricante, independentemente da presenca de matéria organica
(leite). Entretanto, um Unico isolado de S. Heidelberg (ID 81)
inoculado na auséncia de matéria organica cresceu mesmo na
presenca do desinfetante B (glutaraldeido).

3.3.6 Procedimento de triagem do sistema
de efluxo

Os resultados foram obtidos pela visualizacdo da
fluorescéncia emitida pelas placas de agar Mueller-Hinton na
presenca da luz ultra-violeta (UV). Todos os isolados
submetidos ao teste foram considerados sensiveis aos
compostos de aménia quaternaria pela auséncia do mecanismo
de bomba de efluxo.

3.3.7 PCR em tempo real

A definicdo da curva padrdo das amostras de RNA
analisadas foi avaliada a partir da qPCR utilizando primers
especificos para os genes 16SRNA, invA e blaCTX-M2 de
Salmonella Heidelberg (Tabela 4, apendice C). Para o gene
16SRNAr foi obtida uma reta de calibragdo com um
coeficiente de correlagdo (R?) de 0,995 e a eficiéncia da reacéo
(E) de 80,2%, conforme pode ser observado na Figura 2 do
apéndice H. Ja para os genes invA e blaCTX-M2 os valores do
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R? foram 0,990 e 0,995 e os valores do E foram 83,1% e 60%,
respectivamente (Figura 3, apendice ).

A andlise da curva de melting e da temperatura de
melting para o gene 16SRNAr, invA e blaCTX-M2 pode ser
observada na Figura 4 (apéndice J), Figura 5 (apéndice K) e
Figura 6 (apéndice L), respectivamente. Um Unico pico para 0s
genes 16SRNAr e invA foi identificado permitindo concluir
que ndo houve a formacao de produtos inespecificos, ja o0 gene
blaCTX-M2 mostrou o pico chamado shoulders.

Na Tabela 8 (apéndice M) consta os valores médios de
Cq e da expressdo génica para os genes invA e blaCTX-M2
para cada isolado de S. Heidelberg. Todos os isolados de S.
Heidelberg estudados expressaram o gene invA. Entretanto, a
quantidade da proteina participante do sistema de secrecdo do
tipo 11l expressa variou entre os isolados estudados. Diferente
do que foi observado para o gene blaCTX-M2, onde alguns
isolados ndo mostraram a expressdo da enzima responsavel
pela resisténcia as cefalosporinas.

O isolado 55 (expressdo génica = 1.00) foi utilizado
como amostra padrdo para os calculos da expressao dos outros
isolados estudados. Entre os isolados com origem de
frigorifico, a amostra identificada como ID 53 teve expressdo
do gene invA 3,42 vezes maior que a amostra controle e entre
os isolados com origem de campo, o ID 58 mostrou uma
expressao 66,88 vezes maior que o controle, sendo portanto
consideradas as amostras com maior potencial de viruléncia. Ja
a expressao do gene blaCTX-M2 entre os isolados com origem
de frigorifico o ID 54 teve uma expressédo de 74,84 vezes maior
que o controle. Quando analisado os isolados provenientes do
campo, o ID 56 teve uma expressao génica 24,26 vezes maior
que o controle, sendo portanto consideradas amostras com
maiores quantidades da enzima beta-lactamase expressa pelo
gene blaCTX-M2.
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Quando as amostras oriundas do campo foram
comparadas as de frigorifico (Figura 7, apéndice N) observou-
se que a expressdo génica do invA dos isolados provenientes
do campo foi 2,53 vezes maior. Ja a0 comparar as amostras de
campo com as de frigorifico (Figura 8, apéndice O) observou-
se uma expressdo de 4,94 vezes maior do gene blaCTX-M2
para os isolados provenientes do frigorifico.

3.4 DISCUSSAO

Os resultados das analises do perfil de resisténcia dos
isolados de S. Heidelberg, S. Enteritidis e S. Typhimurum
frente aos dez antimicrobianos mostraram uma significativa
incidéncia de cepas resistentes. E possivel notar que os isolados
de Salmonella spp. estudados apresentaram 100% de
susceptibilidade apenas aos antibioticos pertencentes a classe
das fluorquinolonas  (enrofloxacina, ciprofloxacina e
norfloxacina). Estes resultados eram esperados, uma vez que a
enrofloxacina é um antibidtico da familia das fluorquinolonas,
sendo considerada uma quinolona de segunda geracdo.
Portanto, ja é um antibidtico que foi desenvolvido diante dos
altos niveis de resisténcia observados nas quinolonas de
primeira geragdo, sendo ambos antibidticos sintéticos e obtidos
do é&cido nalidixico, que atualmente também demostra altos
niveis de resisténcia. Corroborando com os resultados obtidos,
Seyfarth, Wegener e Frimodt-moller (1997), Hakanen (2006),
Duarte et al. (2009) e Vaz et al (2010) em quatro estudos
independentes também avaliaram isolados de Salmonella de
origem avicola.

Por muitos anos o é&cido nalidixico foi usado para
terapia em aves no Brasil. Neste estudo observou-se que 68%
dos isolados foram resistentes a este antibiotico. Diferente do



69

que foi encontrado por Medeiros (2006) e Vaz et al. (2010),
onde respectivamente 26,01% e 14,56% dos isolados
mostraram-se resistentes ao acido nalidixico. Segundo Malorny
et al. (1999), um aumento na incidéncia de cepas resistentes as
quinolonas em animais foi associada a utilizagdo de &cido
nalidixico em animais de producdo.

