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Resumo

Em nosso meio o conhecimento sobre os recursos patogénicos de Salmonella
spp. € de importancia fundamental para a saude publica particularmente entre
cepas pertencentes aos sorovares mais prevalentes. Buscamos avaliar cepas
de Salmonella spp. com caracteristicas de multirresisténcias aos
antimicrobianos, quanto a presenca de marcadores de viruléncia contidos em
ilhas de patogenicidade localizadas no cromossoma destes microrganismo.
Foram selecionadas em banco de dados do LRNEB, 69 cepas de Salmonella
spp. com perfil resistente ou intemediarios para a Cefoxitina, Ceftazidima,
Imipenem e Ciprofloxacina, isoladas de diferentes fontes (animais de producéo,
humanos e alimentos), pertencentes aos sorovares: Enteritidis, Infantis,
Newport, Typhimurium, Schwarzengrund e Salmonella enterica O1, 4, 12, as
quais foram encaminhadas por instituicées publicas e privadas para diagnéstico
conclusivo entre os anos de 2015 a 2017. Foi realizado PCR para a deteccao
dos genes orgA, invA, ssaQ, mgtC, spidD, sopB, stn, slyA, phoPQ spvC.
Foream obtidos produtos de amplificagdo em 89,8% das cepas para orgA, em
86,9% invA, 95,6% ssaQ, 94,2% mgtC, 94,2% spidD, 98,5% sopB, 88,4% stn,
89,8% para slyA, em 97,1% para phoPQ e em 25% para spvC. A detecgao de
genes de viruléncia relacionados as ilhas de patogenicidade em isolados de
Salmonella spp, que apresentaram resisténcia antimicrobiana aos farmacos de
eleicdo para controle das infeccdes em humanos, reforcam a importancia do
monitoramento constante desses genes, uma vez que apontam a presenca de
isolados com alto poder de infectividade, dificultando a adocdo de medidas

profilaticas para controle principaleemnte na cadeia alimentar.

Palavras chaves: Ilha de Patogencidade de Salmonella, Salmonella spp.,

Genes de Viruléncia .
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Abstract

In our environment, the knowledge about the pathogenic resources of
Salmonella spp. is of fundamental importance for public health, particularly
among strains belonging to the most prevalent serovars. We sought to evaluate
strains of Salmonella spp. with characteristics of multidrug resistance to
antimicrobial agents, regarding the presence of virulence markers contained in
islands of pathogenicity located in the chromosome of these microorganisms.
We selected from the LRNEB database, 69 strains of Salmonella spp. with
resistant or intemediary profile to Cefoxitin, Ceftazidime, Imipenem and
Ciprofloxacin, isolated from different sources (production animals, humans and
food), belonging to the serovars: Enteritidis, Infantis, Newport, Typhimurium,
Schwarzengrund and Salmonella enterica O1, 4, 12, which were referred by
public and private institutions for conclusive diagnosis between the years 2015
to 2017. PCR was performed for the detection of orgA, invA, ssaQ, mgtC,
spi4D, sopB, stn, slyA, phoPQ spvC genes. Amplification products were
obtained in 89.8% of the strains for orgA, in 86.9% invA, 95.6% ssaQ, 94.2%
mgtC, 94.2% spi4D, 98.5% sopB, 88.4% stn, 89.8% for slyA, in 97.1% for
phoPQ and in 25% for spvC. The detection of virulence genes related to islands
of pathogenicity in isolates of Salmonella spp., which showed antimicrobial
resistance to drugs of choice for the control of infections in humans, reinforce
the importance of the constant monitoring of these genes, since they point to
the presence of isolates with high power of infectivity, hindering the adoption of

prophylactic measures for control mainly in the food chain.

Keywords: Salmonella Pathogenicity Island, Salmonella spp., Virulence Genes .
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1- Introdugao

O género da Salmonella apresenta uma grande importancia por ser um
dos principais agentes causadores de DTA, responsaveis por uma enorme
carga global de morbidade e mortalidade, causando cerca de 155.000 mortes
anualmente (Majowicz et al., 2010; Lee et al., 2015; Odoch et al., 2017,
Mohammed et al, 2017). Entre 0s agentes de doenca
diarreica, Salmonella spp. € o patdégeno que registrou maior numero de Obitos
com cerca de 59.000 e 420.000 vitimas até 2015, resultante de infeccdes de
origem alimentar (OMS., 2015)

A Salmonella spp. estd entre os patdgenos mais comuns isolados de
animais destindos a producdo de aimentos, sendo responsavel por infeccoes
zoonoticas em humanos e espécies animais. Assim, infeccdo causada
por Salmonella spp. representa grande preocupacgao para a saude publica, em
relacdo a animais de industrias de alimentos em todo o mundo (Mezal et
al.,2014). Além disso, vem sendo observado o aumento de sorovares
resistentes aos antimicrobianos o0 que, acrescido dos mecanismos de
viruléncia, desempenha um papel importante nas infec¢cdes sistémicas
causadas por esses patogenos (Gharieb, Tartor e Khedr, 2015).

A infecdo por Salmonella spp. geralmente ocorre apds introducdo do
patégeno por via oral, penetracdo no epitélio da mucosa intestinal e
sobrevivéncia nas células fagociticas. A infeccao sistémica solicita a
translocacao para 6rgaos ricos em macréfagos e mondocitos; bagco e o figado,
onde sobrevivem e se multiplicam. Durante a infecdo, Salmonella spp.
expressa um conjunto de genes de viruléncia codificados em regides discretas
do genoma (EI-Mouali et al., 2018).

Os genes de viruléncia podem estar presentes no cromossomo
bacteriano, plasmideos e ilhas de patogenicidade (PAIl). Estes podem
desempenhar alguns papéis importantes na adesédo, invasao, sobrevivéncia
intracelular, infeccdo sistémica, expressdo de fimbria, resisténcia
antimicrobiana, producao de toxinas e Mg > e absorcao de ferro (Elemfareji e
Thong 2013).

Foram identificadas 23 llhas de patogenicidade em Salmonella (Hayard
et al., 2014), entre as quais, a ilha de patogenicidade 1 € uma ilha considerada



altamente conservada, e encontrada em todos os sorovares de Salmonella
enterica, com excec¢ao de S. Seftenberg e S.Litchfield (Hu et al.; 2008 ).

Em Salmonella enterica, SPI1 e SPI2 sdo essenciais para a invasao de
células epiteliais e consequente enterite e doenca sistémica (Garcia-del, 2001;
Groisman e Ochman, 1997). Segundo Marcus et al (2000) a SPI3 contém dez
ORF(Open reading frame) organizados em seis unidades de transcri¢do, sendo
dois desses genes, mgtCB, necessarios para a sobrevivéncia e viruléncia.
Esses genes formam um operon sob o controle rigoroso de phoP/Q. As
proteinas codificadas permitem que transportem o M92+ em baixas
concentracbes, embora sua funcdo como transportadores ainda seja
controverso. Ao contrario de SPI1 e SPI2, a SPI3 codifica proteinas sem
relacdo funcional entre si. Especula-se que SPI4 esteja envolvida na secregao
de uma citotoxina além de ser necessaria para a fase intestinal da doenca
(Morgan et al., 2004). SPI-5 codifica proteinas relacionadas com a diarréia e a
reacao inflamatéria da mucosa intestinal codificando proteinas efetoras das
SPI1 e 2. (Junior e Neto, 2009; Sabbagh, 2010).

Considerando-se a caréncia de conhecimento sobre as caracteristicas
patogénicas de Salmonella spp. € de fundamental importancia para saude
publica e sanidade animal, o estudo dos fatores relacionados a patogenicidade
das cepas pertencentes aos sorovares prevalentes em nosso meio,
considerando as diferentes fontes. As caracteristicas quanto aos fatores de
viruléncia, particularmente entre cepas multirresistentes no Brasil, podem
contribuir decisivamente para o monitoramento desde patégeno, bem como

oferecer um suporte de diagnostico as acdes de prevencdes necessarias.



2- Revisao de literatura:

2.1- Género Salmonella spp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae. Sao
bastonetes Gram negativos, possuem dimensdes aproximadas de 0,7-1,5 um
de largura por 2-5 pm de comprimento, ndo sao produtores de esporos, sao
aero-anaerodbios facultativos, produtores de acido (acido sulfidrico, H,S), e gas
a partir da fermentagdo da glicose (exceto S. Typhi, S. Pullorum e S.
Gallinarum < 5% produzem gas), (Clarke, Gyles e Charles., 1993;
Barrow.,1999; Popoff, Bockemuhl e Gheesling., 2004; D’Aoust et al.,2007; SVS,
2011). A temperatura excelente para o crescimento de Salmonella é de 37°C;
no entanto, seu crescimento foi registrado de 4°C até 54°C; podem viver em
ampla faixa de pH de 6,5 até 7,5 (Adley e Ryan, 2016; Ellermeier e Slauch,
2007).

Em 1884, Salmonella recebeu o nome de “Bacillus choleraesuis” depois
que Daniel E. Salmon, um veterinario isolou de intestino de suino. (Smith,1894;
Salmonand e Smith, 1885).

A classificagdo das cepas de Salmonella baseava-se em isolamento do
hospedeiro, a expressao clinica da infeccdo, reacdes bioquimicas e padrao
antigénico (Strockbine et al., 2015). Desde o seu primeiro isolamento, varios
sistemas de nomenclaturas tém sido usados para identificar estas bactérias e
atualmente compreendem a divisdo do género em subgéneros, espécies,
subespécies, grupos, subgrupos e sorovares (Swaminathan et al., 2000).

A classificacdo do género Salmonella, a partir da identificacdo de
antigenos, teve inicio em 1926, pelos trabalhos desenvolvidos por White e,
posteriormente, por Kauffman, em 1930, em estudos que deram origem ao
Esquema de Kauffman e White, empregado até os dias atuais e que propde a
divisdo do grupo em sorogrupos e sorovares, com base na presenca dos
antigenos somaticos (O), flagelares (H) e (Vi) capsulares (De-Jong et al.,
2012).

O género Salmonella inclui apenas duas espécies das quais Salmonella
enterica divide-e em Salmonella enterica e Salmonella bongori. A espécie
Salmonella enterica, esta dividida em seis subespécies: S. enterica subsp.

enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica



subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae , S.enterica subsp. indica e S.
subsp. bongori. Esta nomenclatura reflete o entendimento atual da taxonomia
de Salmonella ( CJ, 2005; Tindall et al., 2015).

O nome do sorovar & escrito em letras romanas em estilo de letra
regular(ndo italico), e com a primeira letra em maiuscula. Salmonella
enterica inclui mais de 2600 sorovares, distribuidos entre subespécies. A
subespécie enterica possui maior relevancia e maior numero de sorovares

(Issenhuth-Jeanjean et al., 2014), como demonstrado na Quadro 1.

Quadro 1: Distribuicdo do numero de sorovares de cada espécie de
Salmonella.

Sorovar Numero

S. entérica subsp. entérica 1586

S. entérica subsp. salamae 522

S. entérica subsp. arizonae 102

S. entérica subsp. diarizonae 338

S. entérica subsp. houtenae 76

S. entérica subsp. indica 13

S. bongori 22

Total 2659

2.2- Epidemiologia
Salmonella spp. esta bastante difundida em todo o mundo. A

constituicdo genética desta bactéria permite sua adaptagcdo a uma variedade
de ambientes e animais (Sanchez-Vargas et al.,, 2011). Nas ultimas trés
décadas houve um aumento dos casos de salmonelose nos paises
desenvolvidos, que se disseminou pelo mundo atingindo niveis epidémicos. A
ocorréncia maior foi em criangas menores de cinco anos e em adultos com
mais de 60 anos de idade. As fontes mais comuns de infecgdo sdo produtos
derivados das aves domésticas, carne suina, bovina, chocolate e alimentos

preparados em superficies mal higienizadas (Jay,J.M 2000; Shi et al., 2015).



Segundo OMS, o género Salmonella é responsavel por 180 milhdes, ou
9% dos quadros diarreicos que acontecem mundialmente em todo ano. Sugere-
se que 52% desses casos sejam provocados por sorovares paratificas
(Classificagdo mais recente baseada na importédncia da Salmonella como
agente causador de doenca nas aves e de risco para saude publica) de
Salmonella enterica pertencente aos sorovares: Typhimurium,
Enteritidis, Heidelberg e Newport, que representam sorotipos
epidemiologicamente importantes, pois tem como reservatorios as aves e seus
produtos, tendo sido associados com a maioria da carga de salmonelose
humana em todo o mundo (WHO, 2016; Fagbamila et al., 2017; Eguale et al.,
2018; Li et al., 2018).

Nos EUA, a Salmonella causa anualmente aproximadamente 1,2
milhdes de infec¢des (Boore et al., 2015). Segundo um relatério do CDC, entre
os anos de 1968 e 2011, das inumeras fontes possiveis de S. enterica sorovar
Enteritidis, o frango ocupou o topo da lista, sendo o principal veiculador deste
patégeno. Para S. enterica sorovar Typhimurium, foram identificados 33,7% em
bovinos, 13 % em suinos e 9,9% em frango como causadores de
disserminacao de cepas casos humanos entre fontes de isolados. (CDC,2013).

Na UE a salmonelose é a segunda zoonose mais comum, ficando atras
somente de Campylobacter, gerando um gasto estimado de mais de trés
bilhdes de Euros (EFSA, 2014a). Os sorovares frequentemente notificados séo,
Enteritidis e Typhimurium, que representam 39,5% e 20,2% dos casos de
infeccoes humanas respectivamente. Salmonella enterica sorovar Infantis
ocupou a posicao de quarto sorovar mais frequente na UE neste mesmo ano
(EFSA, 2015).

Na Austria em 2007 houve um total de 438 surtos de Salmonella
provocados por fonte alimentar, onde cerca de 70% dos caos estavam
relacionados a avicultura (Much et al, 2009). Na zona rural da Tailandia, 84%
das amostras de alimentos estavam contaminados por Salmonella (Bodhidatta
et al., 2013). Na China, cerca de 75% das DTA registradas em um ano foram
atribuidas a diferentes sorovares de Salmonella (Wang et al., 2017).



Na Africa subsaariana, Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium foram
consideradas responsaveis por cerca de 20 a 25% dos casos de fatalidade em
quadros de infecgoes em adultos e criangas (Feasey et al., 2012).

Em paises da América latina, (Argentina, Chile, Peru, Uruguai, Paraguai
e Equador) foram relatados aproximadamente 406 surtos e 16.304 casos de
salmonelose entre os anos 1995 e 2001, sendo este patégeno considerado
como um dos mais importantes nestes paises (Franco et al., 2003).

No Brasil entre os anos de 2007 a 2016 as salmoneloses foram a
segunda maior causa de DTA de origem bacteriana (SVS, 2016). O Brasil no
ano de 2017, foi o maior exportador e o segundo maior produtor de carne de
frango do mundo, ficando atras apenas dos Estados Unidos (ABPA, 2018).

Em um estudo realizado em diferentes cidades brasileiras, foi avaliada a
prevaléncia de Salmonella spp. em carcacgas de frango congeladas, com 2,7%
de carcagas contaminadas, com maior prevaléncia na cidade de Sao Paulo.
Dezoito sorotipos foram identificados sendo os mais comuns Enteritidis
(48,8%), Infantis (7,6%) e Typhimurium (7,2%) (Medeiros et al., 2011).

Conforme dados do Ministério da Saude, entre os anos de 2000 e 2011,
Salmonella spp. foi a principal causa de DTA no Brasil, associada a ocorréncia
de mais de 1.600 surtos ao longo desse periodo. Os anos em que foram
registrados os maiores indices de surtos por essa bactéria foram 2001, 2002 e
2008. Por outro lado, 2010 e 2011, apresentaram os menores indices de surto.
As residéncias foram os principais locais relacionados a esses surtos e a
ingestdo de alimentos mistos, ovos e produtos a base de ovos foram
considerados as principais classes de alimentos envolvidos (BRASIL, 2011).

DTHA sao surtos de doencas de transmissao Hidrica e Alimentar. No
Brasil, no periodo de 2007 a 2019, foram notificados 9.030 surtos de DTHA,
160.702 doentes e 146 O&bitos. Dos 9,030 surtos notificados, 3,275(36,27%)
tiveram a identificagcdo de agente etiolégicos sendo o mais encontrado a
Salmonella spp com 24,8%. (Boletim Epidemiologicos 2021)



2.3- llha de Patogenicidade:

No final da década de 90, foram descobertos agrupamento de genes em
determinados cepas de bactérias, que codificaram fatores de viruléncia e
estavam ausentes em outras da mesma espécie. Esse agrupamento de genes
ficou conhecido como llha de Patogenicidade-PAl. A primeira descricdo nas
bactérias dessas ilhas ocorreu em decorréncia da presenca regido atipica no

DNA cromossdmico de Escherichia coli (Hacker et al., 1990).

As PAls sado segmentos grandes de DNA que codificam fatores de
viruléncia, como invasdo, adesdo, toxinas. As llhas de Patogenicidade
apresentam conteudo de guanina e citosina (G+C) diferente do restante do
cromossomo, geralmente estdo localizadas em regides especificas ho genoma
bacteriano, associadas a genes que codificam RNA transportador (Vieira,
2009).

Os genes de viruléncia podem estar presentes em elementos genéticos
transmissiveis, como o0s plasmideos, ou nas regides especificas do
cromossoma, as chamadas ilhas de patogenicidade (Van Asten e Van Dijk,
2005). A viruléncia em Salmonella € uma combinag&o de fatores cromossomais
e plasmideais (OLIVEIRA, et al., 2003), onde esta relacionado a capacidade de
penetrar e replicar nas células epiteliais e de producao de toxinas (Rodrigues,
2005). Os plasmideos sao elementos genéticos que se replicam
independentemente do cromossomo do hospedeiro, podendo ser encontrado
na forma circular no interior de células procaridticas, apresentando porcoes
pequenas quantidade de DNA circular extracromossomal, e ndo sao vitais a
celula bacteriana (Madigan et al.,2010).

Durante o processo de infeccdo, a invasdo das células epiteliais
intestinais e a sobrevivéncia em macrofagos sao cruciais para a patogencidade
desta bactéria intracelular e sdo mediados principalmente por dois sistemas de
secrecao do tipo Il  (T3SS), codificados porilhas de patogenicidade
de Salmonella(SPIs). O T3SS codificado por llha de patogenicidade de
Samonella-1 (SPI-1), e suas proteinas efetoras sao principalmente
responsaveis pela invasao bacteriana, enquanto o T3SS codificado pela ilha de

patogenicidade de Salmonella-2 (SPI-2), e suas proteinas efetoras estéao
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predominantemente envolvidas na sobrevivéncia e replicacdo intracelular
(Ellermeir e Slauch, 2004; Figueira,Holden e Helaine, 2013).

No entanto, o T3SS codificado por SPI-1 também €& necessario na
producdo de citosinas inflamatorias durante a interacdo bacteriana com
macrofagos, o que sugere que T3SS codificado por SPI-1 também
desempenha um papel importante na sobrevivéncia e replicagado bacteriana em

macrofagos e no estagios finais da infecgao (Pavlor et al., 2011).

2.4- Fatores de Viruléncia:
O sucesso de Salmonella spp. como patégeno, requer a presenca de

varios genes de viruléncia que sao expressos de forma coordenada (Fass e
Groisman, 2009). O género Salmonella apresenta varios fatores de viruléncia
relacionados a resisténcia a condicdes de estresse, a invasdao a célula
hospedeira e a patogénese intracelular (Hansen-Wester e Hensel, 2001;
Hensel, 2004; Vernikos e Parkhill, 2006).

Genes de viruléncia podem estar localizados em plasmideos que
abrigam genes como os do operon spv (Casadesus, 1999; Guerra et al., 2002;
De Jong et al., 2012; Fabrega e Vila 2013), que partilham uma regiao altamente
conservada designada por RABCD (plasmideo de viruléncia de Salmonella).
Genes expressos pela regidao spv promovem um rapido crescimento e
sobrevivéncia da Salmonella spp. dentro das células hospedeiras sendo
importante para a infecgao sistémica (Libby et al., 1997). Entretanto, a maioria
dos genes de viruléncia esta localizada no cromossomo, dentro de ilhas
cromossémicas (Hansen-Wester e Hensel, 2001).

Aproximadamente 23 ilhas de patogenicidade em Salmonella sao
identificadas e caracterizadas (Haywrdet al., 2014; SévellecY et al., 2018),
entre as quais SPI-1 a SPI-5 foram consideradas a base da patogenicidade no
hospedeiro (Wood et al., 1998). Contudo, SPI-1 e SPI-2 sdo as mais estudadas
e conhecidas por codificar os fatores necessarios para a invasao de células
nao fagociticas e sobrevivéncia dentro de macréfagos (Ellermeier e Slauch,
2007; Fabrega e Vila, 2013). Estas duas ilhas codificam para o sistema de
secrecao do tipo Il (T3SS) T1SS e T2SS, respectivamente, e tem uma fungao
importante na distribuicdo de diferentes proteinas efetoras no hospedeiro que
medeiam a patogénese (Vishwakarma et al., 2014).
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2.4.1 : llha de patogenicidade 1 de Salmonella — SPI 1.
E a mais bem caracterizada das cinco SPIs. Trata-se de um segmento

de 35-40 kb que contém 31 genes divididos que codificam produtos para T3SS
e genes que codificam proteinas efetoras.