A tetraciclina tem sido utilizada como promotor de
crescimento em animais de producédo desde 1998, quando o seu
uso foi banido. Portanto altos niveis de resisténcia a tetraciclina
ndo é uma surpresa, fato que foi confirmado neste trabalho
onde 47% dos isolados foram resistentes a tetraciclina.
Corrobando com estes resultados Busani (2004) e Cardoso et
al. (2006) encontraram 78% e 100% de isolados resistentes a
tetraciclina.

A gentamicina é um aminoglicosideo comumente
utilizado no tratamento de infeccdes de animais de producéo,
como nos casos de salmonelose em perus. O seu uso é limitado
devido a sua natureza toxica e a persisténcia do antimicrobiano
na forma residual nos tecidos dos animais. Busani (2004),
Cortez et al. (2006) e Ribeiro et al. (2008) encontraram
menores niveis de resisténcia a gentamicina (< 3,45%),
diferente do que foi encontrado neste trabalho, onde 14% dos
isolados foram considerados resistentes.

As cefalosporinas de terceira geracdo, além de serem
utilizadas para o tratamento de infec¢bes por Salmonella spp
em animais, também sdo utilizadas para o tratamento desta
infeccdo principalmente em criangas (FRYE; CRAY, 2007).
Os resultados encontrados neste trabalho mostraram menores
nivel de resisténcia ao ceftiofur em isolados de S.
Typhimurium (1,9%) e S. Enteritidis (3,7%), concordando com
os desenvolvidos por Palmeira (2007). Valores maiores de
resisténcia (18,1%) foram encontrados por Biffi et al. (2012) ao
avaliar isolados de origem avicola. J& segundo Medeiros
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(2006) e Nunes (2009) menores niveis de resisténcia ao
ceftriaxone foram observados, concordando com os achados
aqui reportados (4%).

De importancia para a medicina veterinaria, o ceftiofur,
cefalosporina de terceira geragdo, € a Unica aprovada para
animais de producdo, sendo utilizada para o tratamento da
salmonelose na avicultura (WEBSTER, 2005). Conforme pode
ser constato pelo MIC, altos niveis de resisténcia foram
identificados, indicando sua ineficiéncia no combate a doenca
evidenciando a necessidade de drogas alternativas no
tratamento da infeccéo.

Para o tratamento da salmonelose em aves a
concentracdo da dosagem indicada pelo fornecedor é de
2mg/Kg. Ja as concentracBes indicadas para eliminar 0s
isolados de S. Heidelberg resistentes sdo 32 vezes maiores que
a dose terapéutica indicada. Frye e Cray (2007) avaliaram a
susceptibilidade de isolados de Salmonella spp provenientes de
animais de producdo por um periodo de cinco anos e
observaram que a resisténcia ao ceftiofur passou de 4% em
1999 para 18% em 2003. Os valores do MIC variaram de 1 a
16 pg/mL, diferente do que foi observado neste trabalho, onde
0s niveis de resisténcia foram ainda mais elevados (64 pug/mL).
Ja Zhao (2008) que também analisou S. Heidelberg isolada de
retalnos de carne de frango, encontrou menores niveis de
resisténcia (9%) ao ceftiofur. Medeiros et al. (2011)
encontraram niveis de resisténcia ao ceftiofur em isolados de S.
Heidelberg proveniente de carcacas e retalhos de carne de
frango semelhante ao observado no presente trabalho.

Frye e Cray (2007) relataram a crescente preocupacéo
global em funcdo do aparecimento de cepas multirresistentes.
O isolado ¢é considerado multirresisténcia quando mostrar um
padrdo de resisténcia a trés ou mais antibidticos. Medeiros et
al. (2011), também avaliou isolados de Salmonella spp. que
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apresentaram um padrdo de resisténcia a uma ou duas drogas
(36,1 %) e a trés ou mais drogas (63,9%). Quando considerada
a multirresisténcia, o presente trabalho constatou que 35,8%
dos isolados foram resistentes a uma ou duas drogas e 20,4%
dos isolados foram resistentes a trés ou mais drogas.

Estudos realizados por Zhao (2008) com intuito de
identificar o numero de isolados com padrdo de
multirresisténcia mostram que dos 298 isolados de S.
Heildelberg analisados, 67% foram resistentes a pelo menos
uma droga, resultados diferentes dos obtidos neste trabalho,
onde ndo foram identificados isolados resistentes a uma Unica
droga, mas sim a no minimo duas drogas.

Ao avaliar a multirresisténcia de 16 isolados de S.
Typhimurium, Medeiros et al. (2011) detectaram 55,6% de
isolados resistentes a uma ou duas drogas e 44,4% dos isolados
resistentes a mais que trés drogas. Estes resultados estdo bem
acima dos encontrados, uma vez que 15,4% foram resistentes a
uma ou duas drogas e 9,3% dos isolados foram resistentes a
trés ou mais drogas. Segundo Busani (2004) a resisténcia
multipla tem sido mais comumente observada em S.
Typhimurium. Diferente do que foi observado no presente
trabalho, onde o a S. Heidelberg apresentou um maior nimero
de isolados multirresistentes, como pode ser observado na
Tabela 6 (apéndice F). E possivel constatar que as cepas
testadas apresentam um grau de multirresisténcia preocupante
0 que pode dificultar o tratamento de casos de salmonelose em
avicultura.

Estudos conduzidos por Krewer (2012) através da
analise da susceptibilidade de isolados de E. coli proveniente
de granjas suinicolas dos estados do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina, constataram que o IRMA médio para estes isolados
foi 0,52, variando de 0,11 a 1, sendo que a maior parte dos
isolados demonstraram indices acima de 0.52. Estes resultados
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sdo mais altos do que o encontra no presente trabalho, uma vez
que o IRMA meédio, considerando os isolados de S. Enteritidis,
S. Heidelberg e S. Typhimurium, foi de 0,2 e variou de 0,1 a
0,5. Ja ao analisar os isolados de S. Heidelberg isoladamente, o
IRMA observado foi 0,3 e variou de 0,3 até 0,5, mostrando que
os isolados de S. Heidelberg sdo mais preocupantes para saude
publica. Carvalho (2009) que analisou 23 isolados de
Salmonella spp provenientes de carcinicultura constatou apenas
3 isolados com IRMA superior a 0,29, resultados de IRMA
semelhantes ao encontrado neste trabalho.

Além de mostrar altos niveis de resisténcia ao ceftiofur,
ou seja, além da necessidade de altas concentragdes do
antibidtico para eliminar a bactéria, ainda os isolados
mostraram indices acima de 0.2 indicando a multirresisténcia
do isolados e o seu potencial para transferéncia horizontal de
genes de resisténcia. De acordo com Krumperman (1983) altos
valores de IRMA indicam um risco para saude publica,
podendo dificultar o tratamento de enfermidades de animais e
humanos, alertando para a necessidade do uso racional destas
drogas.

O desinfetante B, avaliado neste trabalho, o qual era
composto de aménia quaternaria e glutaraldeido, possui um
efeito sinérgico que tem sido associado ao maior sucesso no
controle de bactérias, bem como, exerce uma menor pressao de
selecdo em populagdes microbianas (HARRISON et al., 2008).
Produtos a base de amdnia quaternaria e aldeidos sdo muito
eficazes na desinfecgéo de ambientes contaminados por E. coli,
0 que também foi mostrado no presente estudo para os isolados
de S. Heidelberg, particularmente no que diz respeito ao
desinfetante nominado C. Entretanto, varios patdgenos Gram
negativos, em especial E. coli sdo descritos como resistentes
aos desinfetantes (GILBERT; MCBAIN, 2003), uma vez que
possuem a membrana externa da parede celular relativamente
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impermeavel (LANGSRUD; SUNDHEIM; HOLCK, 2004).
Apesar disso, mutacBes nesta estrutura tem sido associada a
menor hidrofobicidade da membrana, o que facilita a acéo
destes agentes quimicos (KICH et al.,, 2004). O composto
poliexietilenonilfenileter presente no desinfetante A foi efetivo
contra todas as amostras testadas sendo caracterizado por sua
acao tensoativa capaz de remover biofilmes bacterianos (KICH
etal., 2004).

Diversos autores relacionam a resisténcia bacteriana aos
desinfetantes a presenca de mecanismos, como o sistema de
efluxo de substancias tdéxicas pelas células bacterianas
(PAIXAO et al., 2009). Os resultados aqui encontrados
reforcam esta hipGtese, uma vez que os isolados foram
sensiveis aos desinfetantes e 0 mecanismo de efluxo ndo foi
observado em nenhum do isolados. O mesmo foi observado por
Bjorland et al (2005), ao analisar isolados de Staphylococcus
spp de amostras de leite de bovinos e caprinos resistente a
desinfetantes  provenientes de compostos de amonia
quaternéria.

A S. Heidelberg esta entre os trés principais sorovares
isolados de pessoas infectadas com salmonelose no Canada.
Além disso, parece ser mais invasiva que outros sorovares que
causam gastroenterite (DUTIL, 2010).

Os resultados do gPCR permitem concluir que todos os
isolados de S. Heidelberg analisados séo virulentos, alguns em
maior grau que outros, como € o caso do ID 53 (3,42) (Tabela
8, apéndice M) que apresenta um agravante por ter sido isolada
de produtos carneos (frigorifico) com facil transmissdo para
cadeia alimentar humana através da contaminacdo cruzada
entre os alimentos. Além disto, este isolado mostrou um alto
nivel de resisténcia ao ceftiofur através do MIC (64 pg/mL)
utilizado rotineiramente na producdo animal. O valor do IRMA
foi de 0,3, mostrando o potencial para transferéncia horizontal
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de genes de resisténcia. E o padréo de MDR foi 0 A, ou seja, 0
isolado ndo mostrou-se resistente apenas ao ceftiofur, mas
também a tetraciclina e ao acido nalidixico. Estes achados nos
permitem inferir que o consumo de um produto de origem
avicola com esta cepa virulenta pode ter o tratamento
dificultado em funcdo do alto nivel de resisténcia observado,
mesmo que a [-lactamase blaCTX-M2 ndo tenha sido
identificada pela técnica de gPCR, outras enzimas podem ser
responsaveis pela multirresisténcia.