T3SS é um mecanismo de viruléncia comum em muitas bactérias Gram
negativas. E uma estrutura “tipo agulha” capaz de atravessar a membrana da
célula hospedeira, permitindo que proteinas efetoras sejam deslocadas do
citoplasma bacteriano para o interior da célula eucariética, além poder mediar
secrecdo de proteina extracelular diretamente no citosol das célular
hospedeiras de eucariotos (Kubori et al., 1998; Temme et al., 2008).

Proteinas efetoras podem alterar as fungdes celulares de eucariotos e
auxiliam na infeccdo, promovendo a invasao de células epiteliais néao
fagociticas e iniciagdo da resposta inflamatoria no intestino, além de estarem
associadas na sobrevivéncia e persisténcia da bactéria no hospedeiro (Dieye et
al., 2009).

O operon inv (invasibility) da SPI-1, € composto de sete genes (invA,
invB, invC, invD, invE, invF e invG). O gene invA é o primeiro no operon, que
desempenha funcdo importante na invasao de células epiteliais. Salmonella
enterica que nao tem a presenca do gene invA, sdo incapazes de expressar 0s
genes invBC, tornando-os impossibilitados de invadir células de mamiferos
(Galan e Curtislll, 1989; Porter e Curtiss, 1997).

Outra fungdo associada a SPI-1 é o controle da captura de Salmonella
spp. por células dendriticas. Um trabalho com cepas mutantes em invC, gene
que codifica uma ATPase envolvida na geracdo de energia para o T3SS,
mostrou que estas células foram capturadas com maior eficiéncia em relacao a
cepa selvagem, mostrando que SPI1 funcional controla o numero de bactérias
gue adentram as células dendriticas (Hershel et al., 1999).

Os genes de SPI-1 sao contidos em Salmonella spp. sao expressos sob
condicdes impostas aos patdégenos pelo microambiente do hospedeiro como o
ambiente intestinal. Tais condi¢gbes incluem niveis de oxigénio, osmolaridade,
fase de crescimento, pH e presenga de acidos graxos volateis de cadeia curta

(Durant, Corrier e Ricke, 2000). Os resultados identificados de genes



codificadores por SPI-1 com o hospedeiro parecem variar muito conforme a

cepa e modelo de estudo.

2.4.2 : llha de patogenicidade 2 de Salmonella — SPI 2.
A llha de patogenicidade SPI2 possui uma estrutura de mosaico de pelo

menos dois elementos genéticos. Na localizagcdo da porgcédo de 25,3 Kb estdo
presentes genes importantes para a viruléncia. Esta ilha de patogenicidade
codifica seu proprio T3SS com finalidade de transportar proteinas efetoras que
protegem a bactéria dos mecanismos de defesa do hospedeiro permitindo a
sua sobrevivéncia no interior dos fagécitos (Marcus et al., 2000; Schmidt e
Hensel et al., 2004; Ochoa e Rodriguez 2005; Vieira., 2009).

Essa ilha apresenta mais de 40 genes (Vieira, 2009). Karasova (2010)
promoveram estudo como mutagdes nas SPI-1 a SPI-5 em cepas de
Salmonella enterica sorovar Enteritidis, e inocularam em camundongos a fim de
verificar o reflexo destas mutagbes em relacdo a viruléncia. Os autores
observaram que cepas mutantes para SPI-1, SPI-3, SPI-4 e SPI-5 foram tao
virulentas quanto estirpes selvagens, levando a morte dos camundongos em
trés semanas apos a infec¢do. Entretanto, camundongos infectados com cepas
mutantes para SPI-2 sobreviveram a infeccdo, demonstrando que a viruléncia é

dependente desta ilha de patogenicidade.

2.4.3 : llha de patogenicidade 3 de Salmonella — SPI 3.
A organizacao genética e funcional de SPI-3 em Salmonella é diferente

de SPI-1 e SPI-2, estando inserida no gene de tRNA selC, um locus que serve
de local de insercdo de SPl em cepas de Eschericia coli patogénicas.
Este locus possui cerca de 17 Kb, com uma composi¢cdo de bases semelhante
ao core genbmico (Blanc-Potard et al., 1999).

Nas SPI-3 estdo presentes os genes mgtB e mgtC, necessarios para
sobrevivéncia no interior de macrofagos. Além disso o gene mgtB ¢é
responsavel pelo transporte de magnésio quando este se encontra em baixas
concentracoes. Este sistema de captacdo de Mg2+ €& importante para
adaptacao a limitacées nutricionais no interior do fagossomo (Fortes et al.,
2013).
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2.4.4 : llha de patogenicidade 4 de Salmonella — SPI 4.
A SPI-4 esta presente em diversos sorovares de Salmonella enterica

(Amawvisit et al., 2003). A SPI-4 é conservada entre os diferentes sorovares de
Salmonlla enterica subsp. enterica, necessaria para a sobrevivéncia no interior
dos macréfagos. (Hensel, 2004). Contém um unico operon, SiiA, siiB, siiC, siiD,
silE (McClelland et al., 2001). Possui o sistema de secrecdao TTSS para a
adesina nao fimbrial siilE que media o contato da bactéria com microvilosidades
da membrana apical. silE é necessaria para adesao da Salmonella as células
epiteliais polarizadas. Sem a adesdao mediada pela secrecao de silE, impede a
remodelacdo do citoesqueleto celular levando assim a absor¢dao do patdgeno
(Gerlach et al., 2007).

2.4.5 : llha de patogenicidade 5 de Salmonella — SPI -5.
A SPI-5 tem tamanho de 25 Kb e esta localizada no cromossomo, sendo

identificada em uma extensa variedade de S. enterica, incluindo S.
Typhimurium (Wood et al.,, 1998; Hong e Miller, 1998), codifica proteinas
efetoras dos TTSS codificados por SPI-1 e SPI-2 (Hensel, 2004; Barrow et al.,
2010).

Constituida por sete proteinas efetoras a sopA, sopB sigD, sopD,
sopE1, sopE2, sspH1 e sIP , da cuja a secre¢do € mediada pelo sistema de
secrecao do tipo Il e sdo codificadas por genes que estdo localizados fora da
SPI1 (Stender et al., 2000; Wood et al., 2000).

A proteina externa B de Salmonella, sopB € uma proteina efetora que
contribui para a invasao, sendo responsavel por induzir inflamacgdes e diarreias
por Salmonella . (Wood et al., 2000; Raffatellu et al., 2005; Zhang et al., 2005).

2.5: Reguladores Trascricionais.
O Sistem regulador phoPQ é necessario para a viruléncia de Salmonella

spp (Gunn, Hohmann e Miller, 1996; Guo et al., 1997) também tem um papel
importante na sobrevivéncia da Salmonella spp no intestino e na vesicula biliar
(Gncuoglu, 2013) e é ativado a pH baixo,Mg?* e ca®*, e por atividade de
peptideos antimicrobiano (Véscovi ,Soncini e Groisman, 1996; Bearson,
Wilson e Foster 1998; Prost, Daley e Sage, 2007 )
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As proteinas phoP e phoQ formam um sistema regulador de dois
componentes que regula a viruléncia em S.Typhimurium (Miller, Kukral e
Mekalanos, 1989 ) O phoQ responde a sinais indutores promovendo o estado
fosforilagao do phoP ,(shin e Groisman, 2005). A Ativagdo do phoQ é pelo pH
levemente acido, € fundamental para a viruléncia de Salmonella Typhimurium |,
pois a inibicdo da acidificacdo do fagossomo prejudica a sobrevivéncia dentro
do macroéfago, além da ativacdo do phoP (Martin-Orozco et al., 2006), além de
atuar como regulador trasncricional do gene slyA (Shi et al., 2004; Zhao et al.,
2008).

Salmonella é capaz de detectar e responder as mudancas ambientais
que ocorrem durante o processo infeccioso, modulando a expressado génica, e
se adapta as condicoes de estresse. Um fator de transcricdo envolvido neste
processo € SlyA (codificado por slyA ), € um regulador transcricional
pertencente a superfamilia MarR de fatores de transcricdo bacteriana
(Stapleton et al., 2002; Okada et al., 2007; Dolan e Duguid, 2011; Will e Fang,
2020 ). Contribuindo para a infeccdo bacteriana em parte pela ativacao da
hemolisina e da producao de flagelo (Libb et al.,1994; Stapleton,Norte e Read,
2002).

Essa caracterizagcédo foi posteriormente observada por um regulador de
sistema com dois componentes PhoP / PhoQ, que ativa a transcrigéo
do gene slyA. Quando a privagdao de MgZ+, a quinase PhoQ medeia a
fosforilacdo do regulador de resposta PhoP, facilitando a ligagdo de PhoP aos
promotores regulandor operon, phoPQ e slyA (Shi et al., 2004; Norte, Stapleto
e Green, 2003). O gene de viruléncia slyA foi melhor caracterizado em
Salmonella Typhimurium (Will et al., 2014; Will, Navarre e Fang ,2015).

2.6 : Enterotoxina.
O gene stn é especificamente distribuido

em Salmonella spp. independentemente de seus sorotipos ( Dinjus et al.,
1997 ; Makino et al., 1999 ; Moore et al., 2007 ; Lee et al, 2009).0
gene stn pode ser util para a identificagdo ou detecgdo de Salmonella, ele pode
estar envolvido em fungdes exclusivas em Salmonella spp. O stn , codifica a

producao de enterotoxinas, e mostrou ser um agente causador da diarreia
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(Huehn, 2010). Ndo estao localizados nas SPIs. Este gene de viruléncia atua
atraves da manutencdo da composicdo e integridade da membrana da
Salmonella (Nakano et al.,2012).