Uma das razdes para essa variacao observada pode ser
devida & grande diversidade de genes de resisténcia a
antibidticos que codificam p-lactamases em membros da
familia Enterobacteriaceae (SINGH, MUSTAPHA, 2013).
Segundo Singh, Batish, Grover (2012) a outra razdo para a
variagdo na expressdo do gene blaCTX-M2 observada pode ser
devido ao fato de que algumas cepas terem perdido o
plasmideo contendo o gene de resisténcia durante a
armazenagem.

Hamilton (2012) ao analisar isolados de S.
Typhimurium resistentes ao ceftriaxone através do MIC e a
correlagdo da resisténcia e a expressdao do gene blaCMY-2,
constatou que o aumento da expressdo do blaCMY-2 é baixa e
por tempo determinado requerendo a presenca do ceftriaxone.
O aumento da expressao observada apos a pressdo seletiva pelo
contato da bactéria com este antibi6tico apresentou correlacdo
com os altos valores do MIC.

O isolado de S. Heildelberg ID 103 mostrou-se ainda
mais virulento (48,10) (Tabela 8, apéndice M) e por ter sido
isolado de swab de arrasto (campo) também pode se tornar uma
problematica para a salude publica, pois além de mostrar altos
niveis de resisténcia frente ao ceftiofur através do MIC (>64
png/mL) tem-se ainda o fato de que o contanto do homem com
um ambiente contaminado pode levar a disseminacdo da
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bactéria que além de virulenta, mostrou a expressdo do gene
para a enzima blaCTX-M2 (1,21), confirmando que a presenca
genotipica, pode ser responsavel pelo fendtipo resistente. Ja
ndo sendo suficientemente problematico, o isolado ID 103 é
considerado multirresistente e mostrou um padrdo de MDR A,
além disso apresentou um IRMA de 0,3, portanto pode
transferir facilmente seus genes de resisténcia. Os dois
isolados, ID 103 e 53, seriam excelentes candidatos para testes
futuros in vivo para a avaliagdo da patogenicidade.

A selecdo de bactérias resistentes pode resultar em
cepas mais virulentas, uma vez que a presenca de resisténcia de
uma bactéria patogénica pode levar a um atraso na
administragdo da terapia antimicrobiana ou ser insuficiente
para elimina-las (COSGROVE, CARMELLI, 2003).

O isolado de S. Heidelberg (ID 58) que mostrou a maior
expressao génica do invA (66,88) (Tabela 8, apéndice M) pode
ser considerado o mais patogénico entre todos os isolados
analisados, provavelmente por apresentar fatores de viruléncia
que propiciam a colonizagéo e ocorréncia de diversos eventos
que perturbam a fisiologia hospedeira, ocasionando o
aparecimento de sinais e sintomas que irdo definir um estado
mais grave da doenca. Além disso, o isolado ID 58 isolado do
campo (swab de arrasto) mostrou expressdo do gene blaCTX-
M2 (8,41) (Tabela 8, apéndice M) tornando esta cepa um
problema para satde publica, uma vez que apresenta potencial
para causar a doenca e além disso, mostrou expressar a enzima
responsavel pela degradacao das cefalosporinas, permitindo-se
concluir que o tratamento desta bactéria com ceftiofur pode
ndo ser efetivo. Por estas razfes, sdo necessarios novos estudos
que permitam a avaliacdo do grau de patogenicidade in vivo da
salmonelose decorrente da contaminacdo também por este
isolado.
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O fato dos isolados terem mostrado um perfil fenotipico
de resisténcia mas nao terem expressado a enzima blaCTX-M2
pode estar relacionado com a presenca de outras [-lactamases
também responsaveis pela resisténcia ao ceftiofur, como por
exemplo a blaCMY-2 e blaTEM. A resisténcia das f-
lactamases de espectro estendido mediada pelo gene blaCMY -
2 € o principal mecanismo de resisténcia as cefalosporinas
entre cepas de Salmonella entérica (BIEDENBACH, 2006;
DUNNE, 2000). A resisténcia para os antibidticos J-
lactdmicos, tais como o ceftriaxone esta linearmente
correlacionada com um aumento no nivel de expressao desta
enzima (WHICHARD et al., 2007).

Além de expressarem 0 gene invA, os ID 62 e 69
isolados de produtos carneos, ndo mostraram nenhum nivel de
expressdao do gene blaCTX-M2 (Tabela 8, apéndice M),
entretanto os isolados mostraram altos niveis de resisténcia
através do MIC (64 pg/mL). O ID 62 mostrou o padrdo de
MDR D e o valor de IRMA foi 0,4. J& o ID 69 mostrou o
padrdo A e indice de 0,3.

Entre os isolados ID 52 e 79, observou-se a presenca do
gene invA (0,10 e 2,47, respectivamente) e do gene blaCTX-
M2 (0,19 e 0,37, respectivamente) e ambos isolados
apresentardo o padrdo de MDR A e valor do IRMA foi 0,3. O
ID 79 mostrou um MIC de 64 pg/mL, portanto foi mais
resistente ao ceftiofur frente ao MIC do que o ID 52 (MIC 32
pug/mL).

Entre os isolados provenientes de produtos carneos, 0s
isolados ID 54 e 70 (Tabela 8, apéndice M) mostraram 0s
maiores niveis da expressdo génica da enzima blaCTX-M2,
74,84 e 15,48, respectivamente, concordando com o fenétipo
observado, uma vez que altos niveis de resisténcia ao ceftiofur
(64 pg/mL) foram detectados. A contaminagdo com estas
bactérias poderia ter o tratamento prejudicado, uma vez que
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além da presenga do gene de resisténcia, o perfil fenotipico
também mostrou que altas dosagens do antibidtico sdo
necessarias para eliminar a bactéria, entretanto analises in vivo
devem ser realizadas futuramente, para confirmar a relacédo da
expressao da enzima blaCTX-M2 e da resisténcia ao ceftiofur,
com possiveis falhas no tratamento da Salmonelose. Além
disso, os isolados ID 54 e 70 podem ser chamados de
superbactérias, uma vez que apresentam perfil de
multirresisténcia, apresentando o padrdo de MDR F e A,
respectivamente. O ID 54 foi um dos trés isolados que
mostraram resisténcia a cinco, entre as dez drogas analisadas.
Além disso, o ID 54 mostrou maior potencial de transferéncia
de genes de resisténcia, uma vez que o valor do IRMA foi 0,5.
Ja o ID 70 mostrou IRMA de 0,3.

Este cenario ilustra a grande problematica da resisténcia
aos antimicrobianos para saude publica, pois todos os isolados
foram provenientes de produtos carneos, mostrando a
facilidade de transmissdo destas bactérias ao homem pelo
consumo de produtos de origem avicola contaminados. Uma
vez contaminado com uma bactéria produtora de ESBL
resistente a antibioticos que sdo comumente utilizados para o
tratamento de humanos, torna a terapia mais dificil e onerosa,
sendo muitas vezes necessarias hospitalizacbes por periodos
mais longos, pois é possivel que a droga ndo seja suficiente
para elimina-la.

Cabe ressaltar que o maior problema destas
superbactérias sdo os casos de complicacbes em pacientes
suscetiveis, como o caso dos imunossuprimidos. A sele¢do de
patdgenos resistentes a antibioticos, como o ceftiofur que
possuem o mesmo principio ativo do ceftriaxone, enfatiza mais
uma vez a importancia do controle destes patdgenos, pois estes
podem ser considerados uma potencial fonte de bactérias
resistentes que podem ser transmitidas para as bactérias
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presentes nos seres vivos. E caso isso venha a ocorrer aumenta-
se a possibilidade de falhas no tratamento da salmonelose em
criangas.

Na figura 06 (apendice N) foi possivel observar um
pico de melting com uma anomalia chamada shoulders que
literalmente significa “ombro” e ¢ provavelmente consequéncia
da inespecificidade do par de primers utilizado, uma vez que o
tamanho ideal de produto de PCR gerados pelo gPCR é de 80 a
150 pb e ndo 486 pb, tamanho encontrado.

O ID 55 isolado do campo (swab de arrasto) além de ter
o0 potencial para viruléncia (1,0), também mostrou expresséo da
enzima blaCTX-M2 (1,0), esta foi a amostra padrdo utilizada
para calibracdo do calculo da expressdo génica uma vez que foi
a amostra que mostrou menor resisténcia ao ceftiofur através
do MIC (4 pg/mL). Além disso, este isolado de S. Heildelberg
foi outro, dentre os trés isolados, que apresentaram o padrao de
MDR F. O valor do IRMA foi 0,5, mostrando mais uma vez a
alta capacidade de transferéncia de genes de resisténcia do
isolado.

A amostra ID 80, isolada de suabe de arrastro e a ID 91
isolado de aves mortas, expressdao o gene invA (0,65 e 3,49,
respectivamente), entretanto ndo expressardo o gene blaCTX-
M2. Mesmo sem a expresséo da enzima ambos isolados foram
resistentes ao ceftiofur pelo MIC (64 pg/mL e 32 pg/mL) e
ainda mostraram-se multirresistentes com valor do IRMA de
0,3 e padrdo de MDR A, para ambos os isolados.

O ID 81, isolado do campo (suabe de arrasto) foi o
unico isolado que se mostrou resistente ao desinfetante B, a
base de glutaraldeido. E além disso, este isolado também
mostrou-se resistente ao ceftiofur pelo MIC (32 pg/mL) e
concomitantemente expressou o gene blaCTX-M2 e invA. O
isolado ainda mostrou o padrdo de MDR A e capacidade de
transferéncia de genes de resisténcia, com IRMA de 0,3.
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Os ID 57, 77, 82 e 104, assim como ID 80, expressardo
0s genes, invA e blaCTX-M2, com a maior expressdo do
blaCTX-M2 para ID 82 (5,08). E também mostraram IRMA de
0,3. Ja quanto ao MDR, todos mostraram 0 padrdo A, exceto
ID 57 que foi o Unico isolado estudado que apresentou o
padrdo B. Concordando com genotipo de resisténcia, o ID 82,
mostrou altos niveis de resisténcia a ceftiofur, com MIC de 64
pg/mL. Diferentes do observado para os ID 77 e 104 que
tiveram MIC de 32 pg/mL e 16 pg/mL, respectivamente. O ID
57 mesmo tendo mostrado uma baixa expressdo do gene
blaCTX-M2, apresentou resisténcia ao ceftiofur com MIC de
64 pug/mL.