Segundo Chopra (1999), o stn tem uma atividade enterotoxica em um
modelo de alca. Portanto, acredita-se que o stn € um fator de viruléncia
da Salmonella e responsavel pela enterotoxicidade .O gene stn em Salmonella
enterica codifica uma proteina de aproximadamente 29kDa, utilizando um
cbédon de inicio TTG, e contém um porgao conservada e proteina com atividade
de ribosolacao de ADP. (Chopa et al.,1994)

2.7: Plasmideo de Viruléncia.
O Operon spv é conservado entre diferentes plasmideos de viruléncia

de varios sorotipos de Salmonella que produzem doencas sistémicas.(Guiney
et al., 1995)

A maioria da Salmonella spp patogénica contém um plasmideo de
viruléncia pSLT que contém uma regido altamente conservada de cinco genes
spVR, spVvA, spvB, spvC, spvD, os quais foram relatados como relacionado na
sobrevivéncia e crescimento intracelular. (Guiney e Fierer, 2011; Passaris et
al., 2018)

Plasmideos de alto peso molecular contém uma regido altamente
conservada chamadas de spv. As proteinas spv sao necessarias para
estabelecer a infeccdo (Matsui et al,. 2001). spvC, leva-se a acreditar que
possue uma reducao da reposta inflamatéria intestinal, que pode ser importante

durante a infe¢do sistémica da Salmonella (Zuo et al., 2020).
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3 — Objetivo
3.1 — Objetivo Geral;

Avaliar a variacdo genética de cinco llhas de Patogenicidade de
Salmonella (SPI) em isolados de fontes humana, alimentar e animal de
S.Enteritidis, S.Typhimurium/ S.enterica 01,4,12, S.Infantis, S.Newport,

S.Schwarzengrund multirresistentes aos antimicrobianos.

3.2 — Objetivos Especificos:
e Selecionar em Banco de Dados as cepas pertencentes aos sorovares

prevalentes identificadas entre 2015 e 2017 em diferentes regides do pais;
e Confirmar o Perfil de Suscentibilidade Antimicrobiana;

e Caracterizar genes de viruléncia associados a SPI1, SPI2, SP3, SP4 e SP5
em Salmonella spp.;

e Avaliar as diferencas entre os genes viruléncia encontradas de acordo com
sorovar e fonte de isolamento;

e Avaliar a relagao entre as ilhas de patogenicidade presentes e o perfil de
resiténcia das diversas cepas;
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4 — Material e Métodos

4.1 — Selecao de cepas
As cepas pertencentes aos sorovares, Enteritidis, Infantis, Newport,

Typhimurium, enterica 01,412 e Schwarzengrund, isoladas de fontes
alimentares, humanas e de animais de producdao e encaminhadas por
instituicbes Publicas e Privadas entre os anos de 2015 a 2017, foram
selecionadas em banco de dados do LRNEB, 24 cepas humanas, 23 cepas
Alimentares e 22 cepas animais, sendo essas: 6 S. Enteridis, 14 S. Infanti, 5 S.
Newport, 7 S. Schwarzengrund, 33 S. Typhimurium e 4 S. enterica O1,4,12.
Todas as amostras estdo conservadas em temperatura ambiente 25 + 10°C em

Agar Nutriente Tamponado e em SkimMilk a -70°C.
4.2 — Testes de Susceptibilidade aos Antimicrobianos (TSA)

4.2.1 — Preparo do Inéculo
As cepas de Salmonella spp. foram semeadas por esgotamento em Agar

Nutriente 0,5%(DIFCO) e incubadas a 37°C por 24 horas. ApoOs esse periodo,
guatro a cinco coldnias foram selecionadas e repicadas em 3,0mL de Caldo
MH (OXOID) e incubadas a 35°C até atingir turvacédo correspondente a 0.5 da
escala de MacFarland (1x10% UFC/mL). Foi utilizado espectofotdmetro (UNICO-
1100 Spectrophotometer) para a obtencdo da turbidez variavel entre 0.008 a

0.010 de absorbancia em comprimento de onda de 625nm.

4.2.2 — Meio de Cultura
Agar Mueller-Hinton-MH (OXOID), foi preparado e esterilizado de

acordo com as recomendacdes do fabricante, distribuido em placas de Petri de
100 mm de didmetro, em volume de 22 mL, visando obtencdo de camada

interna de 4mm de profundidade.

4.2.3 — Antimicrobianos empregados
Foram empregados no TSA para a confirmagao da Susceptibilidade as

seguintes drogas das classes das Cefalosporinas, Cabapenémicos e
Quinolonas: Cefoxitina 30pg (FOX), Ceftazidina 30pg (CAZ); Imipenem 10ug
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(IMP) e Ciprofloxacina 5ug (CIP), conforme os valores de referéncia
padronizados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Para o controle de qualidade de execucdo e confiabilidade dos
resultados obtidos, a cepa padrdao Escherichia coli ATCC 25922 foi testada sob
as mesmas condigdes de cultivo e incubacao que as cepas em estudo (Quadro
2).

Quadro 2 — Cepa padrao utilizada no controle de qualidade do TSA,
(CLSI, 2021).

CEPA PADRAO FINALIDADE
Escherichia coli Avaliacdo geral dos discos de antimicrobianos;
ATCC 25922 Controle negativo para B-lactamases.

O inoculo padronizado foi semeado uniformemente na superficie do
meio Agar MH utilizando um swab e apds a deposicdo dos discos, através de
“Dispenser Disk” (OXOID), as placas foram incubadas em estufa 352C. Apds 18-
24 h de incubacao, a leitura do didmetro dos halos de inibicao foi realizada
utilizando um paquimetr, com interpretacdo da suscetibilidade baseado nas

recomendacdes do CLSI (Quadro 3).

Quadro 3 — Relacdo de Antimicrobianos utilizados no TSA.

DIAMETRO DOS HALOS (mm)
ANTIMICROBIANOS j
o
7)) RESISTENTE |INTERMEDIARIO|SENSIVEL
Cefoxiti
Cefalosporina etoxiina FOX 14 15-17 18
Ceftazidima | CAZ <17 18-20 >21
Carbapenémico Imipenem IMP <19 20-22 229
. Ciprofloxacina | CIP <20 21-30 =31
Quinolona
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4.3 — Pesquisa dos genes de viruléncia

A extracdo do DNA foi realizada pela técnica de Bolada et al.,1995 com
modificada (Fervura da suspensao de 99°C por 10 minutos, choque térmico a -
20°C por cinco minutos e centrifugacdo a 12000 rpm por dois minutos ) a partir
de um crescimento bacteriano em agar nutriente 0,5%, incubado por 18-24H a
37°C,. A pesquisa dos genes de viruléncia foi realizada através da PCR das
cepas selecionadas. Foram empregados iniciadores (“primers”) para as SPI-1 a
SPI-5, reguladores transcricional e enterotoxina, de acordo com Guerra et al.
(2000) e Soto et al. (2006) (quadro 4).

Quadro 4 — Sequéncias alvo dos genes de viruléncia pesquisados.

Funcgao ou
Gene L Sequéncia (5’-3’) Produto | Referéncia
Localizagao

orgA-F GATAAGGCGAAATCGTCAAATG Soto et al.
orgA-R SPI-1 GTAAGGCCAGTAGCAAAATTG 540 pb (2006)
invA-F TGCCTACAAGCATGAAATGG Guerra et
invA-R SPI-1 AAACTGGACCACGGTACAA 500 pb al. (2000)
ssaQ-F GAATAGCGAATGAAGAGCGTCC Soto et al.
ssaQ-R SPI-2 CATCGTGTTATCCTCTGTAGC 677 pb (2006)
mgtC-F TGACTATCAATGCTCCAGTGAAT Soto et al.
mgtC-R SPI-3 ATTACTGGCCGCTATGCTGTTG 655 pb (2006)
spi4D-F GAATAGAAGACAAAGCGATCATC Soto et al.
spi4D-R SPI-4 GCTTTGTCCACGCCTTTCATC 1231 pb (2006)
sopB-F GATGTGATTAATGAAGAAATGCC Soto et al.
sopB-R SPI-5 CTTATCTCAGGCGCGGGTGG 1170pb (2006)
stn-F TTAGGTTGATGCTTATGATGGACACCC Guerra et
stn-R Enterotoxina CGTGATGAATAAAGATACTCATAGG 617pb | al.(2000)
phoPQ-F Regulador ATGCAAAGCCCGACCATGACG Guerra et
phoPQ-R Transcricional GTATCGACCACCACGATGGTT 229 pb al. (2000)
slyA-F Regulador GCCAAAACTGAAGCTACAGGTG Guerra et
slyA-R Transcricional CGGCAGGTCAGCGTGTCGTGC 700 pb al. (2000)
spvC-F Plasmideo de ACTCCTTGCACAACCAAATGCGGA Guerra et
spvC-R vuruléncia TGTCTTCTGCATTTCGCCACCATCA 424 pb al. (2000)
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4.3.1 — Amplificagao do DNA Bacteriano
O gene spvC foi detectado através da reacao simplex, equanto para os

outros genes foram montados trés reacdes multiplex (slyA, stn, invA e phoPQ;
orgA e mgtC; ssaQ, spidD e sopB) utilizando termociclador (THERMO PX2
ThermalCycler), com as seguintes temperaturas: Desnaturagao inicial 94°C-5
min, 30 ciclos de 94°C-1 min, 60°C-1 min, 72°C-2 min e extensao final de 72°C-
5 min, segundo Soto et al., 2006.

A preparagdao do master MIX (quadro 5) para cada conjuto de
oligonucleotideos, contendo todos os reagentes foi dividida em aliquotas de

23uL as quais foram adicionadas 2L de DNA extraido de cada cepa.

Quadro 5 — Componentes e concentragdes para preparo do MIX de PCR.

Componentes | Concentragao Final Funcao
Tampao 10X 1X Estabilizacdo do pH da reacao
Co-fator da enzima Tag DNA
MgCl,50mM 1,5Mm .
polimerase
DNTP 0,2Mm Sintese de DNA
. _ Oligonucleotideo complementar
Primers 1.0 uM/20 picomol o
para amplificacéo
Taq DNA Ligacao dos oligonucleotideos a
. 0.025 U/l
polimerase fita molde de DNA
DNA molde 1ug DNA a ser analisado

4.3.2 — Eletroforese e revelagao do Gel
Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de

Agarose 1,5% (SIGMA) em tamp&o TBE 1X (Tris Base 90 mM, Acido Bérico 90
mM, EDTA 20 mM pH8,0 - ROCHE) em 90V por aproximadamente 1 hora e 30
minutos. Foi utilizado como referéncia para o tamanho dos amplicons o

marcador de peso molecular 100pb DNA ladder (Sigma). Apds a migragao, os
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produtos foram corados por imersdo do gel em solugcdo de Brometo de Etidio
(10pg/mL) durante 10 minutos, em seguida imersao durante 5 minutos em agua
destilada e posterior visualizagcdo em luz ultravioleta, através do sistema de
fotodocumentacao Imagem Quant 300 (GE Healthcare,Waukesha, WI, USA).
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5 — Resultados

No periodo de 2015 a 2017 foram identificadas, 10.170 cepas de
Salmonella spp. no LRNEB/LABENT, das quais 2.495 pertenciam aos
sorovares: Enteritidis (102), Infantis (497), Newport (47), Schwarzengrund
(441), Typhimurium (1097) e enterica O01,4,12 (311). O monitoramento da
suscetibilidade antimicrobiana apontou que entre estas, 1073 cepas
apresentaram perfil intermediario-l e /ou Resistente-R aos antimicrobianos
Cefoxitima (FOX), Ceftazidima (CAZ), Imipenem (IMP) e Ciprofloxacina (CIP).
A partir desses resultados, foram selecionadas aleatoriamente 69 cepas das
diferentes regides do Brasil, para a avaliagdo de genes de viruléncia das cinco
llhas de Patogenicidade de Salmonella—SPIl, reguladores transcricional e
enterotoxina, cuja distribuicdo por ano e fonte de isolamento encontra-se nas

tabelas 1 e 2.

Tabela1 — Distribuicdo das cepas Salmonella spp. selecionadas por ano de
isolamento.

Sorovar 2015 2016 2017 Total

S. Enteritidis 1 2 3 6
S. Infantis 6 4 4 14
S.Newport 1 2 2 5
S. Schwarzengrund 2 4 1

S.Typhimurium 14 9 10 33
S.entericaO1,4,12 0 3 2 4
Total 24 24 21 69

Tabela 2 - Distribuicdo de Salmonella spp. por fontes de isolamento.

Sorovar Humana Alimentar Animal Total

S. Enteritidis 5 1 0 6
S. Infantis 3 6 5 14
S.Newport 0 2 3

S. Schwarzengrund 2 5 0 7
S.Typhimurium 13 7 13 33
S. enterica 01,4,12 1 2 1 4
Total 24 23 22 69
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Através da distribuicdo por fonte de isolamento, S. Typhimurium
apareceu como sorovar mais prevalente em todas as fontes de isolamento,
seguida por S. Infantis em fonte alimentar em 2015 e S. Enteritidis com o
mesmo numero de isolados que a S. Typhimurium em fonte humana em 2017
(Tabela 3).

Tabela 3 — Distribuicdo de Salmonella spp. por fonte de isolamento e ano.

Sorovar Humana Alimentar Animal

2015 2016 2017 2015 2016 2017 2015 2016 2017
S.Enteritidis 1 1 3 0 1 0 0 0 0
S.Infantis 0 1 2 4 1 1 2 2 1
S.Newport 0 0 0 0 1 1 1 1 1
S.Schwarzengrund 0 2 0 2 2 1 0 0 0
S.Typhimurium 7 3 3 2 2 3 5 4 4
S.entericaO1,4,12 0 0 1 0 2 0 0 1 0

Em uma primeira atividade foi realizada a confirmacdo perda de
resisténcia previamente existente no Banco de Dados e, foi observada
diferenca em alguns sorovares conforme mostra a tabela 4. Em S.Typhimurium
e S. Infantis apresentaram diferencas no perfil suscetibilidade a todos os
antimicrobianos testados. Os dois isolados de Salmonella Schwarzengrund de
fonte alimentar apresentaram perdas das suas caracteristicas de resisténcia ao
Imipenem. Uma cepa de Salmonella Newport isolada de fonte animal passou a

apresentar um perfil sensivel a Ciprofloxacina.

Tabela 4 — Cepas de Samonella spp.com alteracoes no perfil de suscetibilidade

antimicrobiana ap0s a realizacao de novo TSA para confirmacéao da resisténcia.

Sorovar N FOX FOX* CAzZ CAz* CIP CIP* IMP IMP*
S. Infantis 7 3 1 4 2 6 4 3 1
S. Newport 1 0 0 0 0 1 0 0 0
S. Schwarzengrund 2 1 1 1 1 2 2 2 0
S. Typhimurium 7 1 0 3 0 6 5 3 1
Total 17 5 2 8 3 15 13 6 3

FOX-Cefoxitina; CAZ-Ceftazidima ;IMP-Imipenem;CIP-Ciprofloxacina.* teste confirmatério deperfil obtido previamente
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A confirmacdo da suscetibilidade antimicrobiana, demostrou que os
perfis de resisténcia/intermediario, foram mais prevalentes nos sorovares
Enteritidis, Typhimurium e Infantis. Ciprofloxacina foi a droga antimicrobiana
com maior percentual entre as cepas resistentes nos diferentes sorovares
estudados, variando de 100% em S. Enteritidis a 60% em S. Newport. O menor
percentual de resisténcia a Imipenem e Ceftazidima foi para as cepas de S.
Typhimurium. O menor percentual de resisténcia a Cefoxitina foi para a S.
Enteritidis (tabela 5).

Tabela 5 — Distribuicdo percentual da resisténcia em Salmonella spp. por
sorovar entre os antimicrobianos testados.

Sorovar N FOX (N) CAZ(N) CIP (N) IMP (N)
S. Enteritidis 6 16,6(1) 33,3(2) 100 (6) 83,3 (5)
S. Infantis 14 28.5(4) 35,7(5) 64,3(9) 21,4(3)
S. Newport 5 0(0) 0(0) 60(3) 20(1)
S. Schwarzengrud 7 57,1(4) 57,1(4) 100(7) 0(0)
S. Typhimurium 33 27,2(9) 21,2(7) | 93,9(31) 12,1(4)
S. enterica 01,4,12 4 25(1) 25(1) 75(3) 25(1)

Total 69

(N)= numero total de cepas

Em relacdo a fonte de isolamento, a resisténcia a CIP prevaleceu
elevada entre as cepas isoladas das trés fontes, conforme se pode observar
nas figuras 1, 2, 3; Em fonte alimentar, foi possivel observar 100% de
resisténcia a CIP e CAZ na S. Enteritidis. J& no sorovar Schwarzengrud,
observamos 100% de resisténcia para CIP e 80% FOX e CAZ. (Figura 1)
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Figura 1 — Percentual de resisténcia antimicrobiana em Salmonella spp. de
fonte alimentar.

Entre as cepas de fonte animal a Ciproflaxocin amostrou prevaléncia
acima de 60 % em todos os sorovares. S. Newporte e S. enterica O1, 4, 12

ndo apresentaram perfil de resisténcia para FOX e CAZ; J4 a S. Infantis ndo

FOX-Cefoxitima; CAZ-Ceftazidim;IMP-Imipenem;CIP-Ciprofloxacina.

teve resisténcia a Imipenem. (Figura 2)
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FOX-Cefoxitima; CAZ-Ceftazidima;IMP-Imipenem;CIP-Ciprofloxacina

Figura 2 — Percentual de resisténcia antimicrobiana em Salmonella

spp. de fonte animal.
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Quanto aos isolados de fonte humana, observou-se altos indices de
resisténcia a CIP, com mais de 90%, com excec¢do do sorovar Infantis, que
apresentou 33,3% das cepas resistentes. Por outro lado, S. Infantis foi o
sorovar com maiores percentuais de resisténcia a CAZ e ao IMP. Em relagéo a
FOX, S. Enteritidis e S. Typhimurium foram o0s unicos a apresentarem

percentuais de resisténcia (figura 3).
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FOX-Cefoxitima; CAZ-Ceftazidima;IMP-Imipenem;CIP-Ciprofloxacina

Figura 3 — Percentual de resisténcia antimicrobiana em Salmonella spp. de
fonte humana.

Quanto a avaliagdo das caracteristicas de viruléncia, os genes das SPI
foram avaliados nas 69 cepas através da PCR. Foram analisados 10 genes,
sendo 9 de localizagcao cromossdmica e 1 gene localizado no plasmideo.

No computo geral a SPI-1 foram observadas 62 positivas para orgA e 60
para invA. 66 cepas apresentaram amplificacdo para o gene ssaQ localizado
na SPI-2. Foram positivas para SPI-3 e SPI-4 65 cepas, para o gene mgtC e
spi4D respectivamente. A SPI-5 sopB, testou 69 cepas, uma nao apresentou,
com 68 cepas positivas, exceto uma S.Typhimurium de fonte humana. Ja para
os reguladores transcricionais tiveram 67 e 62 cepas positivas para os genes
phoPQ e slyA respectivamente. Em relagdo ao gene stn que envolve a
enterotoxina foram 61 cepas positivas. Para o plasmideo spvC os resultados
obtidos apontaram menor percentual de positividade o qual foi observado em

apenas 17 cepas.
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Ao avaliar no geral os sorovares pelas 5 ilhas de patogenicidades,
observou-se que todas as cepas tiveram > de 50% de amplificacdo para os
genes nos 5 sorovares de Salmonella spp., ressaltando os sorovares:
Enteritidis, Infantis, Typhimurium, foram os sorovares que apresentaram mais
de 80% de amplificagdo para as cincos SPI. Destacamos os resultados obtidos
quanto a amplificacdo observada para o gene sopB no qual foi obtida > 98% de

amplificacdo nas Salmonella spp. (Figura 4).

100
80

60
40

20

B SPI 1- orgA B SPI1-invA B SPI2-ssaQ
W SPI3-mgtC W SPI4-spi4D  SPI5-sopB

Figura 4 — Pesquisa de genes de viruléncia de SPI-1 a 5 em Salmonella spp.
por sorovar.

Ao pesquisar genes que nao residem em SPI, que codificam um
regulador transcricional de genes de viruléncia necessarios para sobrevivéncia
no macréfago, e gene que esta relacionado a ilha plasmidia (spvC), observou-
se que a Salmonella Enteritidis foi a que teve maior amplificacbes para os
genes com mas de 60% de cepas positivas. Todos os demais sorovares
apresentaram amplificacbes para os genes stn, phoPQ, slyA e spvC, exceto
Salmonella entérica O1,4,12 para o gene que esta relacionado ao plasmideo o

spvC, no qual ndo houve nenhuma amplificacdo(Figura 5).
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Figura 5 — Reacdo em cadeia polimerase nos genes stn, phoPQ, slyA e spvC
em Salmonella spp.

A partir da analise de acordo com a fonte de isolamento,observa-se que
houve amplificacdo de genes das cinco ilhas de patogenicidade de Salmonella
em 80% das cepas independentes da fonte, com destaque para o gene sopB

de SPI-5 o gene sopB (Figura 6).
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SPI1-orgA SPIl1-invA SPI2-ssaQ SPI3-mgtC SPI4-spidD SPI5-sopB

Figura 6 — Reacdo em cadeia polimerase de Salmonella spp. nas cinco llhas

de Patogenicidade por fonte de isolamento.
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Os genes que estao envolvidos nas regulagdes transcricionais (phoPQ
slyA) na produgdo da enterotoxina (stn) obteva-seque houve amplificacdo
destes em 80% ds cepas independentes da fonte.

Para o Plasmideos de viruléncia (spvC), foi observada amplificagédo em
cerca de 90% das cepas de fonte alimentar em relagdo as isoladas das outras

fontes (figura 7).
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stn phoPQ slyA spvC

Figura 7 — Reagcdo em cadeia polimerase nos genes stn, phoPQ, slyA e spvC

nas fontes de isolamento em Salmonella spp.