O isolado ID 56 isolado do campo (swab de arrasto)
mostrou altos niveis de resisténcia ao ceftiofur (64 pug/mL) e
concomitantemente mostrou 0s maiores niveis de expressdo do
gene blaCTX-M2 (24,26) entre os isolados provenientes do
campo (Tabela 8, apéndice M). O fato de ter sido isolado do
campo a combinacdo do perfil fenétipo e genotipo de
resisténcia ressalta a importancia da utilizacdo de antibi6ticos
de forma criteriosa e com muita cautela, uma vez que o alto
nivel da expressdo génica da enzima pode ser consequéncia da
pressdo de selecdo exercida do ceftiofur sobre a S. Heidelberg,
ja que o ceftiofur é utilizado para controle de salmonelose em
animais de producdo. Aliado a isto, o isolado ID 56 também
mostrou-se multirresistente, uma vez que também mostrou
padrdo de MDR F e portanto também apresentou o IRMA de
0,5, 0 que indica a facilidade de transferéncia de genes de
resisténcia.

Cabe destacar que todos os iolados de S. Heidelberg
submetidos a técnica de gPCR para andlise da expressao dos
genes invA e blaCTX-M2 foram isolados no ano de 2013 no
estado do Paran4, exceto o ID 104 que foi isolado em 2012.
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O desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana em
bactérias zoondtica constitui um risco para a salde publica,
uma vez que pode afetar a eficacia do tratamento com
medicamentos em seres humanos (CARDOSO et al., 2006).

O aumento da resisténcia as cefalosporinas de amplo
espectro (ceftiofur e ceftriaxone) entre isolados de Salmonella
spp é de interesse significante para a saude publica. Isto devido
ao fato do ceftriaxone ser uma importante droga de elei¢éo para
o tratamento de criancas com a forma severa da salmonelose.
Portanto, é possivel aventar que o consumo de um produto de
origem avicola contaminado com uma bactéria resistente ao
ceftiofur ou até mesmo o contato com um animal que esteja
contaminado com esta bactéria leve a resisténcia cruzada ao
ceftriaxone.

Em funcéo disso, 0 uso desse agente antimicrobiano em
animais de producédo esta sob a crescente fiscalizacdo, por ser
um potencial agente responsavel pela emergéncia e
disseminacéo de resisténcia ao ceftriaxone em Salmonella spp
e outros patdgenos entéricos (FOLEY, LYNNE, 2007; DUTIL,
2010).

A andlise dos isolados proveniente do campo e
frigorifico, permite concluir que os isolados de frigorifico
mostraram niveis bem mais elevado da enzima blaCTX-M2.
Isso nos leva mais uma vez a grande problematica da
resisténcia aos antimicrobianos para saude publica, pois 0s
isolados foram provenientes de produtos carneos e do campo,
mostrando a facilidade de transmissdo destas bactérias ao
homem pelo consumo de produtos de origem avicola
contaminados ou até mesmo pelo contato com um animal
contaminado.

E importante destacar a importancia de medidas
sanitarias e higiénicas tanto no sistema de saude publica, como
em sistema de producdo de animais zootécnicos. Desta forma é
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evidente a necessidade de um programa sanitario e
biosseguranca para prevenir a colonizacdo e infeccdo em
animais e médicos veterinarios a fim de limitar a propagacgéo
da epidemia desta bactéria (BOND; LOEFFLER, 2012; FRYE,
JACKSON, 2013).
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4 CONCLUSAO

E possivel concluir que ha a ocorréncia de altos niveis
de resisténcia nos isolados estudados, principalmente de S.
Heidelberg frente a tetraciclina e de S. Typhimurium e S.
Enteritidis ao &cido nalidixico. Em relagcdo ao ceftiofur, de
grande importancia para a avicultura, este foi responsavel por
altos niveis de resisténcia nos isolados de S. Heidelberg. A S.
Typhimurium mostrou altos niveis de resisténcia a
gentamicina. O MIC comprovou a resisténcia dos isolados e
mostrou que altas concentragfes do ceftiofur sdo necessarias
para eliminar a S. Heidelberg. Um Unico isolado de S.
Heidelberg mostrou-se resistente ao desinfetante a base de
glutaraldeido.

Todos os isolados estudados expressaram 0 gene invA,
entretanto, observou-se uma variacdo onde tanto os isolados
proveniente de frigorifico como os de campo, mostraram altos
niveis de expressdo do gene. Ao comparar 0s dois grupos
biol6égicos, os isolados provenientes do campo mostraram
maior expressdo do invA. Ja ao analisar a expressao do gene
blaCTX-M2 constatou-se que nem todos os isolados estudados
expressaram o0 gene, o0 que poderia ser explicado pela presenca
de outras B-lactamases. Ao comparar os dois grupos biolégicos
foi possivel constatar que os isolados provenientes do
frigorifico mostraram maior expressdo do gene blaCTX-M2.

Este cenario, onde isolados de S. Heidelberg mostram
potencial patogénico e perfis de resistentes e multirresisténcia
aos antibidticos, € um grande problema para a saude publica
uma vez que estas cepas também foram isoladas de produtos
carneos, facilitando a transmissdo para cadeia alimentar
humana através da contaminacdo cruzada entre os alimentos.
Além disto, os altos niveis de resisténcia ao ceftiofur podem
levar a resisténcia cruzada com ceftriaxone que é comumente
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utilizado para tratamento de salmonelose em humanos,
podendo tornar a terapia mais dificil e onerosa.