Na Avaliacdo dos resultados obtidos na PCR de acordo com as ilhas de
patogenicidade e as fonte de Isolamento, que em SPI1, relacionada aos genes
orgA e invA, apenas S. Typhimurium e a enterica 01,4,12 isoladas de fonte
alimentar apresentaram produtos de amplificagdo para os dois genes.

Em fonte animal, 100% das cepas de S. enterica 01, 4, 12
apresentaram produtos para os dois genes e 100% de S. Newport apresetaram
produto para orgA.

Entre as cepas de origem humana, 100% de Enteritidis e Infantis
aprestaram produtos de amplificagcdo para os dois genes e 100% de S.

Typhimurium para o gene orgA (Tabela 6).
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Tabela 6 — Cepas de Salmonella spp. positivas para os genes orgA e invA da

SPI-1 distribuidas por sorovar e fonte de isolamento.

Sorovar Alimentar Animal Humana

Ne orgA invA Ne orgA invA Ne orgA invA
Enteritidis 1 0 (0) 0(0) - - - 5 100 (5) 100 (5)
Infantis 6 83,3 (5) 100 (6) 5 80 (4) 80 (4) 3 100 (3) 100 (3)
Newport 2 100 (2) 50 (1) 3 100 (3) 66,6 (2)
Schwarzengrund 5 60 (3) 100 (5) - - - 2 50 (1) 100 (2)
Typhimurium 7 100 (7) 100 (7) 13 92,3(12) 84,6 (11) 13 100 (13) 84,6 (11)
enterica 01,4,12 2 100 (2) 100 (2) 1 100 (1) 100 (1) 1 100 (1) 0(0)

Total 23 22 24

{Nj=mumero totatdecepas——

Na SPI 2, o gene ssaQ foi amplificado para todos os sorovares da fonte
animal. Ja a fonte alimentar houve mais de 85,7 % de amplificacdo para todos
os sorovares. A Fonte Humana destaque-se a S. Infantis com apenas 33,3% de

amplificacdo para o gene ssaQ (Tabela 7)

Tabela 7 — Cepas de Salmonella spp. positivas para o gene ssaQ da SPI-2

distribuidas por sorovar e fonte de isolamento.

Sorovar Alimento Animal Humana

N° ssaQ N2 ssaQ N2 ssaQ

Enteritidis 1 100 (1) - - 5 100 (5)
Infantis 6 100 (6) 5 100(5) 3 33,3 (1)
Newport 2 100 (2) 3 100 (3) - -
Schwarzengrund 5 100 (5) - - 2 100 (2)
Typhimurium 7 85,7(6) 13 100(13) 13 100 (13)
enterica 01, 4,12 2 100 (2) 1 100(1) 1 100 (1)
Total 23 22 24

{Ny="numero total de cepas

Na SPI 3 todas as cepas da fonte humana foram positivas para o gene
mgtC. A fonte alimentar, ndo observou amplificagdo no sorovar Enteritidis. Na
fonte animal, ocorreram mais de 92,3% de amplificacdo para o gene mgtC
(Tabela 8).
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Tabela 8 — Cepas de Salmonella spp. positivas para o gene mgtC da SPI-3

distribuidas por sorovar e fonte de isolamento.

Sorovar Alimento Animal Humana
Ne mgtC Ne mgtC N¢ mgtC

Enteritidis 1 0 (0) - - 5 100 (5)
Infantis 6 83,3 (5) 5 100 (5) 3 100 (3)
Newport 2 100 (2) 3 100 (3) - -

Schwarzengrund 5 80 (4) - - 2 100 (2)
Typhimurium 7 100 (7) 13 923(12) 13 100 (13)
enterica O1, 4,12 2 100 (2) 1 100 (1) 1 100 (1)

Total 23 22 24

(N)= numero total de cepas

Na SPI 4 a fonte animal apontou amplificagcdo de 100% para todas as
cepas avaliadas. Ja a fonte alimentar, o sorovar Typhimurium amplificou 85,7%
para o gene spi4D. Na fonte humana, somente 33,3% da S. Infantis houve

amplificacdo para gene spi4D. (tabela 9).

Tabela 9 — Cepas de Salmonella spp. positivas para o gene spi4D da SPI-4

distribuidas por sorovar e fonte de isolamento.

Sorovar Alimento Animal Humana
Ne spi4dD Ne spi4D Ne spi4D
Enteritidis 1 100 (1) - - 5 100 (5)
Infantis 6 100 (6) 5 100 (5) 3 333(1)
Newport 2 100 (2) 3 100 (3) - -
Schwarzengrund 5 100 (5) - - 2 100 (2)
Typhimurium 7 85,7 (6) 13 100(13) 13 92,3(12)
Enterica O1, 4,12 2 100 (2) 1 100 (1) 1 100 (1)

Total 23 22 24

(N)= numero total de cepas

A SPI5 foi a ilha onde ocorreu maior amplificacdo para as cepas
avaliadas onde as fontes de isolamento alimentar e animal tiveram amplificacao
de 100% para o gene sopB. Ja entre as cepas de fonte a humana, todas
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tiveram amplificacdo de 100%, exceto o sorovar Typhimurium com 92,3% de

amplificacdo para o gene sopB (Tabela 10).

Tabela 10 — Cepas de Salmonella spp. positivas para o gene sopB da SPI-5

distribuidas por sorovar e fonte de isolamento.

Sorovar Alimento Animal Humana

N2 sopB N2 sopB N2 sopB
Enteritidis- 1 100 (1) - - 5 100 (5)
Infantis 6 100 (6) 5 100 (5) 3 100 (3)
Newport 2 100 (2) 3 100 (3) - -
Schwarzengrund 5 100 (5) - - 2 100 (2)
Typhimurium 7 100(7) 13 100(13) 13 92,3(12)
enterica O1 ,4, 12 2 100 (2) 1 100 (1) 1 100 (1)
Total 23 22 24

(N)= numero total de cepas

Para os genes que estao relacionados a regulacao transcricional, phoPQ
nao houve amplificagdo em cepa da Salmonella enterica O1,4,12 da fonte
humana, enquanto para as demais fontes e sorovares, houve amplificacédo de
100%. Nao houve amplificacdo para os genes phoPQ e slyA para S. Enteritidis

da fonte Alimentar (Tabela 11)

Tabela 11- Cepas de Salmonella spp. positivas para os genes phoPQ e slyA

reguladores transcricionais distribuidas por sorovar e fonte de isolamento.

Sorovar Alimentar Animal Humana

phoPQ slyA N2  phoPQ slyA Ne phoPQ slyA
Enteritidis 1 0(0) 0(0) - - - 5 100 (5) 100 (5)
Infantis 6 100 (6) 83,3 (5) 5 100 (5) 80 (4) 3 100 (3) 100 (3)
Newport 2 100 (2) 100 (2) 3 100 (3) 100 (3) - - -
Schwarzengrund 5 100 (5) 80 (4) - - - 2 100 (2) 100 (2)
Typhimurium 7 100 (7) 100 (7) 13 100(13) 84,6(11) 13 100 (13) 92,3 (12)
enterica O1, 4,12 2 100 (2) 100 (2) 1 100 (1) 100 (1) 1 0(0) 100 (1)
Total 23 22 24

(N)= numero total de cepas

30



No gene stn de enterotoxina, ndo foi observado na fonte alimentar
amplificacdo para o S. Enteritidis. Na fonte animal houve amplificagdo para mas
de 80% dos sorovares. Na fonte humana, ndo houve amplificacdo para sorovar
enterica O1,4,12 (Tabela 12).

Tabela 12 — Cepas de Salmonella spp. positivas para o gene snt distribuida por

sorovar e fonte de isolamento

Sorovar Alimento Animal Humana

N2 stn N2 stn N2 stn
Enteritidis- 1 0(0) - - 5 100(5)
Infantis 6 100 (6) 5 80 (4) 3 100 (3)
Newport 2 50 (1) 3 100 (3) - -
Schwarzengrund S 100 (5) - - 2 100 (2)
Typhimurium 7 100(7) 13 846(11) 13 76,9(10)
enterica 01, 4, 12 2 100(2) 1 100 (1) 1 0(0)
Total 23 22 24

(N)= numero total de cepas

Na ilha plasmidial, no geral o gene spvC, mostrou baixas amplificagcbes para
0s sorovares, independente da fonte de isolamento, como pode ser observado
na tabela 13. A Salmonella enterica O1,4,12 sem amplificacdo para nenhuma
das fontes de isolamento. A S. Enteritidis amplificacdo de 100% na fonte

alimentar e 60% na fonte humana . (Tabela 13)

Tabela 13 — Cepas de Salmonella spp. positivas para o gene spvC da ilha

plasmidial

Sorovar Alimen o Animal Humana

N° spvC N2 spvC N2 spvC
Enteritidis- 1 100(1) - - 5 60(3)
Infantis 6 33,3(2) 20(1) 3 0(0)
Newport 2 0 (0) 33,3(1) - -
Schwarzengrund 5 40 (2) - - 2 0 (0)
Typhimurium 7 14,2 (1) 13 7,6 (1) 13 38,4 (5)
enterica 01, 4, 12 2 0(0) 1 0 1 0 (0)
Total 23 22 24

(N)= numero total de cepas
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Tabela 14 — Relacdo entre genes de viruléncia, reguladores transcricionais,

plasmido de viruléncia e o perfil de suscentibilidade antimicrobiana em

Salmonella spp.