Este panorama ressalta a importancia do uso com
cautela dos antibioticos, uma vez que o alto nivel da expressédo
génica da enzima blaCTX-M2 pode ser consequéncia da
pressdo de selecdo exercida do ceftiofur sobre a S. Heidelberg,
ja que o ceftiofur é utilizado para controle de salmonelose em
animais de producdo.

Os niveis de resisténcia antibacteriana encontrado neste
estudo deixam claro que os antibidticos devem ser utilizados
criteriosamente, sendo necessaria muita cautela na hora de
decidir qual o tratamento a ser adotado. Vale salientar a
necessidade do monitoramento continuo destes patdgenos
resistentes, tanto na industria avicola, quanto nos hospitais e
outros ambientes. Ainda pesquisas devem ser realizadas para
melhor entender os mecanismos e 0s niveis de expressao destas
B-lactamases para a busca de uma solucdo que mitigue a
prevaléncia destas bactérias resistentes.
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APENDICE A
Tabela 1 - Nimero de amostras de Salmonella spp. de acordo com a origem.
CAMPO
forro de caixa 2
suabe de arrasto 74
méconio 2
fezes de aves 1
oVvos bicados de aves 2
saco da gema 8
Incubatérios penugem 1
papel racdo 1
Fabricas de racéo farinha 1
aves mortas 6
ceco 2
baco 1
intestino 3
papo 1
Orgéos de aves necropsiadas bursa 1
Cultura - 26
Total campo 132
FRIGORIFICO
figado/coracéo 1
pescoco 1
produtos carneos 24
asa 1
cms 1
carcaga 1
Produtos de origem avicola drumet 1
Total frigorifico 30
TOTAL 162

Fonte: o autor.



APENDICE B

Tabela 2 - Composicdo quimica dos desinfetantes avaliados.
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Produto Principio ativo e concentragdo

Cloreto de alquil dimetil benzil ambnio 100%

Desinfetante A L. e .
esinfetante Poliexietilenonilfenileter

Glutaraldeido 100%

Desinfetante B e P
Cloreto de alquil dimetil benzil amdnio

Desinfetante C Hipoclorito de sédio 2%

Fonte: o autor

Tabela 3 - Caracteristicas dos desinfetantes testados.

Produto Data de fabricagdo Data de validade
Desinfetante A abr/14 abr/17
Desinfetante B jun/14 jun/16
Desinfetante C jun/14 dez/14

Fonte: o autor.
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APENDICE C

Tabela 4 - Relacdo dos genes estudados, sequéncias iniciadoras (primers), tamanho do segmento alvo (pb),
concentragao utilizada para amplifica-los, nimero de acesso no Gene Bank e referéncia.

gene estudado primer tamanho fragmento (pb) concentragao primers rf’ de acesso o Gene N
(1Y) Bank referéncia
VA F GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 284 015
'm' R TCATCGCACCGTCAAAGGAAC ’ 43239 Rahn et al., 1992,
F CAGAAGAAGCACCGGCTAACTC
16S RNAr R GCGCTTTACGCCCAGTAATT 87 0,3 X80681 Botteldoorn et al, 2006.
F GGCGTTGCGCTGATTAACAC X92507
blaCTX-M-2 R TTGCCCTTAAGCCACGTCAC 486 0,1 Chen et al, 2004.

Fonte: o autor.
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Apéndice D

Tabela 5 - Perfil de resisténcia no teste de disco-difusdo de cepas de S. Heidelberg (SH), S. Enteritidis (SE) e S.
Typhimurium (ST) de origem avicola, isoladas a partir de amostras de campo e frigorificos.

Campo e Frigorifico Campo Frigorifico

Antibidticos SH (%) ST (%) SE (%) SH (%) ST (%) SE(%) SH (%) ST (%) SE(%)
ceftiofur 17/54 (31,5) 1/54(1,9) 2/54(3,7) 10/36 (27,8) 1/53(1,9) 2/43(4,7) 7/18(38,9) 0/1 0/11
gentamicina 4/54 (7,4) 17/54 (315) 2/54(3,7) 3/36(8,3) 17/53(32) 2/43(4,7) 1/18(56) 0/1 0/11
enrofloxacina 0/54 0/54 0/54 0/36 0/53 0/43 0/18 0/1 0/11
ciprofloxacina 0/54 0/54 0/54 0/36 0/53 0/43 0/18 0/1 0/11
ceftriaxone 5/54 (9,3) 0/54 2/54 (3,7)  3/36(8,3) 0/53 2/43 (4,7) 2/18 (11,1) 01 0/11
acido nalidixico  36/54 (66,7) 37/54 (68,5) 37/54 (68,5) 36/36 (100) 36/53 (67,9) 37/43 (86)  0/18 1/1 (100) 0/11

cloranfenicol 0/54 0/54 1/54 (1,9) 0/36 0/53 0/43 0/18 01 1/11(9,1)
sulfa-trimetropim 0/54 0/54 1/54 (1,9) 0/36 0/53 1/43(2,3) 0/18 01 0/11

tetraciclina 35/54 (64,8) 34/54 (63) 7/54 (13) 35/36 (97,2) 33/53(62,3) 6/43(14)  0/18  1/1(100) 1/11(9,1)
norfloxacina 0/54 0/54 0/54 0/36 0/53 0/43 0/18 0/1 0/11
Média Geral (%) 18 16,9 9,6 24,2 16,8 11,6 5,6 20 1.8

Fonte: o autor.
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Apéndice E

Figura 1 - Percentual de isolados de S. Heidelberg, S. Enteritidis e S.
Typhimurium resistentes (eixo Y) em relagdo a classe de antimicrobianos
(eixo X).
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Fonte: o autor.
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Apéndice F

Tabela 6 - lIsolados de S. Heidelberg (SH), S. Enteritidis (SE) e S.
Typhimurium (ST) de origem avicola resistentes a nenhum, um, dois, trés
ou mais antibidticos (atbs).

Total nenhum atb lath 2 atbs >3 atbs
n° n° % n° % n° % n° %
SE 54 5 9,3 42 77,8 3 56 4 74
ST 54 14 25,9 6 11,1 19 352 15 278
SH 54 0 0,0 0 0,0 36 667 14 333
Total 162 19 117 48 7 296 58 358 33 204

Fonte: o autor.
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APENDICE G

Tabela 7 - Padrdo de Mltipla Resisténcia a Drogas (MDR) e o indice de Resisténcia Multipla aos Antibidticos
(IRMA) de isolados de S. Heidelberg (SH), S. Enteritidis (SE) e S. Typhimurium (ST) de origem avicola frente aos
antimicrobianos estudados.

Isolado Padréo de MDR ID do Padrdo IRMA Total (n°) Percentual (%0)
SH Ceftiofur-Acido nalidixico- Tetraciclina A 03 12 7
SH Ceftiofur-Ceftriaxone-Acido nalidixico B 0,3 1 1
SH (1), SE (2), ST (14) Gentamicina-Acido nalidixico- Tetraciclina C 0,3 17 10
SH (1), SE (1) Ceftiofur-Ceftriaxone-Acido nalidixico- Tetraciclina D 0,4 2 1
ST Ceftiofur-Gentamicina-Acido nalidixico- Tetraciclina E 0,4 1 1
SH (3), SE (1) Ceftiofur-Gentamicina- Ceftriaxone-Acido nalidixico- Tetraciclina F 0,5 4 2

Total de isolados multirresistentes 37 23

Fonte: o autor.
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APENDICE H

Figura 2 - Calibracdo da curva padrdo gerada a partir do mRNA extraido de
isolado de S. Heidelberg para o gene 16SRNA, utilizado como referéncia.
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Fonte: o autor.
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APENDICE I

Figura 3 - Calibracéo da curva padréo gerada a partir do mRNA extraido de
isolado de S. Heidelberg para o gene invA e blaCTX-M2.
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Fonte: o autor.



115

APENDICE J

Figura 4 - Curva e temperatura de melting do gene 16SRNA utilizado como
referéncia enddégena.
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APENDICE K

Figura 5 - Curva e temperatura de melting do gene invA.
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Fonte: o autor.
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APENDICE L
Figura 6 - Curva e temperatura de melting do gene blaCTX-M2.
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Tabela 8 - Identificacdo (ID) dos isolados de S. Heidelberg, local de origem
(frigorifico e campo), e valores do Cq médio e da expressdo génica para o
invA e blaCTX-M2.

invA blaCTX-M2
ID  Origem Expressdo génica Cgmédio Expressdo génica Cqgmédio
Frigorifico
52  produtos carneos 0,10 31,16 0,191 31,39
53  produtos carneos 3,42 23,97 0,000 33,15
54  produtos carneos 0,41 27,01 74,842 24,37
62 produtos carneos 0,08 32,00 0,000 30,09
69 produtos carneos 0,02 30,59 0,000 31,66
70 produtos carneos 0,01 33,15 15,487 27,03
79 produtos carneos 2,47 25,28 0,374 33,1
Campo
55*  suabe de arrasto 1,00 24,10 1,00 29,35
56  suabe de arrasto 0,01 30,28 24,26 23,9
57  suabe de arrasto 0,01 34,48 0,36 33,3
58  suabe de arrasto 66,88 20,26 8,41 28,99
77  suabe de arrasto 0,73 24,76 0,05 33,79
80  suabe de arrasto 0,65 28,16 0,00 39,91
81  suabe de arrasto 1,36 26,86 0,15 31,81
82  suabe de arrasto 0,04 34,77 5,08 31,67
91 aves mortas 3,49 29,15 0,00 39,49
103  suabe de arrasto 48,10 21,30 1,21 32,22
104** suabe de arrasto 0,24 30,15 0,55 33,41
Média 7,17 28,19 7,33 31,59
Devio Padrdo 18,10 4,18 17,58 4,04
Coeficiente Variacio 2,53 0,15 2,40 0,13

*Amostra padréo para calibracdo da expressdo génica.

** Todos as amostras foram isoladas no ano de 2013 no estado do Paran3,
exceto 1D 104 que foi isolado em 2012,

Fonte:

0 autor.
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APENDICE N

Figura 7 - Expressdo génica relativa normalizada para o gene invA de
isolados de S. Heidelberg conforme o grupo bioldgico que variou conforme
o local de isolamento da bactéria, sendo C (campo) e F (frigorifico).
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Fonte: o autor.
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APENDICE O

Figura 8 - Expressdo génica relativa normalizada para o gene blaCTX-M2
de isolados de S. Heidelberg conforme o grupo biolégico que variou
conforme o local de isolamento da bactéria, sendo C (campo) e F
(frigorifico).
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Fonte: o autor.