N°da fonte sorovar Genes de viruléncia Perfil de suscetibilidade
Cepa antimicrobiana
orgA invEA slyA ssaQ mgtC phoPQ stn spi4D sopB spvC
673 AL Typhimurium P P P P P P P P P N | AMP, TCY, STR, CIP, GEN,
NAL, SXT, IMP
1538 AL Schwarzengrund P P P P P P P P P P | AMP, TCY, FOX, CAZ, NAL,
CIP
2280 AL Infantis AMP, CHL, TCY, STR, CIP
2432 AL Infantis AMP, TCY, FOX, CAZ, STR,
NAL, NIT, CIP, IMP
2453 AL Infantis P P P P P P P P P P | AMP, CHL, TCY, FOX, CAZ,
STR, NAL, CIP
2960 AL Schwarzengrund P P AMP, TCY, CAZ, NAL, CIP
4963 AL Infantis P P AMP, TCY, FOX, CAZ, NAL,
CIP
6445 AL Typhimurium P P P P P P P P P N | AMP, TCY, FOX, CAZ, CIP,
NAL, CIP
1147 AL Typhimurium P P P P P P P P P N | AMP, TCY, FOX, CAZ, NAL,
CIP
1335 AL enterica sub. 01, P P P P P P P P P N | AMP, CHL, TCY, CIP, GEN,
4,12 NAL, SXT
2493 AL Schwarzengrund N P P P P P P P P N | AMP, TCY, FOX, CAZ, NAL,
NIT, CIP
2724 AL enterica sub. 01, P P P P P P P P P N | AMP, TCY, FOX, CAZ, NAL,
4,12 CIP
4502 AL Enteritidis N N N P N N N P P P | CAZ, NAL, NIT, CIP
5734 AL Typhimurium P P P P P P P P | FOX, STR, NAL, NIT, CIP
377 AL Typhimurium P P P P P P P N | AMP, CHL, TCY, STR, CIP,
GEN, NAL, SXT, NIT
980 AL Schwarzengrund P P N P N P P P P N | AMP, TCY, FOX, CAZ, NAL,
CIP
2651 AL Typhimurium P P P N P P P N P N | AMP, CHL, TCY, STR, CIP,
GEN, NAL, SXT
7 AN Newport P P GEN, SXT, NIT, CIP
2385 AN Typhimurium P P AMP, CHL, TCY, STR, CIP,
GEN, NAL, SXT
2406 AN Typhimurium P P P P P P P P P N | AMP, CHL, TCY, STR, CIP,
GEN, NAL, SXT, NIT
3003 AN Infantis AMP, TCY, FOX, NAL
6906 AN Typhimurium TCY, FOX, CAZ, NAL, NIT,
CIP
6914 AN Typhimurium P P NAL, CAZ, CIP
6922 AN Typhimurium P P TCY, FOX, CAZ, NAL, NIT,
CIP, IMP
7007 AN Infantis GEN, IMP, NIT, CIP
136 AN Typhimurium AMP, TCY, FOX, NAL, CAZ,
CIP
991 AN Typhimurium P P P P P P P P P N | AMP, TCY, STR, CIP, GEN,
NAL, SXT
7086 AN Typhimurium AMP, CHL, CIP, GEN, NAL
7698 AN Typhimurium AMP, CHL, TCY, STR, CIP,
GEN, NAL, SXT
956 AN Infantis N P P P P P P P P N | AMP, CHL, TCY, FOX, CAZ,
STR, NAL, CIP
958 AN Typhimurium P P N P P P P P P N | AMP, CHL, TCY, STR, CIP,
GEN, NAL, SXT
(Continua)
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Tabela 14 — Relacdo entre genes de viruléncia, reguladores transcricionais,

plasmido de viruléncia e o perfil de suscentibilidade antimicrobiana em

Salmonella spp (Continuacéo).

fonte sorovar Genes de viruléncia ) -
N° d Perfil de suscetibilidade
Cepa antimicrobiana
orgA invEA slyA ssaQ mgtC phoPQ stn spidD sopB spvC
A AMP, CHL, TCY, FOX, STR, CIP,
1603 AN Typhimurium P P P P P P P P P N GEN. NAL. SXT
R AMP, CHL, TCY, STR, GEN,
2371 AN Typhimurium P N P P P P N P P N NAL, SXT, NIT, CIP
L AMP, TCY, STR, GEN, NAL,
2392 AN Typhimurium P N P P P P N P P N SXT,NIT, CIP
1328 HU Typhimurium P P P P P P P P P P | TCY, NAL, NIT, CIP
2359 HU Typhimurium P P P P P P P P P P |AMP, TCY, FOX, CIP
4655 HU  Typhimuium | P P P P P P P P PP | TOY, STR, GEN, NAL, CIP,
L AMP, CHL, TCY, STR, CIP,
5306 HU Typhimurium P P P P P P P P P N GEN. NAL. SXT, NIT
5478 HU Typhimurium P P P P P P P P P P |STR,CIP,NIT
6233 HU Typhimurium P P P P P P P P P N é;\g.': TCY, STR, CIP, GEN, NAL,
R AMP, CHL, FOX, CAZ, STR,
6966 HU Typhimurium P N N P P P N P P N NAL, CIP
757 HU Typhimurium P P P P P P P P P N |AMP, CHL, STR, CIP, NAL
L AMP, CHL, TCY, FOX, STR, CIP,
5528 HU Typhimurium P P P P P P P P P N GEN. NAL. SXT, NIT
R AMP, CHL, TCY, STR, GEN,
6459 HU Typhimurium P P P P P P P P P P NAL, CIP
6612 HU  Schwarzengrund | P P P P P P P P P N |TCY, STR, NAL, CIP
6749 HU Enteritidis P P P P P P P P P P |CAZ CIP, IMP
. AMP, TCY, CAZ, STR, NAL,
7023 HU Infantis P P P P P P P P P P SXTNIT, CIP
7492 HU  Schwarzengrund | N P P P P P P P P N | NAL, NIT, CIP
935 HU Enteritidis P P P P P P P P P N CIP, NAL, NIT
3247 HU Enteritidis P P P P P P P P P P NAL, NIT, CIP
4044 HU Enteritidis P P P P P P P P P P | NAL,NIT,CIP
4090 HU Typhimurium P P P P P P P P P N ﬁll\_/IrP CHL, TCY, STR, CIP, NAL,
AL=Alimento; AN=Animal; HU= Humano; P=POITIVO; N=Negativo, AMP=Ampicilina; CHL=Cloranfenicol;

TCY=Tetraciclina;

CAZ=Ceftazidima; FOX=Cefoxitina; CIP=Ciprofloxacina;

IMP=Imipenem; SXT=Sulfametaxazol-

Trimetropim; GEN=Gentamicina; NIT=Nitrofurantoina;STR=Estreptomicina; NAL= Acido Nalidixico
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6 — Discussao

Salmonelose € classificada como uma doenca de origem alimentar e
zoonotica, sendo assim humanos podem adquirir a infeccdo a partir de uma
variedade de fontes e vias de transmissdo, tornando um problema na saude
publica (Pires et al., 2012).

Segundo o CDC, é estimado que os Estados Unidos, tem cerca de 1,35
milhdes de infecgbes ocasionadas por Salmonella a cada ano, com 26,500
hospitalizados e 420 mortes (CDC, 2019). Relatérios de vigilancia do FoodNet
(2016), relataram que nos anos de 2006, 2011 e 2016 os sorovares Enteritidis,
Newport e Typhimurium estiveram no ranking entre os 3 primeiros sorovares de
origem humana (CDC, 2016). Na Unido Europeia a prevaléncia foi dos
sorovares Salmonella Enteritidis, Typhimurium, Infantis e Newport (EFSA,
2018).

Os sorovares Enteritidis e Typhimurium s&o conhecidos por sua
relevancia epidemiolégica e podem ser transmitidos por alimentos de origem
animal, como carne bovina, suina, aves e ovos contaminados (Sakugawa et al.,
2008; Gal-Mor et al., 2014; WHO,2015).

Estudos mostram que nos paises como Estados Unidos, Dinamarca e
Tailandia, Salmonella Schwarzengrund é um dos sorovares responsaveis por
infeccoes em humanos e aves, enquanto na China, esse mesmo sorovar nao é
muito frequente. (Aarestrup et al., 2007; Silva et al., 2013).

Salmonella Infantis € responsavel por doengas humanas e apresentou a
quarta posicao entre os sorovares de maior frequéncia como agentes
causadores de Salmonelose na Europa entre 2006 a 2016, além de ser
frequentemente isolados em aves. (EFSA e CDPC, 2018; Marder, et al., 2018;
EFSA., 2019).

Nas ultimas décadas a Salmonella Newport vem sendo associada casos
de gastroenterites humana nos Estados Unidos e na Europa (Sangal et al.,
2010 e Nuccio et al., 2014).

Entre as cinco fontes de isolamentos classificadas pelo
LRNEB/LABENT, sendo elas: humanos, animal, materia prima, alimentar,
foram selecionadas 24 cepas de origem humana e 22 cepas de origem animal,

ja que as fontes humanos e animais sao os principais fontes responsaveis pela
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circulacao de Salmonella spp, contribuindo para ocorréncia de casos de surtos
aleatoriamente (Carvajal-Restrepo et al., 2010; Pires et al., 2010) e também 22
cepas de origem alimentar, ja fonte alimentar tem um maior impacto na saude
publica (Corbellini et al., 2016; Im et al., 2016).

O uso excessivo e o0 abuso generalizado de antimicrobianos na
producdo animal de alimentos e medicina humana tém contribuido para o
aumento da incidéncia de resisténcia antimicrobiana, particularmente MDR
(Arslan e Eyi., 2010). A resisténcia antimicrobiana é reconhecida como um dos
maiores desafios da saude publica mundial no século XXI (Doménech et al,
2015). Notavelmente, de acordo com os dados disponiveis, a China teve a
maior taxa de crescimento mundial da resisténcia antimicrobiana de patégenos
(Ren et al., 2016). Com o uso generalizado de antimicrobianos na producao
pecuaria, isolados resistentes de Salmonella podem se espalhar rapidamente
para a populagdo humana pelo consumo de produtos de carne contaminada
(Zhu et al., 2019). A intensidade da resisténcia varia globalmente, mas a taxa
de resisténcia esta em ascensao (Ifeanyichukwu et al., 2017; Maka et al., 2015;
Velasquez et al., 2018).

O perfil de resisténcia aos antimicrobianos em isolados de Salmonella
spp. pode ser dinamico, isso significa que o perfil detectado alguns anos atras,
pode n&do ser o mesmo do isolado, obtido em tempos atuais. Podemos sugerir
que as alteragdes no perfil de suscetibilidade antimicrobiana apds a realizacao
de novo TSA como mostra a tabela 4, pode estar relacionada a “conjugacao”, e
transferéncia de plasmideo. Foi observado um resultado semelhante em
relacdo a confirmacao do teste de sustentabilidade segundo o trabalho de Tsai
e Hsiangs ( 2005) que encontrou perfil sensivel a ciprofoxacina nas cepas de
Salmonella spp. isoladas na cidade de Tawain em 2001 em relacdo a cepas
antigas.

Foram selecionados quatro antimicrobianos para a confirmagao do perfil
de resisténcia, escolha esta que se deu devido a significancia clinica. Entre
estes, as fluoroquinolonas constituem a classe de antimicrobianos mais
prescritos no mundo, além de ser utilizada tanto na medicina humana, para
tratar de infe¢cdes graves, como na medicina veterinaria (FAO/WHO/OIE, 2008;
Morgan- Linnell et al., 2009, OMS, 2017).
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No que diz a respeito a resisténcia antimicrobiana por fonte de
isolamento alimentar, animal e humana, a confirmacao do perfil de resisténcia
foi elevado. Assim como na literatura, acredita-se que a utilizagdo
indiscriminada de antimicrobianos tanto para tratamento de doenca humana,
como na medicina veterinaria, e também a utilizacdo para melhorar dos indices
zootécnicos de animais de producgdo, acaba contribuido para o surgimento de
bactérias multirresistentes em todo o mundo. Existem indicios que ao uso
indiscriminado em animais de produgdo pode transmitir resisténcia
antimicrobiana aos seres humanos através de seus produtos e derivados. (Hur
et al., 2012).

Entre os antimicrobianos selecionados, a resisténcia a ciprofloxacina foi
gue confirmou maior percentual, principalmente para sorovares que estdo
diretamente relacionados a fonte humana, pois a ciprofloxacina €& utilizado
principalmente em tratamento humano. Tais resultados corroboram com alguns
trabalhos na literatura, como Aljindan ( 2020) entre os anos de 2011 a 2018
observou um aumento de 50% de resisténcia a Ciprofloxacina em Salmonella
spp. em isolados humanos de diferente nacionalidade, além do aumento
significativo de resisténcia a cefoxitina condizente aos resultados por nos
detectados.

A disseminacdo de isolados MDR vem sendo apontado na literatura
como potencialmente grave: 60,7% na Coréia (Seo et al., 2019), 88,1% no sul
da China (Chen et al., 2020) e 100% no Egito (Sallam et al.,2014).

O alto nivel de resisténcia antimicrobiana estava diretamente
relacionado ao uso de antimicrobianos de baixo custo e de amplo espectro no
criacdo de gado e aves, resultando em um numero crescente de bactérias
resistentes aos antimicrobianos e MDR. A disseminac¢do de bactérias MDR de
animais para humanos ameaca a saude humana em todo o mundo e pode
resultar na ineficacia para o tratamento de algumas doencas. Assim, é
necessario fortalecer o monitoramento das tendéncias do espectro de
resisténcia de Salmonella para o controle de isolados MDR.

E interessante relatar a investigacdo conduzida por Li (2020), o qual
avaliando um possivel risco de infecgoes humanas transmitidas por alimentos
associadas ao consumo de ovos contaminados por Salmonella Enteritidis,

Infantis e Typhimurium, ndo encontrado nenhuma resisténcia a ciprofloxacina,
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do mesmo modo que para a ceftazidime e imipenem. Distinto do que
observamos, onde a nestes trés sorovares isolados de humanos, encontramos
cepas resistente a Ceftazidima e Imipem.

O possivel uso excessivo dos antimicrobianos em diversos setores seja
ele na area humana, animal ou alimentar, vem contribuindo para o aumento de
resisténcia em cepas de Salmonella spp de diferentes fontes, o que torna um
problema na saude publica, devido a reducao de alternativas terapéuticas em
casos de infecgdes humanas (Aerestrup et al., 2008; O’Neill J, 2016).

A patogenicidade da Salmonella é mediada pela interacdo de
numerosos genes de viruléncia, localizados nas SPI, plasmideos,
lipopolissacarideos e enterotoxinas (Farahani et al., 2018). SPI sao grupos de
genes de viruléncia em cromossomos contendo a maioria dos genes de
viruléncia de Salmonella (Chaudhary et al., 2015). Até o momento, 23 SPI
foram identificados em Salmonella, da qual SPI-1 a SPI-5 foram bem
estudados (Bem Salem et al., 2017). Além disso, genes de viruléncia
transmitidos por plasmideo, como como spvB e spvC, foram relatados para
promover a sobrevivéncia e crescimento de Salmonella em células
hospedeiras, agravando a gravidade da enterite (Oueslati et al., 2016). Embora
existam poucos estudos sobre a prevaléncia, dos genes de viruléncia
carreados por Salmonella, a China tem uma elevada incidéncia de
salmonelose, a partir do consumo de alimentos origem animal, reconhecidos
como as principais fontes de disseminacdo da Salmonella, especialmente
frango, porco e pato (Yang et al., 2019).

Em Salmonella enterica SPI1 a SP5 sdo consideradas as ilhas mais
importantes que afetam todo o processo da salmonelose incluindo a sua
invasao, proliferacao e as respostas ao hospedeiro. (Lou et al., 2019).

No cdmputo geral genes contidos as ilhas de patogenicidade SPI15,SPI2,
SPI3, SPI4,e a SPI1, foram os genes mais detectados. SP5 € necessaria para
a enteropatogenicidade, enquanto SPI2 é considerada a ilha mas importante
para viruléncia, por possuir 0s genes considerado necessarios para a
sobrevivéncia em macréfagos. O SPI3 desempenha o papel na sobrevivéncia
no interior do macrofago e a SP14 é responsavel na adesao as células epiteliais
(llyas et al., 2017 ; Gao,Wang e Ogunremi et al., 2019) SPI5 sao co-
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reguladores dos genes SPI 1 ou SPI2, sendo ele um sistema duplamente
controlado.

Foram dectadas amplificagées dos genes localizados nas cinco ilhas de
patogenicidade em Salmonella em mais de 60% das cepas analisadas,
equivalente ao estudo Espinoza (2017), que considera esperada a detecgao
das 5 ilhas de patogenicidade, pois sdo comuns em todos as Salmonella
enterica. Em trabalho de Andesfh (2019 ), foi observada 100% amplificacédo
para as 5 ilhas estudadas sendo detectados os genes invA, ssaQ, mgtC , spidD
e pipa.

Todas as cepas do sorovar Infantis e 85% do sorovar Typhimurium
foram positivas para o gene invA. Esses resultados foram semelhantes ao
encontrado por Faganello (2018), que reportou 100% das cepas de origem
animal nos soroavres Infantis, Typhimurium, Enteritidis e Schwarzengrund,
positivas para o gene invA.

N&o foi detectado o invA na cepa de Salmonella Enteritidis de origem
alimentar avaliada neste estudo, divergente dos resultados encontrados por
Hur, Jawale e Lee (2012) em que 93% das cepas analisadas de isolados de
frango de corte na Coreia foram positivas.

Todos os isolados de Salmonella Typhimurium de origem alimentar
apresentaram o gene invA corroborando com o trabalho de Osman (2014), que
detectou 100% de cepas positivas para o gene invA.

Todas as S. Infantis na fonte alimentar e humana, foram positivas para
0s genes invA e sopB, costataram no trabalho de Almeida (2013), onde de 35
cepas de S. Infantis isolados de fonte humana e alimentar contataram que
todas as cepas carregavam os genes invA e sopB.

No sorovar Typhimurium para o gene mgtC todas as cepas de origem
alimentar foram positivas, divergindo dos resultados de Osman (2014), que nao
observou positividade para este gene em nenhuma das cepas de S.
Typhimurium avaliadas em seu estudo.

Jad em relacdo os genes spi4dD e ssaQ, 85,7% dos isolados de
S.Typhimurium de origem alimentar foram positivas. No trabalho de Osman
(2014), somente 25% das cepas foram positivas para esses dois genes.

O sorovar Enteritidis desta mesma fonte, teve amplificagdo para o gene
spi4D, o que confere com um estudo de Xia (2020), onde as cepas de
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S.Enteritidis isoladas de cobras comestiveis, apresentaram amplificagdes para
este gene.

Todas as cepas da fonte animal foram positivas para o gene sopB.
Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por Faganello (2018), que
relatou 100% de positividade para as cepas dos sorovares Infantis e
Typhimurium.

Todos os sorovares Salmonella de fonte alimentar apresentaram 100%
de positividade para o gene sopB. Semelhante ao trabalho de Osman (2014),
que confirmou que as 4 cepas de S.Typhimurium de origem alimentar foram
positivas para o gene sopB. Ja o relato de Hur (2017), apontou que 93% das
cepas analisadas, de isolados de frango, para o sorovar Enteritidis foram
positivas para o gene.

A regido spv parece promover rapido crescimento e sobrevivéncia da
Salmonella dentro das células do hospedeiro, sendo importante para a infecgédo
sistémica em animais experimentais (Soto et al., 2006). Neste estudo a
amplificacdo do gene spvC foi reduzida (24%) em todas as fontes de
isolamento avaliadas. Tais resultados apresentam semelhanca com o trabalho
de Martins (2010), onde suas cepas de S.Typhimurium de origem animal foram
todas negativas. Gulig (1990), assegura através de suas observacdes que o
plasmideo de viruléncia causa infeccdo sistémica progressiva dos o6rgaos
reticuloendoteliais em animais experimentais.

No entanto os plasmideos nao afetam a capacidade de Salmonella spp.
causar infecdo intestinal e danos no hospedeiro, visto que em cepas de origem
humana, 70% dos isolados foram negativos para esse gene. Swamy (1996),
sugeriram que o spvC pode nao desempenhar um papel crucial para
gastroenterite tipica causada por Salmonella em humanos, sendo 85% dos
seus isolados negativos para este gene. Por outro lado trés cepas negativas
(1,8%) para o gene spvC foram relatadas por Soto (2006) enquanto Castilla
(2006), relataram a auséncia do gene em 7,2% das cepas que analisaram.
Heithoff (2008), comparando S. Typhimurium isoladas de animais e de doencga
humana, verificaram que 34% das cepas provenientes de individuos com
gastroenterite eram destituidas do plasmidio. Assim, a relevancia do plasmidio

de viruléncia para o desencadeamento da doengca humana € questionavel,
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diante da consideravel redundancia de fatores de viruléncia codificados no

genoma do micro-organismo.
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— Conclusao
Foi possivel observar uma variagado entre os genes pertencentes as

cinco ilhas de patogenicidade de Salmonella nas cepas isoladas de diferentes
fontes e apresentando perfil de resisténcia antimicrobiana;

Todas as cepas de Salmonella spp. selecionadas entre os anos 2015 a
2017, confirmaram seu perfil de suscentibilidade pelo teste de difusdo em
discos nas drogas avaliadas;

Das 69 cepas avaliadas confirmaram que 60% tem o perfil reistenténcia
para ciprofloxacina, 21,2% Ceftazidima, 16,6% Cefoxitina, e 12,1% para
Imipenem;

Foi possivel caracterizar os genes em SPl1em 50% para orgA, em 60%
para invA; SPI12 em 80% para ssaQ; SPI3 em 80% para mgtC; SPI4 em 80%
para spi4D; SPI5 em 98% para sopB presentes na cepas;

Foi possivel observar diferengcas entre as fontes de isolamento e os
sorovares no que diz respeito aos genes encontrados dentro das cinco ilhas,
genes relacionados regulagcdes transcrionais e o gene plasmidial, podendo
significar que os genes cromossomais pertecem ilhas mais conservadas
enquanto o plasmidial pode ser perdido ao longo do tempo;

Podemos observar a relacdo associada a presenca da ilha de

patogenicidade associada as cepas de multirresisténcia.
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